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LOI CAM DOAN
T61 xin cam doan:
Pay 1a cong trinh nghién clru cua toi va mot sd két qua cong tic cling Cac
cong sy khac.
Céc sd liéu trinh bay trong ludn an 1a trung thuc, mot phén da duogc cong bd
trén cac tap chi khoa hoc chuyén nganh véi sy dong ¥ cta cac dong tac gia.

Phan con lai chia duoc cong b trong bat ky mot cong trinh nao khac.

Tac gia luan an

Tran Thi Lé Quyén



LOI CAM ON

Hoan thanh ludn dn tién st la dau méc danh ddu si truedng thanh ciia nghién
ciru sinh trong giai doan dau ciia su nghiép nghién cuu khoa hoc. Luan an la sy no
luc hoc tdp va nghién curu cua nghién cuu sinh, sy dinh huwong khoa hoc cua thcfy
hong dan, sy ho tro cia dong nghiép trong phong thi nghiém va nhiéu nguén luc
khdc. Téi xin bay t6 sw biét on chdn thanh t6i tat ca sw hé tro triee tiép hay gidn tiép
da giup toi hoan thanh ludgn an nay.

Loi dau tién, t6i xin gui loi biét on sdu sdc nhat t6i TS. T rinh Thanh Trung,
thay hwéng dan thir nhat, ngwoi di dwa t6i dén thé gici “melioidosis” bang kién
thirc chuyén mén sdau réng véi tinh than day nhiét huyét nghién citu khoa hoc. Thdy
khéng chi la ngueoi thay hwéng dan khoa hoc givip t6i dinh huwéng cdc nghién ciru
dap vmg chat lwong céng bo quoc té, ma con la ngwoi lanh dao quan tam hé tro i
trong cac nhiém vu khoa hoc khac tai don vi.

Toi gui loi cam on toi PGS. TS. Bui Thi Viét Ha, co hudng déan thir hai,
nguoi da déng hanh nhiéu nam véi i tir bac hoc dai hoc t6i cde bdc sau dai hoc.
Cé luén danh cho t6i sw quan tém hé tro vé chuyén mén, tiép thém dong luwc cho tdi
hoan thanh ludn an.

Téi xin giri 1oi cam on t6i cdc thay c6 tham du Hoi dong danh gid ludn dn
cdc cdp, cdc thdy ¢é da danh thoi gian doc, nhdn xét va gop ¥ dé ludn dn cia t0i
dwoc hoan thién hon.

Pé hoan thanh dwoc ludn dn nay, téi chan thanh cam on ThS. Bui Nguyén
Hai Linh, nguoi dong nghiép da hét sikc tdm huyét givip téi hoan thanh nhiéu thi
nghiém ciia ludn an. Téi ciing giri 167 cam on cdc anh chi em dong nghiép tai Vién
Vi Sinh vdat va Cong nghé sinh hoc da luén dong vién va tao diéu kién cho t6i trong
qua trinh thyc hién lugn an ciing nhu trong cong viéc nghién curu.

Téi xin chdn thanh cam on cdc dé tai cdp nha nwée NVQG - 2018/08 va
NDPT.82.GB/20 va dé tai cap PHOGHN QG.21.57 da tai tro cho nghién ciru ciia
lugn dn. Toi ciing xin cam on sy hé tro ciia BVPK tinh Ha Tinh, BVTW Hué va céc
bénh nhan tham gia vao nghién ciru.

Téi xin cam on sw hé tro cia cdc quy thdy co tai Bo mon Vi sinh vat hoc-
Khoa Sinh hoc, phong Dao tao (bo phdn Quan ly sau dai hoc), truong Dai hoc
Khoa hoc Tw nhién, Pai hoc Quéc gia Ha Nji vé cac gop ¥ chuyén mén ciing nhw

huong dén cdc thii tuc hanh chinh @é hoan thanh ludn an.



Téi xin giri 107 cdm on chdn thanh téi Quy VINIF, Vingroup da hé tro mét
phan kinh phi cho qud trinh thuwc hién ludn dn.
Cudi ciing, téi xin biét on sw quan tdm, dong vién va tao diéu kién cia gia
dinh va nguoi than giup toi co thoi gian va dong lwc hoan thanh ludn an.
Ha N¢i, ngay 08 thang 02 nam 2024

Tran Thi Lé Quyén
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MO DAU

Burkholderia pseudomallei 1a tryc khuan Gram 4m sdng hoai sinh trong dat
va trong nudc ¢ cac ving nhiét d6i. Loai vi khudn nay 1a cin nguyén giy nhiém
trung melioidosis - bénh truyén nhiém céap tinh nguy hiém, c6 ti 1& tir vong cao
(>40%) va nhanh. Viét Nam duoc coi 1a nudc ndm trong tdm diém luu hanh cua
melioidosis & cip bao dong do (cip cao nhét) trén ban dd dich t& hoc toan cau véi
du doan 10.430 ca nhiém mdi nim, trong d6 4.703 ca tir vong. Tuy nhién, theo sb
licu diéu tra trong 7 thang nam 2015 tai 5 bénh vién & Bic Trung BO, chi ¢6 70 ca
nhiém melioidosis dugc ghi nhan. S6 liéu nay phan anh ty 18 phat hién melioidosis
tai nudc ta con rat xa so v6i s6 ca nhiém du doan (chi bang khoang 1,5%).

Trong chan doan melioidosis, nudi cdy vi sinh dugc xem 1a “tiéu chuan
vang”. Tuy nhién, xét nghiém vi sinh tai cdc bénh vién gap rat nhiéu kho khan va
doi hoi nguoi xét nghiém phai dugce ddo tao va ¢ nhicu kinh nghiém trong viéc
nhan dang khuan lac B. pseudomallei. Hon nita, xét nghiém B. pseudomallei theo
quy trinh nudi cdy va phan loai thudng quy thuong kéo dai tir 3 dén 5 ngay, trong
khi d6 cac bénh nhan melioidosis sdc nhiém khuan huyét c6 thé tir vong trong 48
gid nhap vién néu khong dugc diéu tri kip thoi va dung phac d6 khang sinh. Diéu
nay dit ra yéu cau cip thiét can phai c6 cac quy trinh xét nghiém nhanh vi khuan B.
pseudomallei dé phuc vu cho diéu tri bénh nhan kip thoi.

Bén canh d6, do B. pseudomallei ton tai ty nhién ngoai moi truong nén viée
hiéu vé dich t& hoc vi khuan rat c6 y nghia voi stc khoe cong dong. Hién nay, hai
phuong phép chinh dugc dung trong diéu tra B. pseudomallei ngoai méi trudng la
nudi cdy phan 1ap va real-time PCR gen dic hiéu vi khudn B. pseudomallei. Trong
d6, phuong phap nudi cdy phan lap theo huéng dan chuan tuy d c6 nhitng thanh
cong trong viéc phat hién B. pseudomallei tir dit, nhung d6 nhay cua phwong phap
chua cao va khong dong déu ¢ cac dia diém nghién ctru. Trong khi d6, phuong phap
real-time PCR cho d6 nhay cao hon so voi nudi cay phan lap, nhung két qua duong
tinh chi 14 nhan dinh ban dau vé khu vuc nguy co 6 nhiém vi khuan ma khong thé

thay thé cho nudi ciy phan lap dugc chung vi khuan vira dé khang dinh sy c6 mit



cta vi khuan ngoai méi trudng vira dé phuc vu cho cac nghién ctiu vé doc luc va
dich t& hoc. Vi vay, viéc phat trién phuong phap nudi cay phan lap c6 d6 nhay cao
trong diéu tra vi khuan B. pseudomallei ngoai méi truong van duoc nhidu nha khoa
hoc quan tam nghién ctru.

Dé tai “Nghién ciru phdt trién cdc kj thudt méi iing dung dé phdt hién vi
khudn Burkholderia pseudomallei trong cdc mdu bénh phim lim sang va ngodi
moi trwong” dugc thuc hién nham phat trién k¥ thuat méi1 phuc vu xét nghiém
nhanh melioidosis trong 1am sang, va diéu tra vi khuan B. pseudomallei ngoai moi
truong voi do nhay cao.

Muc tiéu ctia nghién ctru:

- Phat trién va ung dung duoc ky thuat mién dich xét nghiém nhanh
melioidosis tir mau bénh pham 1am sang.

- Phat trién va (mg dung duoc k¥ thuat nudi cdy c6 do nhay cao dé diéu tra vi
khuan B. pseudomallei ngoai méi truong.

Tinh méi ctia luan an:

- Phat trién thanh cong k§ thuat WC/Hepl-ELISA st dung khang nguyén
ching B. pseudomallei VTCC 70157 thuéc ST46 phd bién ¢ Viét Nam dé xét
nghi¢m melioidosis & ngudi Viét co do nhay va do dac hi€u cao (tuong ing 98,4%
va 95,1%) véi thoi gian xét nghiém nhanh dudi 2 gio. K¥ thuat duoc tng dung dé
xét nghiém melioidosis tai bénh vién da khoa tinh Ha Tinh va bénh vién Trung
wong Hué.

- Phét trién thanh cong k¥ thuat nudi cdy lam giau hai buéc (TBSS-C50 48
gid + EM 96 gio) diéu tra B. pseudomallei trong dét voi ty 16 phat hién cao hon gan
2 1an so véi huéng dan chuan (TBSS-C50 48 gio) khi danh gia bang real-time PCR
TTSS1; cao hon 6 1an khi danh gia bang phan 1ap trén dia thach Ashdown. K§ thuat
dugc ing dung diéu tra sy c6 mit cua vi khuan B. pseudomallei ngoai méi truong

tai Triéu Son (tinh Thanh Hoa) va Séc Son (thanh phd Ha Noi).



CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. VI KHUAN Burkholderia pseudomallei VA BENH NHIEM TRUNG
MELIOIDOSIS

1.1.1. Giéi thiéu vé chi vi khuan Burkholderia va loai B. pseudomallei

Chi vi khuan Burkholderia thudc ho Burkholderiaceae, bd Burkholderiales,
16p Betaproteobacteria, nganh Proteobacteria (Vio et al., 2020). M(t trong cac loai
dau tién cta chi Burkholderia duoc mé ta 1a Burkholderia caryophylli (trudc day
dugce goi 1a Phytomonas caryophylli) - giy bénh théi than & thuc vat (Dowson,
1929). Nam 1942, loai vi khuan nay di dwoc nha vi sinh vat hoc nguoi My 1a
Walter Burkholder phan loai lai vao chi Pseudomonas nhom II véi tén goi la
Pseudomonas caryophylli (Burkholder, 1942). Sau d6, Walter Burkholder ciing phat
hién va mo ta mot loai vi khuan 13 tic nhan giy thdi ci hanh tdy c6 tén la
Pseudomonas cepacia (Burkholder, 1950).

Nam 1992, Yabuuchi va cs da phan loai lai chi Pseudomonas nhom Il thanh
chi Burkholderia gom 7 loai (Yabuuchi et al., 1992). Tén “Burkholderia” dugc dat
dé vinh danh nha vi sinh vat hoc Walter Burkholder (Yabuuchi et al., 1992). La
nhing loai dau tién thudc chi Burkholderia, B. pseudomallei va B. mallei Ia tac
nhan gay bénh cho nguoi va dong vat; B. caryophylli va B. gladioli gdy bénh trén
thuc vat; loai B. cepacia theo md ta ban dau 13 tac nhan gy bénh thdi cii trén hanh
tay; riéng 2 loai B. solanacearum gay bénh trén thyuc vat va B. pickettii gdy bénh co
hoi trén nguoi sau d6 dugc chuyén sang chi Ralstonia (Eberl and Vandamme,
2016). Loai B. cepacia sau d6 duoc chi dinh 13 loai chuan thudc chi nay, va duoc
biét dén nhu 13 tic nhan gdy nhiém tring & bénh nhan xo nang va suy giam mién
dich (Depoorter et al., 2016).

Nhirng nim sau d6, hé théng phan loai ciia chi Burkholderia lién tuc duoc
cap nhat. Sawana va cs da sir dung trinh tu gen 16S rRNA cua 45 loai thudc chi
Burkholderia, va 21 loai protein c6 do bao thu cao dé nghién clru su mét hodc chén
trinh ty bao thu (conserved sequence insertions or deletions - CSIs) (Sawana et al.,
2014). Két qua cta nghién ctru cho thdy sy phan tach chi Burkholderia thanh 2
nhanh chinh: nhanh I 14 chi Burkholderia chi gdm hon 30 loai Burkholderia c6 lién



quan dén kha ning gy bénh trén ngudi, dong vat va thuc vat; va nhanh II 13 74 loai
con lai chil yéu duoc phan lap tir méi truong va khong duoc ghi nhan giy bénh cho
cac sinh vat bac cao. Tir d6, chi Paraburkholderia da dugc dé xuat cho cac loai
thudc nhanh II nay (Vio et al., 2020) (Bang 1.1). Tuy nhién, cic quan diém cua gi6i
khoa hoc trong sy phan chia chi Burkholderia con trai chiéu, vi hai nhom khong
dugc phan biét rd rang (Eberl and Vandamme, 2016). Do vay, Uy ban Quéc té vé
Hé théng héa Sinh vat Nhan so, Tiéu ban Phan loai Rhizobium va Agrobacterium
gan day da néu ra su can thiét phai co mot phuwong phap tiép can thuyét phuc hon dé
lam sang t6 phan loai chi Burkholderia (de Lajudie and Young, 2017).
Bang 1.1. Sy ph&n nhanh cua Burkholderia sensu lato (Vio et al., 2020)
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Sensu stricto va thuc vat | Céc lodi gy bénh thuc vat
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nhu B. glumae va B. gladioli
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Thudc chi Burkholderia, loai B. pseudomallei 1a vi khuan giy nhiém tring
melioidosis - bénh duoc Whitmore va Krishnaswami moé ta lan dau tién ¢ Rangoon,
Myanmar vao nam 1912 (Whitmore and Krishnaswami, 1912). Do c6 su tuong
dong vé cac dic diém sinh hoc véi loai vi khuan B. mallei (truéc day goi 1a Bacillus
mallei) gay bénh glander, vi khuan nay di duoc dat tén 1a Bacillus pseudomallei.
Trong qua trinh phén loai, vi khuan nay con dugc biét dén vai nhiéu tén khac nhau
nhu Bacillus whitmorii, Malleomyces pseudomallei, Pseudomonas pseudomallei va
cudi cung 1a B. pseudomallei (Yabuuchi et al., 1992). Do doc luc cao, kha ning giy

bénh nguy hiém cho ngudi va dong vat cung véi moi lo ngai vé viée lay truyén qua




duong khi dung, B. pseudomallei dd dugc Trung tim Kiém soat va Phong ngira
Dich bénh Hoa Ky (US CDC) phan loai 13 tic nhan gdy khing b sinh hoc & cap do
vi sinh vat nguy hiém loai B (Rotz et al., 2002). Trén cdy phét sinh chang loai, B.
pseudomallei cung vai 2 loai B. mallei va B. thailandensis cd quan hé rat gan giii
v6i nhau (Hinh 1.1). Trong khi B. mallei ky sinh bat budc trén dong vat va ciing
dugc CDC xép vao nhdm tac nhan de doa sinh hoc cap do B (Rotz et al., 2002), thi
B. thailandensis phan bé tu nhién trong dat va trong nudc va khong gay bénh cho
nguoi va dong vat (Brett et al., 1998).

67 | Burkholderia arborisR-24201T (AM747630)
Burkholderialata 383" (CP000150)
Burkholderiapaludis MSh1" (KT159931)
Burkholderia cenocepacia J2315T (AM747720)
Burkholderia anthina R-4183T (AJ420880)
Burkholderia seminalis R-24196T (AM747631)
89! Burkholderia cepacia ATCC 25416 (AXBO01000009)
Burkholderia metallica R-160177 (AM747632)
Burkholderia diffusaR-15930T (AM747629)
Burkholderia ambifaria AMMDT (CP000442)
Burkholderia stabilis LMG 142947 (AF148554)
Burkholderiapyrrocinia LMG 141917 (U96930)
Burkholderia multivorans ATCC BAA-247T (ALIW01000278)
Burkholderia latens R-5630T (AM747628)
58 Burkholderia dolosa LMG 189437 (JX986970)
Burkholderia vietnamiensis LMG 109297 (AF097534)
Burkholderia ubonensis CIP 107078 (EU024179)

52 Burkholderia pseudomultivorans LMG 26883 (HE962386)
—(—— Burkholderiarinojensis A396" (KF650996)
Burkholderia glumae LMG 2196 (AMRF01000003)

77 Burkholderia plantarii LMG 90357 (U96933)

?L Burkholderia gladioliCIP 1054107 (EU024168)

Burkholderia oklahomensis C6786" (ABBG01000575)
= Burkholderia thailandensis E264T (CP000086)
95 Burkholderia pseudomalleiATCC 233437 (DQ108392)
4%L Burkholderia mallei ATCC 233447 (CP000011)

Burkholderia caryophylliATCC 254187 (AB021423)
99 Burkholderia dabaoshanensis GIMN1.004" (FJ210816)

Burkholderia sordidicola S5-BT (AF512826)
97 Burkholderia terrestris LMG 229377 (HE981726)
91 Burkholderia telluris LMG 22936" (HE981727)
Hinh 1.1. Cay phat sinh chung loai cua B. pseudomallei va céc loai quan hé ho hang. Cay
dugc xay dung dua trén trinh ty gen 16S rRNA cua cac loai nghién ciu (Ong et al., 2016)
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1.1.2. Pic diém sinh hoc ciia vi khuin B. pseudomallei

1.1.2.1. Dic diém hinh thai

B. pseudomallei 13 vi khuan Gram am, hinh que, kich thuéc (0,4-0,8) x (2,0-
5,0) um, bat mau ddm & hai dau khi nhuom Gram, c6 kha nang di dong nho cum
16ng roi & dau té bao (Yabuuchi et al., 1992) (Hinh 1.2). Hai loai hinh thai khuan lac
phd bién thudong duoc quan sat thdy ¢ vi khudn B. pseudomallei 1a dang khuan lac
tho rap va nhin min (Nicholls, 1930; Chantratita et al., 2007). Thong thuong, trén
moi truong chon loc thach Ashdown, sau 3-5 ngay nuoi céy & 37°C, khuan lac vi
khuédn c6 mau tim, kho va nhan. Trén moi truong khong chon lgc, hinh thai khuén
lac vi khuan nho, min, anh kim loai va c6 mui dat 4i sau 1-2 ngay nudi ciy. T 3-5
ngay, khuan lac tr& nén kho, nhan, tir nam 16i gifra khuén lac tao thanh cac gan chay
ra mép khuan lac. Tuy nhién, cing mot chiing vi khuan B. pseudomallei ¢é thé biéu
hién hinh thai khuan lac rat da dang tr tron nhin dén nhan nheo va khé rap

(Chantratita et al., 2007) (Hinh 1.3).
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Hinh 1.2. Hinh théi té bao vi khuan B. pseudomallei. i) Hinh 4nh té bao va cum
16ng roi dugc quan sat bang kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM), bar=1 um (Hans R.
Gelderblom, Gabi Schlier, Rolf Reissbrodt/Robert Koch Institute); ii) Hinh anh té bao
nhuém Gram dugc quan sat bang kinh hién vi quang hoc v6i d6 phong dai 100 1an, bar = 5
pm (Bénh vién Hiru nghi Viét Nam - Cuba Déng Hé1, Quang Binh, 2017).



Hinh 1.3. Cac dang hinh thai khuan lac vi khuan B. pseudomallei trén méi truong
thach Ashdown sau 4 ngay nudi cay ¢ 37°C (Chantratita et al., 2007).

1.1.2.2. Bdc diém trao doi chat

B. pseudomallei c6 phan rng duong tinh véi oxidase va sinh trudng trong
diéu kién hiéu khi (Yabuuchi et al., 1992; Trung et al., 2018). Tuy nhién, khi c6 mat
nitrate hodc arginine, vi khuan c6 thé séng trong diéu kién ki khi va st dung cac
chét nay 1am chét nhan dién tir cudi cung nhu cac loai vi khudn ki khi tuy tién khac
(Yabuuchi et al., 1992, Hamad et al., 2011). Bén canh d6, vi khuan B. pseudomallei
c6 thé sir dung nhiéu ngudn dudng khac nhau dé sinh trudng, tir d6 c6 thé thich tng
v6i nhiéu méi truong sdng (Yabuuchi et al., 1992). B. pseudomallei khong c6 kha
ning str dung duong L-arabinose, trong khi loai gan giii 1a B. thailandensis c6 thé
str dung ngudn carbon nay dé sinh trudng, va nguoc lai B. pseudomallei ¢ thé dong
héa dugc duong erythritol trong khi B. thailandensis khong c6 kha nang nay
(Yabuuchi et al., 1992; Ngamdee et al., 2015).

1.1.2.3. Pdc diém sinh hoc phan tie

Bo gen hoan chinh cua ching chuan B. pseudomallei K96243 gém hai nhiém
sic thé (NST) vai kich thude lan luot 1a 4,07 Mb va 3,17 Mb twong tng véi 3.460
va 2.395 trinh tr ma héa (coding DNA sequence-CDS). Vi kich thuée gan 7,3 Mb,

bd gen B. pseudomallei dugc xem 1a 16n so voi bo gen dién hinh cua vi sinh vat



nhan so. NST 1 mang cac “house-keeping gene” (gen thuong truc) co6 chirc nang
sinh téng hop cac dai phan tir, chuyén hoa acid amin, tong hop chat mang va
cofactor, sinh tong hop nucleotide va protein, hda hudng dong va kha ning di
chuyén. NST 2 chira cac gen ma hoa cho cic chirc niang phu tro nhu kha nang thich
nghi véi diéu kién bt loi, can bang ndi méi chit sit, chuyén hoa thir cip va diéu
hoa. Ngoai ra, nhiém séc thé 2 con mang ti 1& 16n cac CDS lién quan dén cac protein
gia dinh hodc cac protein khong xac dinh (Holden et al., 2004).

Truyén gen ngang dugc xem la dic tinh tién hoa ciia B. pseudomallei. Nhicu
vung trén hai nhiém sic thé mang cac dic diém cua cac dao gen (genomic island-
GI) nhan duoc qua qua trinh truyén gen ngang, vi du nhu ti 18 GC bét thudng hoic
cac tin hiéu trinh ty nucleotide 1ap lai & cac vung GI. Ngoai ra, cac vung nay thuong
mang cac CDS twong dong védi cac gen lién quan dén cac yéu 6 di truyén van dong,
nhu cic trinh tu xen (insert sequence-IS), thé thuc khuan bacteriophage, va cac
plasmid (Holden et al., 2004).

Vi khuan B. pseudomallei c¢6 quan hé ho hang gan vé&i hai loai B.
thailandensis va B. mallei (Brett et al., 1998; Nierman et al., 2004). V& bo gen, 2
loai B. pseudomallei va B. thailandensis twong ty nhau vé cau tric 2 NST va thu tu
sap xép cac gen trén 2 NST; cac gen chirc ning quy dinh céc chirc ning trao doi
chat va sinh truong cua té bao twong dong nhau; nhung cic gen quy dinh doc luc vi
khuan thi da bi mat di o B. thailandensis hoic su twong dong vé trinh tu gen khong
con cao (Holden et al., 2006; Yu et al., 2006). Trong nudi ciy, 2 loai vi khuan nay
c6 dac diém hinh théai té bao va khuan lac gidng nhau din dén rat kho phan biét
(Ngamdee et al., 2015; Hantrakun et al., 2018), c6 lipopolysaccharide (LPS) tuong
tu nhau, c6 tinh chat sinh vat hda hoc tuong tu nhau ngoai trir B. thailandensis c6
kha ning dong hoa duong arabinose va xylose (Wuthiekanun et al., 1996; Smith et
al., 1997; Brett et al., 1997, 1998; Hantrakun et al., 2018). Trong khi do, loai B.
mallei ki sinh bat budc trén vat chii va 1a tac nhan giy bénh glander ¢ ngya, la va
khi, c6 kha ning lay truyén tir dong vit sang dong vat (Nierman et al., 2004). Céc

nghién ciru cho thay B. mallei tién hoa tir mot dong to tién cua B. pseudomallei



thong qua su tiéu bién cac gen khong can thiét cho su ton tai ngoai méi trudng tur
nhién va tré thanh sinh vat Ky sinh vat chi hoan toan. Cac nghién ciru cho thiy bo
gen cua B. mallei nhé hon khoang 1,5 Mb so vadi B. pseudomallei (Godoy et al.,
2003; Nierman et al., 2004; Losada et al., 2010).

Céc nha khoa hoc di chimg minh cum gen thudc hé thong tiét nhom III (type
Il secretion system-TTSS1) mi héa cho yéu td quyét dinh doc luc cua B.
pseudomallei, chi c6 mat & B. pseudomallei ma khong co ¢ hai loai B. thailandensis
va B. mallei (Smith-Vaughan et al., 2003; Kaestli, 2007). Pay la gen dich ma nhiéu
nghién ciru da khai thac phat trién ky thuat sinh hoc phan tir nham phat hién vi
khuan B. pseudomallei trong 1am sang ciing nhu ngoai méi truong (Gal et al., 2005;
Novak et al., 2006; Kaestli 2007; Trung et al., 2011; Meumann et al., 2006).

Ngoai ra, nhiéu nghién ctru ciing phat hién mot s gen tham gia vao su di
dong cua B. pseudomallei. Trong s6 gen nay c6 fliC, ma hoa cho flagellin. Cac
khang thé khang flagellin B. pseudomallei 1am giam dang ké su di dong cua vi
khuan va hd tro cho viéc bao vé té bao chong lai sy xdm nhép cia B. pseudomallei
¢ dong vat mo hinh (Chua et al., 2003). Sprague va cs (2002) da giai trinh ty gen
fliC cua hai chung B. mallei ATCC 15310 va B. pseudomallei ATCC 15682 va nhan
thdy trinh tu fliC & hai loai vi khuan nay chi khac nhau duy nhit mét nucleotit vi tri
798 trén trinh tu ma hoéa. Tuy nhién, trinh ty acid amin du doan thi hoan toan gidng
nhau. Va khi so sanh trinh tu twong tng & vi khuan B. thailandensis thi thay su khac
biét rd rét. Do vay, trinh tu fliC khong thé phan biét hai loai B. mallei va B.
pseudomallei ma chi dugc dung dé phan biét hai loai nay véi cac loai Burkholderia
con lai (Sprague et al., 2002; Tomaso et al.,2005).

DeShazer va cs (1997) da tim thdy gen rpsU nam & vi tri ngugc chiéu véi
gen fliC ¢ chung B. pseudomallei 1016b. Gene rpsU méa hoa cho protein tham gia
vao tong hop céac dai phan tir, c6 vai tro trong khai dau tong hop protein, DNA va
RNA (DeShazer et al., 1997). Hagen va cs (2002) da chirng minh sy sai khac cua
gen rpsU ¢ B. mallei va B. pseudomallei so vai B. thailandensis va cac loai

Burkholderia khac. Nghién ctru ciing chi ra rang gen nay c6 tinh bao thii cao & loai



B. pseudomallei va PCR gen rpsU di xac dinh duoc DNA cua vi khuin B.
pseudomallei trong mau bénh pham chudt nhiém bénh (Hagen et al., 2002).

1.1.3. Bénh nhiém trung melioidosis

1.1.3.1. Pdc diém gdy bénh cia vi khudn B. pseudomallei

T nhitng nam 1990, cac nha khoa hoc da phat hién mot dac tinh quan trong
trong co ché gy bénh cua B. pseudomallei 1a kha ning séng ky sinh ndi bao & ca té
bao thuc bao va cac dong té bao khac (Allwood et al., 2011). Kha ning ton tai noi
bao 1a dic diém dic biét gitp vi khuan 1an tron khoi hé théng mién dich cta vat chu
khi truyén bénh. B. pseudomallei sir dung hang loat cac co ché giup duy tri loi thé
séng sot trong vat chu nhu co ché trén thoat khoi endosome, di dong nho soi actin,
hinh thanh céc té bao khong 16 da nhan (multi-nucleated giant cells-MNGC), va
tron thoat ty thuc bao cua té bao chu (Adler et al., 2011; Wiersinga et al., 2018).
Ngoai ra, nho ¢6 hé gen 16n, B. pseudomallei ¢6 kha nang thich nghi cao va gay ra
nhiéu biéu hién 1am sang khac nhau tiy thudc vao mé lay nhiém. Hon nita, loai vi
khuan nay con c6 kha ning khang ty nhién véi nhiéu loai khang sinh nhu
penicillin, rifamycin, aminoglycoside, nhém quinolon, macrolid va cephalosporin
thé hé 2, 3 (Simpson et al., 1999; Schweizer et al., 2012; Khosravi et al., 2014;
Wiersinga et al., 2018). Thuc té, kha nang ton tai ndi bao va cac dic diém thich
nghi cua B. pseudomallei da giai thich cho hang loat cac biéu hién 1am sang cua
melioidosis ciing nhu dic tinh tiém an bénh, tai phat va kho diéu tri. Giai doan
tiém an bénh trén 60 nim da duoc y van thé gidi ghi nhan (Ngauy et al., 2005). Su
kich hoat trang thai nhiém bénh tiém an thudong do suy gidm hé thong mién dich
clia vat chu va c6 thé dan téi nhidém trung cap tinh, ti cdp tinh va tir vong. Hién
tugng tai phat bénh sau diéu tri 1a twong dbi phd bién ¢ bénh nhan melioidosis
(Maharjan et al., 2005).

1.1.3.2. Péc diém lam sang melioidosis

B. pseudomallei 1a cin nguyén nhiém tring melioidosis - bénh gip ca trén
nguoi va nhiéu loai dong vat. Melioidosis dugc ghi nhan lan dau tién & Rangoon,

Myanmar nam 1912 boi A. Whitmore va C. S. Krishnaswami (Whitmore and
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Krishnaswami, 1912). Bénh dugc Thomas Stanton va William Fletcher dat tén la
melioidosis vao nim 1921. Melioidosis c¢6 ngudn gbc tir tiéng Hy Lap c6 nghia la
“giéng bénh glander” - glander 13 bénh truyén nhiém ¢ ngwa do vi khuan B. mallei
gay ra (Stanton and Fletcher, 1921). Cac con duong liy truyén chinh cua
melioidosis 1a (i) qua tiép xuc truc tiép vét tray xudc da voi dat hodc nude nhidm
khuan; (ii) qua hit phai cac hat bui hodc hat khi dung c6 chira vi khuan; (iii) qua
duong tiéu hoa khi dn udng phai thue pham/nude nhiém khuan. Melioidosis 14 bénh
truyén nhiém cap tinh nguy hiém gy tir vong cao va nhanh (trong vong 48 gio nhap
vién) néu bénh nhan khéng duoc chan doan sém va diéu tri kip thoi dung khang
sinh (Wiersinga et al., 2012).

Biéu hién 1am sang ctia melioidosis v6 cung da dang, tir nhiém tring huyét
cap tinh dén bénh 1y man tinh, nhiém tring tiém an c6 thé khoi phat sau nhiéu thap
ky phoi nhiém (Maharjan et al., 2005). Do vay, melioidosis ciing duwoc goi v&i thuét
ngit “the great mimicker” nham 4m chi mot bénh c¢6 triéu ching 1am sang khong
dién hinh va thudng bi nham 1an v6i cac bénh truyén nhiém khac nhu lao phoi hoic
s6t thuong han (Vidyalakshmi et al., 2008). Ty 1& tir vong do melioidosis dao dong
tir 30-70%, tuy thudc vao diéu kién y té & ting qudc gia va bénh nhan c6 bi nhiém
trung huyét hay khong (Vidyalakshmi et al., 2008; Puthucheary et al., 2009).

Vi khuan B. pseudomallei c¢6 thé tin cong nhiéu co quan va giy cac triéu
chtig viém phoi, ap-xe gan, ap-xe lach, viém tim, viém tuyén tién liét, viém mang
ndo v.v... Trong d6, phdi 1 co quan bi anh hudng phd bién nhét, cac biéu hién nhu
ho va sbt do ap-xe phdi, hodc viém phdi lan truyén thit phat dén nhiém trang huyét
(Puthucheary et al.,2009). Theo béo céo cua Cheng va cs (2005), trong sd cac ca
nhiém melioidosis, hdu hét cac bénh nhan c6 biéu hién nhiém tring huyét va viém
phéi (Cheng et al., 2005). Ngoai ra, mot sb triéu ching 1am sang ¢ thé khac nhau
giita cac khu vuc, nhu viém tuyén nudc bot mang tai thuong chiém khoang 40%
trong s6 bénh nhan nhi tai Thai Lan nhung rat hiém gap tai Uc; viém duodng tiét
niéu thuong gap & cac bénh nhan nam tai Uc (19%); hay mot s6 ca tai Uc co biéu

hién viém mang ndo (4%). Ty 1€ bénh nhan melioidosis bi ap-Xe gan va ap-xe lach &
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Thai Lan cao hon & Uc. Mot s6 bénh nhén ¢6 cac biéu hién khac nhu viém khép,
viém tuy xuong, viém tim, viém phic mac ciing da dugc ghi nhan (Malczewski et
al., 2005; Vidyalakshmi et al., 2008). Bén canh d6, mung mu vét thuong ngoai da
cling thuong gap trén nhirng bénh nhan melioidosis (Achappa et al., 2016).

Yéu t6 nguy co phd bién nhét cia melioidosis 1a bénh tiéu duong, khoang
23-60% bénh nhan melioidosis trén toan thé giéi mic tiéu duong
(Limmathurotsakul et al., 2010; Currie et al., 2015). Nguoi mic tiéu duong cd nguy
co nhiém melioidosis cao hon 12 lan cac yéu t6 nguy co khac khi so sanh twong
dong theo tudi va gidi tinh (Limmathurotsakul et al., 2010). Cac yéu t6 nguy co
khac bao gom tiép xuc véi dat hodc nude (dic biét 1a trong mua mua), gidi tinh nam
(c6 thé do nguy co tiép xuc nhiéu hon véi méi trudng), trén 45 tudi, nghién ruou,
mic bénh gan, bénh phdi man tinh, bénh than man tinh va thalassemia (Cheng et al.,
2005; Fong et al., 2015). Sir dung steroid kéo dai va thudc trc ché mién dich ciing 1a
yéu td nguy co cua nhiém trung melioidosis. Tuy nhién, trén 80% bénh nhi va gan
20% bénh nhan trudong thanh nhiém melioidosis ma khéng c6 yéu té nguy co nao
dugc ghi nhan (McLeod et al., 2015; Currie et al., 2004). Melioidosis ¢ nguoi 16n
khong c6 yéu t6 nguy co thuong xay ra ¢ nhitng ngudi da phoi nhiém véi lugng vi
khuén cao, nhu khi hit phai nu6c bé mat chira vi khuan (Lim et al., 1997). Cac hién
tugng thoi tiét bat thuong nhu mua bio va song than ciing 1a cac yéu té nguy co dan
dén nhiém tring melioidosis (Currie et al., 2003; Peacock et al., 2006). Sy lay
truyén melioidosis tir dong vat sang nguoi do tiép xtc v6i gia stic nhidm bénh 14 rat
hiém. Chi c6 3 truong hop nghi ngo 1ay nhiém theo con dudng nay dugc bao cdo &
Uc (Cheng et al., 2005).

1.1.3.3. Pdp iing mién dich véi nhiém tring melioidosis

Thoi gian qua, melioidosis va B. pseudomallei da thu hut sy chd y ngay cang
l6n cua cac nha khoa hoc trén toan thé gisi va cac nghién ciru lién quan ciing ting
1én dang ké (Vi et al., 2019). Tuy nhién, nhiing hiéu biét vé co ché sinh bénh ciing
nhu dap ¢ng mién dich cua vat chi van con nhiéu han ché (Currie et al., 2015). Yi

va cs (2019) da thyc hién md hinh gay nhiém melioidosis trén dong vat (trén dé)
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qua con dudng hd hap din dén nhiém tring toan than nham nghién ciu phan tng
mién dich dich thé cua vat chi. Ly do dé duoc chon dé 1am mé hinh mién dich do
n6 dic diém nhiém tring gidng nguoi va loai nay thuong giap & cac vung luu hanh
bénh (Yietal., 2019).

Trong sudt qua trinh l1ay nhiém, két qua xét nghiém cho thiy dap ang mién
dich cua khéng thé IgG 16n hon nhiéu so véi IgM va luong IgG gia ting rd rét khi
bénh tién trién. Khang thé IgG ting tir ndng d6 trung binh 11.348 pg/ml vao ngay
thit 7 dén 26.666 pg/ml vao ngay 14 va dat t6i da 35.088 pg/ml vao ngay 21. Trong
khi d6, lugng khang thé IgM chi bang 1/4 dén 1/2 so véi khang thé 1gG vao ca ba
thoi diém ngay lay nhiém thtr 7, 14 va 21. Dac biét, lugng IgM hau nhu khong doi ¢
moi thoi diém lay nhidm. Té4c gia danh gi4 viéc phoi nhiém véi B. pseudomallei
bang khi dung di tao ra khang thé da dang va phan ng tién trién theo thoi gian gay
nhiém (Yi et al., 2019).

Phan &ng mién dich voi cac protein chaperone (GroEL, EF-Tu va DnaK)
duoc ghi nhan ¢ nhiém trung giai doan dau (ngay thir 7), 3 loai protein nay duoc
phat hién trong tat ca cac mau huyét thanh sau khi nhiém tring, dic biét 1a GroEL.
Bay khang nguyén gay phan ang mién dich thuong gip (PDHD, TPX, AhpC2, Eno,
GroEL, CPS va OPS A) di duoc chon dé phan tich sau hon bang ELISA nham danh
gia luong khang thé tao ra ¢ ting giai doan nhiém tring. Két qua cho thay ham
luong 1gG khang lai 4 loai khang nguyén (PDHD, AhpC2, Eno va CPS) duoc phat
hién vao ngay thar 14 dao dong tir 110-133 pg/ml, trong khi TPX va OPS A 1a 48,9
Hg/ml. Riéng IgG khang GroEL dat ham lugng 330 pg/ml vao ngay thur 7 va 5.579
ng/ml vao ngay thir 21. Trong khi d6, IgM ting chi yéu tir ngay 14 véi CPS 1a 28
ug/ml, véi GroEL la 65 pg/ml. Ba khang nguyén cdé mace d6 dac hiéu khang nguyén
cao véi khang thé 1gG so véi IgM & ngay 21 1a AhpC2, Eno va GroEL. Nguoc lai,
cac khang nguyén PDHD, TPX, CPS va OPS A vao ngay 21 di tao ra nong do IgM
dic hiéu khé cao so véi khang thé 1gG.

Do GroEL c6 phan (g mién dich cao nhat véi ca IgM va IgG nén nghién

ctru da so sanh tirng khang nguyén véi GroEL va két qua cho thay khang nguyén
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GroEL sbc nhiét tao ra phan wng mién dich manh nhit so véi 6 loai khang nguyén
con lai, dac biét véi 19gG. Hién twong nay cé thé do trude do6 dé da tiép xlc véi
protein GroEL & trong céc vi khuan gram am khéac c6 trinh tu acid amin bao thu
tuong tu GroEL cua B. pseudomallei. Déi voi dap tng mién dich khang thé IgM
cua dé, ba loai khang nguyén CPS, GroEL va OPS A cho phan (ng manh nhit vao
ngay thi 7, cdc khang nguyén con lai c6 mirc @ phan tng tuong tu nhau. Tuy
nhién, vao ngay 14, mac do dap ttng mién dich khang nguyén IgM cua ca 7 khang
nguyén 1a twong ddi giéng nhau. Nhung dén ngay thir 21, CPS cho phan wng khang
thé IgM cua dé cao nhat so véi cac khang nguyén khac (Yi et al., 2019).

Trén ngudi, Pumpuang va cs (2017) da dua ra nhitng bang chiimg vé su dap
tmg mién dich v&i khang nguyén Hepl & cdc bénh nhan melioidosis trong giai doan
som cla qua trinh nhiém tring (Pumpuang et al., 2017). Phan 16n bénh nhan
melioidosis ngay sau khi nhap vién di san sinh mot luong dang ké khang thé khang
lai Hepl. Cac bénh nhan melioidosis phuc hoi tiép tuc duoc theo doi. Sau khoang
12-52 tuan ké tir ngay nhap vién, lugng khang thé dic hiéu véi Hepl trong huyét
thanh nhitng bénh nhan melioidosis ndy van ¢ mirc cao hon dang ké so voi ngudi
khong nhiém melioidosis, mic di né ¢6 xu huéng giam dan theo thoi gian. Trong
khoang 12 tuan dau ké tir lac nhap vién, 50,5% bénh nhan melioidosis c6 lugng
khang thé dic hiéu v6i Hepl khong thay d6i va khoang 19,4% bénh nhén c6 luong
khang thé khang lai Hepl ting hon so véi tai thoi diém mdi nhap vién. Pang cha ¥
1a nhitng bénh nhan melioidosis bi tiéu dudng cd luong khang thé dic hiu véi
Hepl cao hon va khac biét c6 ¥ nghia thong ké so v6i bénh nhan melioidosis khong
bi tiéu dudng. Vi vay, nghién ctru di danh gia xét nghiém huyét thanh sir dung véi
khang nguyén Hcepl 1a xét nghiém c6 do chinh xac cao (Pumpuang et al., 2017).

Tuy nhién, theo Phokrai va cs (2018) do chinh xac ctia xét nghiém mién dich
sir dung khang nguyén Hcpl trong xét nghiém melioidosis théng ké khoang 10%
bénh nhan duong tinh v6i melioidosis (d3 duwoc khang dinh bang nudi cdy) nhung
khong tao khang thé khang dic hiéu véi Hepl (Phokrai et al., 2018). Cac gia thuyét

dugc dua ra dé giai thich cho hién twong nay 1a (1) do tinh trang suy giam mién dich
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& mot sd bénh nhan, hodc (2) thoi gian 14y miu xét nghiém huyét thanh ké tir khi
khoi phat bénh 1a qua ngan nén khang thé IgG dic hiéu Hepl chua tao thanh
(Pumpuang et al., 2019). Do vy, viéc lip lai xét nghiém ELISA & céc thoi diém
khac nhau, két hop v6i danh gia tién sir va tién trién ctia bénh nhan, dong thoi sir
dung thém céc chan doan khac cin dugc can nhic thuc hién.

1.1.4. Phan bd vi khuén B. pseudomallei va ca nhiém melioidosis

1.1.4.1. Phén bé vi khuan B. pseudomallei ngoai mdi truong

Loai vi khuan B. pseudomallei séng hoai sinh trong méi truong dat va nudc
& cac ving nhiét doi va can nhiét d6i nhue Pong Nam va Nam A, Bic Uc, phia tay
tiéu vung Sahara chau Phi va Nam My (Limmathurotsakul et al., 2016). Bang
chtng thyc nghiém dau tién vé ban chét hoai sinh cua B. pseudomallei va moi
truong song cia nd da duoc Vaucel ching minh tai Viét Nam viao nam 1937
(Vaucel, 1937). Ong quan sat thay nhitng nguoi bi nhiém tring melioidosis sau tai
nan giao thong hodc ngdm minh 1au trong nudc ao hd hodc c6 vét thuong bi nhiém
bun. Pé kiém tra gia thuyét B. pseudomallei ton tai trong moi trudng, Vaucel nhan
chim phan bung bi trdy xudc cta chudt lang vao nudc ao iy tai Hai Duong. Nam
ngay sau, con chudt nhiém bénh va B. pseudomallei di dugc phan 1ap tir mu gan, 14
lach va cac vi tri khac bang moi truong thach ¢ diéu kién nudi ciy vo trung (Vaucel,
1937; Trung et al., 2018).

Vi khuan B. pseudomallei ¢é dic tinh thich nghi cao v6i cac diéu kién bat
lgi. N6 c6 kha nang ton tai toi 17 nim trong nudc cAt hodc 2 nam trong dat co6 do
am trén 40% (Thomas and Forbes-Faulkner, 1981; Tong et al., 1996). Su ton tai cua
vi khudn ngoai méi trudng ty nhién phu thude vao nhiéu yéu td, trong do, 46 am,
pH, thanh phan dinh dudng cua dat, loai dat va dic diém canh tic 1a cac yéu t6
thuong duoc quan tim nghién ctru (Chen et al., 2003; Kaestli et al., 2009; Suebrasri
et al., 2013; Baker et al., 2015; Hantrakun et al., 2016).

Trong dat, vi khuan thuong phan b6 & d6 sau 30 cm, pH hoi acid, do am trén
10%, chi s COD va ham lugng chit hitu co cao (Palasatien et al., 2008). Tuy

nhién, mot nghién ciru khac cho thay vi khuan B. pseudomallei dugc bat gip nhiéu
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hon ¢ do sau 60 va 90 cm so vdi 5 va 30 cm, va viéc thu thap mau ¢ do sau 60 cm
d3 1am ting xéac sudt cac diém ldy mau dwong tinh voi B. pseudomallei tir khoang
30% 1én hon 40% (Manivanh et al., 2017). Diéu ndy chimg minh vi khuan co thé
t6n tai trong 16p dat sau hon vao mua kho va di chuyén 1én bé mit vao mua mua
(Thomas et al., 1979; Wuthiekanun et al., 1995). Wuthiekanun va cs (1995) ciing da
cong bd ty 1é phan 14p duoc vi khuan cao nhit & cac tang dt sdu nhat duoc 14y mau,
60 cm vao mua mua va 90 cm vao mua khé (Wuthiekanun et al., 1995). Cac nghién
ctru khéac ciling cho thiy tan suit bat gap B. pseudomallei ¢ 16p dat gan bé mat 1a
thip hon & tang dat sdu (Thomas et al., 1979; Wuthiekanun et al., 1995; Kao et al.,
2003; Kaestli et al., 2007). Viéc tiéu chuan hoéa do sau lay mau 1a 30 cm dya trén
cac nghién ctru dugc thuc hién tai Thai Lan (Limmathurotsakul et al., 2013.) ¢6 thé
dan dén viéc dua ra két qua am tinh gid voi cac khu vuc ¢6 miac do 6 nhiém B.
pseudomallei thip (Manivanh et al., 2017). Mot nghién ctru vé su da dang cua vi
sinh vat trong moi truong dat & do sau 188 m cho thdy Burkholderia spp. 13 mot
trong nhitng nhém vi sinh vat dugc bat gip thuong xuyén nhat (Chandler et al.,
1998). Thém vao do, sy hién dién cua B. pseudomallei trong 33% giéng khoan &
Bic Uc ciing gop phan chiing minh kha niang vi khuén ton tai & d6 sau 16n (Mayo et
al., 2011).

O vung luu hanh bénh dich melioidosis, sy hién dién ctia B. pseudomallei
thuong duoc diéu tra trong dat tréng lta (Vuddhakul., 1999; Wuthiekanun et al.,
2005). Tuy nhién, dot bung phat bénh dich melioidosis sau tham hoa séng than vao
nam 2004 tai Thai Lan di dan dén gia thuyét rang B. pseudomallei c6 thé ton tai
trong nude bién hodc trong dat/cat ving ven bién (Inglis and Sagripanti, 2006).
Theo nghién ctru cua Baker va cs (2011), ty 1& nhiém melioidosis lién quan mat
thiét dén lwong mua va cac hién twong thoi tiét khic nghiét. Chum ca bénh duoc
phat hién & ving Townsville (Uc) ¢ lién quan dén tan suat va mat d6 vi khuan B.
pseudomallei trong nudc bé mit. Sau cac con mua, vi khuan B. pseudomallei trong
dat s& bi cudn theo cac mach nudc ri ra tir ving ddi Castle lam cho tan suét bat gip

va mat do té bao vi khuan ting lén dang ké v&i 65% mau dat va 92% mau nudc
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duong tinh véi B. pseudomallei, mat d6 vi khuan trong nuée 1én téi 113 CFU/mL
(Baker et al., 2011). Ngoai ra, nhiéu nha khoa hoc di cong b c6 it nhét 4 dot bung
phat dich melioidosis & Uc lién quan dén viée nguén nuéce sinh hoat bi nhiém B.
pseudomallei do khong duoc xir 1y chlorine hodc do hé théng khir tring nudc bi
hong (Currie et al., 2001; Inglis et al., 2011; Mayo et al., 2011; McRobb et al.,
2013; McRobb et al., 2015). B. pseudomallei c6 mit trong ngudn nuée sinh hoat 13
thong tin gitip tu van cho viéc xay dung tiéu chuin cho hé thong cip nudc va hudng
dan thuc hién céc bién phap y té phong chéng nham giam ty 1¢ nhiém melioidosis &
cac vung dich bénh.

Nam 2016, Limmathurotsakul va cs da cong bd ban db du doan su hién dién
cua B. pseudomallei ngoai moi treong va wde tinh hang nam c6 khoang 165.00 ca
nhiém va 89.000 ca tir vong do melioidosis trén toan thé gidi. Co so dir liéu toan cau
da duoc thu thap, bao gém 22.338 hd so dinh vi dia ly vé cac ca nhi®ém melioidosis &
nguoi va dong vat, cling nhu sy hién dién cua B. pseudomallei ngoai moi truong
trong cac bao cao duoc cong bd tir nam 1910-2014. Nghién ctru di du doan B.
pseudomallei c6 mit & khip cac vung nhiét d6i (Hinh 1.4). Cac viing c6 nguy co cao
nhat 1a Pong Nam va Nam A, nhiét dé6i Uc, Tay can Sahara, chau Phi va Nam M§J.
Céc vung nguy co ¢6 quy mo khac nhau ciing dugc bao cao ¢ Trung My, Nam Phi va
Trung Pong. Nghién ctru cling chi ra rﬁng lugng mua va nhiét do cao, cac loai dat
anthrosol (dat nhan tac) va acrisol (dat dé vang) c6 lién quan chat ché dén sy hién
dién cta B. pseudomallei. Anthrosol 1a mot loai dat da bi bién do6i sau sic boi cac
hoat dong ctia con ngudi, dac biét 1a bai ndong nghiép duoce tudi tiéu, va acrisol 1a loai
dat giau dat sét & ving khi hau nhiét déi. Limmathurotsakul va cs ciing nhan thay
lwong mudi va ty 1& cat/sdi cao co lién quan dén sy hién dién cua B. pseudomallei

(Limmathurotsakul et al., 2016).
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Hinh 1.4. Dy do4n vé tinh phtt hgp méi truong d6i véi sur ton tai ciia B. pseudomallei. Cac
khu vuc phu hop cao dugc thé hién bang mau dé va cac khu vuc phu hop thap c6 mau
xanh luc (Limmathurotsakul et al., 2016)

1.1.4.2. Phdn bé ca nhiém melioidosis

Vi khuan B. pseudomallei chu yéu ton tai & vi tri dia 1y giira 20 vi d6 Bic va
20 vi @6 Nam (Currie et al., 2008). Ngoai Pong Nam A va Bic Uc duoc cong nhan
la cac vung luu hanh melioidosis cao, thi nhiéu khu vuc khac cling da dugc chiung
minh 1a vung luu hanh cua bénh (Limmathurotsakul et al., 2016). Cac khu vuc nay
bao gém phé“m 16n tiéu lyc dia An PO, mién nam Trung Quéc, Héng Kong, Dai
Loan (Currie et al., 2008), chau Phi, mot s6 qudc gia Trung Pong (Steinmetz et al.,
2018), Trung va Nam MV (Rolim et al., 2018).

Melioidosis dugc mé ta 1an dau tién vao nam 1912 tai Myanmar, sau d6 bénh
lan luot dugc phat hién tai cac qudc gia khac nhu Malaysia (ndm 1913), Singapore
(nam 1920), Viét Nam (nim 1925) va Indonesia (ndm 1929). Tuy nhién, dén nim
1949 melioidosis méi dugc phat hién tai Uc, va nam 1955 & Thai Lan, mic du day
13 hai quéc gia luu hanh bénh véi ty 16 nhiém cao nhét thé gigi. Cho dén nay, Thai
Lan 14 quc gia c6 sb ca nhiém melioidosis 16n nhit v6i udc tinh khoang 2.000 dén
3.000 ca melioidosis mdi nam, va hau hét duoc ghi nhan tr cac tinh Pong Bic
(Currie et al., 2015). Ngoai ra, melioidosis con dugc phat hién tai Brunei (nam
1999), Lao (nam 2001) va Campuchia (nam 2008) (Currie et al., 2015). Vao nhiing
nam 1970, Trung Qudc di phat hién vi khuan B. pseudomallei trong dat, nuéc va

cac ca nhiém melioidosis trén nguoi va vat nudi & ddo Hai Nam va Quang Dong.
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Dai Loan va Hong Kong ciing ghi nhan nhiéu ca nhiém melioidosis, dic biét sau
cac tran bio (Ko et al., 2007; Zheng et al., 2019; Zhu et al., 2020). Trudng hop dau
tién nhiém melioidosis dd dugc bao cao tir Han Quéc 14 trén mot bénh nhan cé thé
d3 ting tiép xuc véi vi khuan khi 1am viéc tai Indonesia (Lee et a., 2005). Trong khi
d6 chua c6 ca nhidm melioidosis ndo dwgc cong bd & Triéu Tién.

Trong s6 cac qudc gia Nam A, Bangladesh va Sri Lanka duoc coi 1a ving
dich t& cia melioidosis (Mohapatra and Mishra, 2022). Ca nhiém melioidosis dau
tién dugc phat hién ¢ Sri Lanka vao nam 1927 (Mukhopadhyay et al., 2018). Bén
canh d6, mot sb ca bénh da duoc ghi nhan tr Nepal, va mot sb truong hop nhiém
melioidosis sau khi tré' vé tir Pakistan (Mohapatra and Mishra, 2022). Nam 1953,
An Do cong bd ca melioidosis dau tién 14 mot cong nhan nguoi Scotland, nhung
phai dén nim 1991 quéc gia ndy mdi ghi nhan ca nhiém melioidosis trén nguoi An
ban dia. Trong khi d6, Bhutan va Afghanistan chua x4c dinh duoc ca nhiém
melioidosis nao mdc du nghién ctru diéu tra da du doan bénh c6 kha nang luu hanh
& cac qudc gia nay (Limmathurotsakul et al., 2016). Viéc khong phat hién duoc ca
bénh c6 thé do sy han ché trong xét nghi¢m chian dodn vi sinh tai day
(Mukhopadhyay et al., 2018).

Niam 1950, tai Bic MY, ca nhiém melioidosis dau tién duoc ghi nhan trén
mot binh si Hoa Ky. Nguoi nay khong co lich sir di chuyén dén vung dich hoic
ngoai lanh thd Hoa Ky. Pén nam 1970, ca nhiém melioidosis thir hai tai Hoa Ky Ia
mot tré so sinh ¢6 cha ting tham chién tai Viét Nam, nhung chua timg tiép xtc véi
tré. Ké tir d6, c6 thém 3 trudong hop nguodi My ban dia nhiém melioidosis dwgc ghi
nhan tir ndm 2010-2013 tai California, Arizona va Ohio. Tat ca cac bénh nhan ké
trén déu khong c6 lich sir di chuyén toi ving dich va khong phat hién dugc ngudn
lay. Vi vy, mot s6 chuyén gia di dua ra nhan dinh vé kha ning melioidosis c¢6 thé
1a bénh truyén nhiém moi ndi & qubc gia ndy (Stewart et al., 2011; Doker et al.,
2014). Trong khi d6, tai Trung My, melioidosis d duoc ghi nhan ¢ nhiéu qubc gia
va dao gdm Panama (1945), Mexico (1958), El Salvador (1981), Costa Rica (1998),
Honduras (2005), Guatemala (2012) va cac ddo thugc vung Caribe nhu Puerto Rico
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(1982) hoac Dominica (Sanchez-Villamil and Torres, 2018). Tuwong tu, tai Nam My,
truong hop nhiém melioidosis dau tién dugc bao cdo nim 1964 & Ecuador
(Biegeleisen et al., 1964). Hon 15 nim sau, mot s6 nghién ctu coéng bd B.
pseudomallei dugc phan 1ap tir dat tai Brazil va Peru (Galimand and Dodin, 1982;
Dance, 1991). Ké tir nhitng ca melioidosis dau tién dugc ghi nhan, tir nim 1990, cac
quéc gia gdbm Venezuela, Colombia, Brazil va Peru lan luot cong bd ca nhiém
melioidosis (Rolim et al., 2018). Dua trén phan tich di truyén cua cac chung B.
pseudomallei phan lap tir Ecuador, Venezuela va Brazil, cac nha khoa hoc cho rang
cac ching B. pseudomallei & Trung va Nam My c6 thé c6 ngudn gbe tir chau Phi va
dugc du nhap théng qua thudc dia hda va budn ban no 1€ vao nhirng nam 1650-1850
(Chewapreecha et al., 2017).

Tai chau Phi, dich t& hoc ctia melioidosis van chua dugc biét chinh xac mic
du trude ddy cin bénh nay da dugc bao cao & mot sé qudc gia. Nguyén nhan do sy
thiéu thon vé trang thiét bi tai cac phong xét nghiém chan doan vi sinh & cac qubc
gia nay. Thyc té, diéu kién tu nhién & chau Phi thich hop cho su ton tai cia B.
pseudomallei (Limmathurotsakul et al., 2016). C6 24 qubc gia chau Phi va 3 quéc
gia & Trung Pong d3 dugce du doan 1a noi lvu hanh bénh, nhung chua c6 ca nhiém
melioidosis nao dugc bao cdo (Steinmetz et al., 2018).

Melioidosis da dugc ghi nhan tai chdu Au trén nhitng bénh nhan ting di qua
ving dich & cac nudc chau A (66 ca), chau Phi (7 ca), chau My (4 ca) va chau Uc (2
ca). Tt ca bénh nhan déu co lich sir du lich va luu tri tai ving dich trong khoang
mot thang va phat bénh sau khi tré vé& chau Au mot thang. Trong sb cac ca bénh
dugc phat hién, c6 41 ca da tung di du lich dén Thai Lan, chi c6 7 ca dén Viét Nam
va Campuchia. Mac du chua ghi nhan duogc ca nhiém melioidosis c6 nguén lay tai
chau Au nhung nghién ctru cho rang melioidosis c¢6 thé tré thanh van dé sirc khoe
cong ddng nghiém trong va can dugc xem xét vé cac khia canh nhu ty 16 nhiém gia
tang, nang luc chan doan han ché, kho khan trong diéu tri, ty 1€ tir vong cao va Cac

nguy co sinh hoc khac (Le Tohic et al., 2019).
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1.1.4.3. Moi twong quan gitka cdc bién ching B. pseudomallei va biéu hién
Iam sang melioidosis

Melioidosis c6 biéu hién 1am sang rat da dang va khong dién hinh, trong dé
viém phdi va nhidm trung huyét ning 1a biéu hién nghiém trong nhit dwoc ghi nhan
(Cheng et al., 2004). Nhiéu nghién ctru da cong bd biéu hién 1am sang bénh c6 lién
quan dén khu vuc luu hanh bénh. Cu thé, nhiém tring melioidosis véi cac biéu hién
viém duong sinh duc tiét niéu, dic biét 1a viém tién liét tuyén, va viém ndo tay
thuong gap ¢ cac bénh nhan & Bic Uc; trong khi d6 ap-xe tuyén mang tai va viém
gan, lach thuong dugc mo ta ¢ cac bénh nhan Thai Lan (Currie et al., 2000; White
et al., 1994; Dance, 2004). Sarovich va cs (2014) da chitng minh sy khac nhau trong
biéu hién 1am sang bénh co lién quan dén su hoat dong cac gen nhat dinh cua vi
khuan B. pseudomallei, dic biét phai ké dén gen bimABm lién quan dén melioidosis
trén hé than kinh (Sarovich et al., 2014). Tuy nhién, cho dén nay cac minh chiing vé
su da dang c&c biéu hién 1am sang ciing nhu két qua diéu tri cua bénh nhan
melioidosis van chwa dugc biét rd, nhiéu gia thuyét cho rang dac diém vat chua, bién
chang vi khuan va méi truong 1a cac yéu té quyét dinh (Cheng et al., 2004).

Théng qua cac nghién ctu vé dich t& hoc phan ti, su da dang cac bién chiang
va su phan b caa vi khuan B. pseudomallei duoc lam rd (Currie et al., 2008).
Trong nghién ctu vé dich t& hoc phan ti, cac ki thuat thuong dugc sir dung gom
dién di xung trueong (pulsed-field gel electrophoresis-PFGE) (Azura et al., 2011),
khuéch dai da hinh ngiu nhién (random amplification of polymorphic RAPD)
(Norton et al., 1998), ribotyping (Pitt et al., 2000) va giai trinh tu toan hé gen (Price
et al., 2015). Trong d6, k¥ thuat phén tich da hinh trinh tu c&c kiéu gen (Multi-locus
sequence typing - MLST) 1a mét cach tiép can phan tir khac giup don gian hoa viéc
trao doi két qua phan tich da dang di truyén giira cac 1an thi nghiém trong cting mot
phong thi nghiém va gita cac phong thi nghiém trén toan thé gi¢i (Maiden et al.,
1998). MLST c6 kha ning phan tach cac bién chung B. pseudomallei véi d6 chinh
xac tuong duong vai ky thuat PFGE (Godoy et al., 2003; Cheng et al., 2004).

Co so dir lisu MLST B. pseudomallei 1a ngudn tai nguyén phong phu dé

danh gid ciu trdc quan thé bo gen dua trén bay house-keeping gene
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(https://pubmist.org/bpseudomallei) (Jolley et al., 2010). Ké tir khi dir liéu MLST
B. pseudomallei dugc xdy dung vao nam 2003 (Godoy et al., 2003), da c6 6.716
chung duge luu trir hd so MLST trong co sé dit liéu tinh dén thang 6/2023. Tong
s6 2.026 kiéu trinh ty (sequence type - ST) duoc xac dinh. Trong d6, 174 ching
phan 1ap tir Viét Nam duogc cdng bd, thude 79 ST, diéu ndy cho thay su da dang vé
kiéu gen cua quan thé B. pseudomallei & nudc ta. C6 31 ST duoc coéng bd xuat
hién duy nhat ¢ Viét Nam cho dén nay va hau hét cac ST con lai ciing c6 mit & Véi
cac nudc lang giéng nhu Thai Lan hoiac Campuchia. Theo phan tich ciia Phuong
va cong su (2008), dir liéu MLST cua B. pseudomallei hién tai cho thy céc chung
Viét Nam chu yéu c6 tinh chat tao cum véi cac ST caa cac quoc gia chau A cha
khéng phai cac ST tir Uc (Phuong&Trung et al., 2008; Trung et al., 2018).

Viéc phan biét cac bién chung B. pseudomallei bang hd so MLST rat hitu ich
trong viéc phét hién cac ST trong cac quan thé cu thé (Zueter et al., 2015), du doan
su phan b cac ST cua vi khuan trong mot khu vuce dia Iy nhét dinh (Wuthiekanun
et al., 2009), theo ddi nguon phat sinh bénh melioidosis trong cac dot bing phat
(Inglis et al., 2000), xac dinh nguyén nhan tai phat bénh 1a do ST cii hay nhiém ST
khac (Maharjan et al., 2005) va dénh gia mdi lién quan gira ST va tinh trang bénh
nhan, két qua diéu tri (Zueter et al., 2018; Cheng et al., 2004). Cho dén nay, nhiéu
nha khoa hoc di nghién ctu vé mai lién quan gitra ST véi két qua diéu tri ca bénh
meliodiosis, tuy nhién tat ca cac nghién ciru déu dua ra két luan két qua diéu tri phu
thudc vao dic diém thé trang ngudi bénh va yéu té méi trudong chir khéng do bién
chang quyét dinh (Cheng et al., 2004; Zueter et al., 2015; Kamthan et al., 2018).

1.2. NGHIEN CUU VE B. pseudomallei VA MELIOIDOSIS TAI VIET NAM

1.2.1. Nghién ciru vé B. pseudomallei

Bang ching dau tién vé kha ning séng hoai sinh ngoai méi trudng ty nhién
cua B. pseudomallei da duoc Vaucel chung minh tai Vié¢t Nam vao nam 1937
(Vaucel, 1937). Khoang 20 niam sau, vao ndm 1955, Chambon da phan 1ap truc tiép
7 chung B. pseudomallei tir 5 mau méi truong (bun ao, nudc ao va nudc rudng lta)

tai mién Nam Viét Nam (Chambon, 1955). Nam 1961, Luong va Kim ciing dua
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thém bang ching vé sy ton tai cua B. pseudomallei trong méi trudng ti nhién, véi 2
chung dugc phan 1ap tir nude rudng rau mudng (Luong and Kim, 1961).

Sau ngdy giai phong, mot sd nghién ciru di dugc thyc hién véi mau dat
rudng lua, B. pseudomallei dugc phan lap tir 4/240 mau dit, va 1/190 mau nudc bé
mat thu thap trong rudng la tai 4 xa ngoai thanh Ha N¢i (Van Phung et al., 1993).
Tai mién Nam, mot nghién ctru khéc ciing phan 1ap duogc vi khudn B. pseudomallei
tir 9/137 méiu dit rudng lta & ngoai thanh thanh phé H5 Chi Minh (Tp HCM) tir
nam 1992-1998 (Parry et al., 1999). Ty 18 phat hién B. pseudomallei thap trong cac
nghién ctru nGi trén co thé do quy trinh nudi cay B. pseudomallei tir mau moi trudng
tai thoi diém d6 c6 do nhay thap (Gohler et al., 2017).

Niam 2014-2017, dé tai khoa hoc “Thiét 1ap mang ludi Qubc gia vé nghién
ctru, chan doan va diéu tri bénh melioidosis tai Viét Nam” (RENOMAB) do PGS.
TS. Poan Mai Phuong va TS. Trinh Thanh Trung cung cac cong su thuc hi¢n. Song
song voi diéu tra ca bénh, nghién ctu da thu 4.030 mau dat tai 403 diém tai dong
bang Bic Bo, bic Trung Bo va dong bang Nam Bo. Dya trén 2 buéc ki thuat (1)
lam giau bang méi truong chon loc TBSS-C50 (Limmathurotsakul et al., 2013) va
(2) real-time PCR TTSS1 (Novak et al., 2006; Trung et al., 2011), nghién ctru da
xac dinh duoc cac diém duong tinh vai vi khuan B. pseudomallei va di 1ap duoc
ban d6 phan bd & cac khu vuc ldy miu. Cu thé, nghién ctu di phat hién 567
(14,1%) mau & 114 (28,3%) diém duong tinh véi B. pseudomallei; trong d6 tai dong
bang Bic Bo phat hién duoc 47 (4,7%) mau & 12 (12%) diém duong tinh, tai bic
Trung Bo phat hién dugc 342 (18,6%) mau & 63 (34,2%) diém duong tinh, tai dong
bang Nam Bo phat hién dugc 178 (15%) mau ¢ 39 (32,8%) diém duong tinh.

Mot nghién ciru du doan vé phan bd cua B. pseudomallei trén toan thé giéi
cho thdy tinh chat ty nhién cta dat trén phan 16n linh thé Viét Nam phu hop cho
loai vi khudn nay (Limmathurotsakul et al., 2016), ngoai trir mot s6 khu vuc & ving
nui gan bién giéi Lao va Trung Qudc, dic biét 1a ving Tay Bic, mot sd ving & Tay
Nguyén va vung ha luu duyén hai Nam Trung B¢. Vai trd quan trong cua céc
nghién ciru diéu tra moi trudng & Viét Nam 1a vira kiém tra tinh sat thyc ctia nhimng

du doan nay, vira khao sat cac yéu t6 moi truong thich hop cho B. pseudomallei.
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Viét Nam c¢6 su da dang vé diéu kién ty nhién tir rung mua nhiét doi dén rung kho,
dong co ty nhién va dat nong nghiép nhu canh dong lua dén cac sinh canh dat ngap
nudc bao gdm song hd va ven bién. Pén nay, ngoai mot sd it cac nghién ciru didu
tra vi khudn trong dit va nude rudng lua, chua c6 nghién ctru nao danh gia tinh phu
hop v6i méi trudng ty nhién cho su sinh trudng cua B. pseudomallei. V& khi hau,
Viét Nam c6 sy mé rong rat 16n theo huéng Bic - Nam, bao gdm khi hau can nhiét
d6i am & phia Béc, khi hau nhiét doi gi6 mua & mién Trung va khi hau nhiét doi
kho va 4m & phia Nam, c6 thé 13 yéu t6 anh huéng khong nho téi sy hién dién cua
B. pseudomallei trong moi trueong. Viéc xac dinh chinh xac cac khu vuc ¢6 nguy co
lay nhiém va anh huong cia moi truong dat/nude va cac yéu to khi hau dén sy hién
dién cua B. pseudomallei 14 hét sirc can thiét (Trung et al., 2018).

1.2.2. Nghién ciru diéu tra ca nhiém melioidosis

Ca nhiém melioidosis dau tién & nguoi tai Viét Nam duogc phat hién vao nam
1925 trén mot bénh nhan nt dang mang thai thang thr nam, séng tai Thua Buc, Sai
Gon (Tp HCM ngay nay). Sau 6 ngay xuét hién céc triéu chting, bénh nhéan bi sy
thai va sau 14 ngay phat bénh, bénh nhan tir vong (Pons and Advier, 1927). B.
pseudomallei duoc phan lap tir bénh pham mau tai Vién Pasteur Tp HCM va duoc
dinh danh tai Vién Nghién ctiru Y khoa, Malaysia (Stanton and Fletcher, 1927).

Cac ca nhiém melioidosis sau d6 duoc phét hién boi Menard vao nam 1928 &
Tp HCM va nam 1930 & Ha Noi (Pons, 1930). Sau d6, cac trudng hop nhiém
melioidosis dugc x4c nhan bang nudi cy, bao gdm cac truong hop lién quan dén tai
nan giao thong, da dugc cong bd & Hué va mot s6 tinh mién Bac (Vaucel, 1937).
Niam 1947, 28 ca nhiém melioidosis cap tinh, ban cap tinh va man tinh da dugc mo
ta & cac bénh vién khac nhau tai mién Nam (Alain et al., 1949). Trong sb d6, chi co
9 truong hop 1a bénh nhan Vi¢t Nam, sb con lai gém 15 bénh nhan da tréng, 2 bénh
nhan da mau, 1 bénh nhan nguoi Trung Qudc va 1 bénh nhan gbc Nam A. S6 ca tir
vong dugc béo cao 1a 19/28 bénh nhan, song két qua diéu tri khéng dugc ghi nhan ¢
tat ca bénh nhan. Ttr ndm 1951-1953, 5 trudng hop viém phdi do melioidosis da
duoc chin doan tai cac bénh vién & mién Nam Viét Nam va & Phép. TAt ca cac

truong hop nay déu 1a cong dan Phap timg cu tri hodc doéng quan tai cac khu vuc
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Viét Nam, Lao va Campuchia (Duroux, 1965). M6t trudng hop viém phdi man tinh
do melioidosis cling dugc mo td & mot nguoi linh bi thuong ¢ nguc do tring dan &
Viét Nam (Guillermand et al., 1964). Tir nim 1948-1954, khoang 100 ca nhiém
melioidosis di dugc bao céo trong sb 400.000 quan Phap dong tai Viét Nam, Lao va
Campuchia (Sanford, 1978). Nam 1956, mét truong hop ti vong do melioidosis
nhiém tring huyét duoc chan doan & mot nguoi linh ciia quan doi mién Nam Viét
Nam 40 tu6i nhap bénh vién Cong Hoa (Stein et al., 1958).

bang cha y 1a vao nam 1967, Duong Hoang Mo va Tran Hiep Cuong da dua
ra nhan dinh melioidosis rat c6 thé bi chan doan sai & cac bénh vién mién Nam Viét
Nam va d3 c6 nhiing ca nhiém melioidosis bi chan doan thanh bénh lao hodc nhiém
nam lan téa (Duong Hong Mo and Tran Hiep Cuong, 1967). Khi quan d6i Hoa Ky
vao Viét Nam, melioidosis bat ddu dugc phat hién & cac quin nhan Hoa Ky.
Diamond va Pastore (1967) cong bb cho dén thang 2 nim 1967, 35 truong hop quan
nhan Hoa Ky dong quan & Pong Nam A dugc chan doan nhiém melioidosis, trong
dé co 8 truong hop tor vong (Diamond and Pastore, 1967). Nhitng bénh nhan nay
duoc chin doan tai cac bénh vién hién dai cia Viét Nam Cong hoa hoac Hoa Ky,
noi c6 cac phong xét nghiém vi sinh khé tot dé chan doan melioidosis cling nhu céc
bénh truyén nhiém khac.

Trong nim 1966, mot chim ca bénh gébm 9 trudng hop nhiém melioidosis
phdi & quan nhan Hoa Ky di duoc mé ta (Spotnitz et al., 1967). Ngoai ra, 9 truong
hop quan nhan Hoa Ky khac nhiém melioidosis, trong d6 c6 bdn trudng hop tir
vong, dugc chan doan tai Long Binh, Viét Nam (nay 1a tinh Pong Nai) (Weber et
al., 1969). Sau d6 ngay cang nhiéu truong hop quan nhdn Hoa Ky nhiém
melioidosis dugc bdo cdo, nén nhiém tring melioidosis tr¢ thanh mét trong 6 bénh
truyén nhiém nhiét di chinh ma cac bac s Hoa Ky dé chi sd nghi ngd cao & nhiing
ngudi linh bi sdt tré vé tir Viét Nam (Deller, 1969). Tir thang 4/1965-12/1969, 187
truong hop nhiém melioidosis voi 13 ca tir vong da dugc bao céo trong cic quan
nhan Hoa Ky déng tai Viét Nam. Cho dén khi Hoa Ky rit quan khoi Viét Nam véao
nam 1972, khoang 2-3 trudng hop nhidém melioidosis da duoc phat hién trong sd
c4c quan nhan Hoa Ky bang phuong phap nudi ciy mdi thang (Sanford and Moore,
1971; Everett and Nelson, 1975; Sanford, 1978).
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Xét nghiém THA cho thay 8,9% huyét thanh cila cic ciru quan nhan Hoa Ky
tung dong quan tai Viét Nam co6 hiéu gia tir 1:40 trd 1én (Clayton et al., 1973). Dua
trén dir liéu nay, Clayton va cs (1973) di udc tinh rang khoang 250.000 trong s 3
triéu quin nhan Hoa Ky di bi nhiém B. pseudomallei khi phuc vu tai chién truong
Viét Nam (Clayton et al., 1973; Morrison et al., 1988). Mac du nhitng udc tinh nay
c6 thé chua chinh xac do han ché vé do nhay va dac hi¢u cua xét nghiém [HA,
nhung nghién ciru da chi ra 6 nhiém trung B. pseudomallei tiém an trong sb nhing
quan nhan trg vé tir Viét Nam. Thuc té nhiéu bang ching cho thay nhiém tring tiém
an va tai nhiém vé&i vi khuan B. pseudomallei c6 thé van xdy ra sau nhiéu nim
(Koponen et al., 1991), din dén biét danh cho melioidosis 14 “Qua bom hen gid Viét
Nam”. Kha ning lay truyén tr nguoi sang ngudi qua quan hé tinh duc di dugc dé
Xuat & nguoi vo bi nhiém melioidosis ¢6 chong 13 mot cyu quan nhan Hoa Ky trd vé
tir Viét Nam bi viém tuyén tién liét do nhiém B. pseudomallei (McCormick et al.,
1975). Melioidosis ciing dugc chan doan & tré so sinh c6 bd ting phuc vu tai Viét
Nam mic du con dudng 1y nhiém van chua rd rang (Osteraas et al., 1971). Mic du
s6 luong 16n cac trudng hop nhidm melioidosis lién quan dén Viét Nam trong thoi
gian nay dugc cong bd, nhung rét it thong tin vé can bénh nay dugc bao céo trén
nguoi Viét ban dia (Bang 1.2).

Bang 1.2. S6 lugng nguoi Viét Nam ban dia nhiém melioidosis va két qua diéu tri duoc

cong b trén cac tap chi y khoa (Trung et al., 2018)

Nim cong S0 lwong So ca khéi So ca S6 ca khong c6

) A A o , " . TLTK
bo bénh nhin  bénh ti vong thong tin
1926 1 0 1 0 Pons and Advier, 1927
1949 9 5 0 4 Alain et al., 1949
1958 1 0 1 0 Stein et al., 1958
Duong Hong Mo and
1967 1 1 0 0

Tran Hiep Cuong, 1967

1995 7 1 6 0 Van Phung et al., 1995

Worthington and

1990 1 1 0 0

McEntry, 1990
1999 9 0 0 9 Parry et al., 1999
2008 55 32 17 6 Phuong et al., 2008
2018 70 30 18 22 Trung et al., 2018
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Sau ngdy giai phong, cic nghién ciru va cong bd khoa hoc vé melioidosis &
Viét Nam duoc béo cdo rat it. Tinh dén thoi diém nam 2014 (trude lac du an
RENOMAB trién khai), sb luong bdo cdo ca bénh & Viét Nam ding tai trén céc tap
chi y hoc quéc té giam rd rét, it hon 4.2 lan/nim so vé6i thoi ky trude ngay giai
phong (Hinh 1.5). Nam 1993, Phung va cs di cong bd 6,4-31,8% ngudi dan thude
cac ving dan cu sdng & ngoai thanh Ha Noi c¢6 huyét thanh dwong tinh véi xét
nghiém IHA. Nghién ctru nay ciing chi ra méi lién quan giita ty 1¢ huyét thanh
duong tinh v6i melioidosis va nghé tréng laa (Van Phung et al., 1993). Nam 1999,
mot nghién ctru héi ciru & mién Nam cong bd chi ¢6 9 truong hop duoc xac dinh
nhiém melioidosis tir 3.653 ca céy mau cua bénh nhan sét nhap vién tai bénh vién
bénh nhiét déi 16n nhat Tp HCM tir ndm 1992-1998 (Parry et al., 1999), tuy nhién,
phac d6 va két qua diéu tri cuia cac bénh nhan khong duoc bao céo. Ciing twong tu,
diéu tra hoi ciru tir ndm 1997 dén nim 2005 ciing chi phat hién 55 ca nhiém
melioidosis nhap vién va diéu tri tai bénh vién Bach Mai. Dya vao dia chi cu trt cua
céc bénh nhan, nghién ctru két luan melioidosis phan bd rong va xay ra ¢ it nhat 18
trong sb 25 tinh phia Bac (Phuong et al., 2008).

(n > 40 bai bao trong 65 nam) (n =4 bai bao trong 25 nam)
o : : : : : : : : : >
1925 1535 1545 1955 1965 1575 1585 1955 2003 2015
0,67 bai bao/nam 0,16 bai bao/nam

Hinh 1.5. Sé liéu bai bao Quéc té cong bd vé B. pseudomallei va melioidosis tai Viét Nam tir
Iic phéat hién ra ca bénh dau tién nam 1925 dén thoi diém két thic chién tranh ndm 1975, du
am ca bénh cdng bé sau chién tranh va nhimg nam hoa binh 13p lai (Trung et al., 2018)

Théng qua du an RENOMAB, TS. Trinh Thanh Trung va cs da dén gan 40
bénh vién da khoa tuyén tinh/khu vuc & 26 tinh/thanh ciia ca nudc dé giang bai vé
melioidosis va huéng din quy trinh xét nghiém nuéi cdy vi khuan B. pseudomallei
tir cac mau bénh pham. Két qua rat khac biét, hon 30 BVDK tinh/khu vuc trude ddy
chua tirg ghi nhan bat ky mot ca nhiém melioidosis nio thi nay di xac dinh dugc
nhitng ca dau tién. Hon nira, sb lugng ca nhiém bénh & mot s6 bénh vién cao hon rét

nhiéu so v6i du doan trude d6. Tai 5 tinh Bic Trung Bd, chi trong vong 7 thang (6-
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12/2015) da phat hién ra 70 ca bénh, trong d6 18 ca (25,7%) tir vong tai bénh vién,
11 ca (15,7%) bénh chuyén ning va ngudi nha bénh nhan “xin v&”, 11 ca (15,7%)
chuyén tuyén nén khong rd két qua diéu tri (Trung et al., 2017). Nghién ctru cong
bd ty 1é phat hién B. pseudomallei dao dong tir 3,4-10,2% trong s cic mau cdy mau
duong tinh tai cac bénh vién. 58/70 bénh nhan melioidosis nhiém trung huyét. Cung
vo1 do, nghién cuu diéu tra nam 2008 cho théy, ) lugng bénh nhan melioidosis
nhiém khuan huyét tir vong tai bénh vién tuyén cudi 1a 42,5% (Phuong et al., 2008).
Diéu d6 cho thay ty 1¢ tir vong trén bénh nhan nhiém melioidosis tai Viét Nam 1a rat
cao, voi ty 1€ udc tinh khoang 50%.

Mic di RENOMAB d# dat dugc nhitng két qua quan trong va hoat dong nghién
ctru vé melioidosis di dugc cha ¥, nhung s lugng ca bénh phét hién & nudc ta con rat
khiém ton, thip hon nhiéu so vdi cac nudc trong ciing khu vuc dia 1y (Bang 1.3). Theo
dy bao, mdi nim & Viét Nam c6 khoang 10.430 ca nhiém melioidosis va con s6 tir
vong khoang 4.703 ca (Limmathurotsakul et al., 2016). Tuy nhién, s6 liéu béo céo tir
38 bénh vién & 26 tinh/thanh tham gia trong du &n RENOMAB cho thdy s luong ca
melioidosis phat hién & nudce ta trung binh chi khoang 110 ca/nam (Trung et al., 2018),
thap hon khoang 100 1an so véi con s6 du bao.

Bing 1.3. S6 lugng ca melioidosis thyc té va s6 lwong ca du bao & mot s6 qudc gia Pong
Nam A (Limmathurotsakul et al., 2016)

o Dan sb Du doansé | S6 cathuc S6 lan it
. Dién tich . . A .
Quoc gia R (trigu ca nhiem te hang hon so véi
(nghin km?) . .
dan) hang nim nam dw doan
Théi Lan 513 67 7.572 4.300 1,76
Campuchia 176 16 2.083 450 4,6
Lao 230 7 420 170 2,47
Viét Nam 331 96 10.430 110 94,81

* Puoc tinh dua trén sé ca du doan chia cho sé ca ghi nhan thuc té
Vi vay, cac nghién ctu khoa hoc nham nang cao hon nira tinh canh giac vé
can bénh nguy hiém nay téi doi ngli bac si di€u tri; nang cao nang lyc xét nghiém

chan doan bénh & cac bénh vién tuyén; nang cao hi¢u qua diéu tri va hi¢u qua du
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phong (bao gdm canh bao ddi twong c6 nguy co nhidm bénh va canh bao khu virc
lru hanh vi khuén B. pseudomallei) 1a viéc lam v6 cung cap thiét nhim giam thiéu
s6 lugng ngudi dan nhidm bénh va giam ty 18 tir vong dang tiéc & nguoi bénh. Dic
biét hon nira, viéc nghién ctru phat trién céc test kit don gian, c6 thé st dung duoc &
cac bénh vién tuyén tinh, khu vuc va tuyén huyén s& giip bénh nhan sém dugc chan
doan khang dinh bénh va dugc sir dung khang sinh hop 1y dé kiém soat va diéu tri
bénh, giam tinh trang dién tién nguy hiém va tir vong.
1.3. CAC PHUONG PHAP XET NGHIEM VI KHUAN B. pseudomallei TU MAU
BENH PHAM LAM SANG

1.3.1. Cac phwong phap xét nghiém phu thudc nudi cay

Nguyén ly chung: Ching vi khuan thuan khiét dugc phan 1ap tir mau bénh
phém va sau do duoc dinh danh.

Bénh pham duoc nudi ciy truc tiép trén moi trudng dia thach thuong quy
hodc chon loc Ashdown nhim phan lap khuan lac vi khuan nghi ngo la B.
pseudomallei. Bbi vai cac bénh pham tap nhiém, budc lam gidu trong moi truong
dich thé chon loc s& duoc thuc hién trudc khi cdy trai trén dia thach Ashdown. Sau
d6, cac khuan lac nghi ngd B. pseudomallei s& duoc dinh danh bang cac ky thuét
khac nhau, tiy diéu kién ctia phong xét nghiém.

1.3.1.1. Pinh danh B. pseudomallei bang hinh thdi khudn lac va té bao

Viéc nudi cdy thuong quy vi khuan B. pseudomallei trong cac phong xét
nghiém vi sinh gip rat nhiéu khé khin do vi khuan c6 toc do sinh truong cham, dan
dén bi cac loai vi khuan sinh truong nhanh lan at va thuong bi bo sot. Ngoai ra, &
nhiéu phong xét nghiém vi sinh tai Viét Nam, dia phan 1ap vi khuan thuong dugc
doc két qua sau 24 gid nudi cdy, nhung tai thoi diém nay khuan lac vi khuan B.
pseudomallei thuong rat nho va khé phat hién (Hinh 1.6). Hon nita, khuan lac vi
khuédn B. pseudomallei ¢é hinh thai da dang din dén nham 1an trong viéc nhan dang
khuan lac. Chantratita va cs (2007) di danh gia ddc diém hinh thai caa 212 chung B.
pseudomallei khi nudi trén moi truong thach Ashdown va bat gip 7 kiéu hinh thai
khuan lac chinh tir tron nhdn dén nhin nheo va khé rap quan sat & vi khuan sau 4
ngay nudi cdy tai 37°C trong dicu kién hiéu khi. Trong d6, 25 ching biéu hién 1
kiéu hinh thai, 22 ching c6 2 kiéu hinh thai, 2 chung ¢ 3 kiéu hinh thai va 1 ching

c6 4 kiéu hinh thai. Nhu vay, néu dic diém hinh thai dugc dung lam cin ctr dé xac
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dinh ching vi khuan B. pseudomallei thi 212 ching ban dau da tro thanh “241”
chung (Chantratita et al., 2007).

| : _" _
Columbia-2 ncr.n ' .~

. 1 o

-
s

J
- "

UTL-1 ngiy. UTI-2 ngay *

Hinh 1.6. Khuan lac vi khuan B. pseudomallei va cac loai vi khuan khac phan 1ap tir mau
bénh pham tap nhiém trén cic moi trudng thudng quy (Columbia, MacConkey va UTI) va
chon loc (Ashdown) trong thoi gian 1-2 ngay, 37°C. Mii tén chi khuan lac vi khuan B.
pseudomallei (phong Vi sinh y hoc, Vién Vi sinh vat va Cong nghé sinh hoc, PHQGHN)
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Tai Viét Nam, xét nghiém chan doan melioidosis bang phwong phap nudi
ciy vi sinh dugc hudng dan trong Gido trinh Vi sinh vat Y hoc (Lé Huy Chinh,
2007) va Quyét dinh 6101/QD-BYT ngay 30/12/2019 cua B6 Y té. Cu thé, mau
bénh pham tir cac 6 kin dugc nudi cay trén cac moi truong thuong quy, trong khi
mau bénh pham tap nhidm duoc cdy trén mdi truong chon loc Ashdown bd sung
khang sinh Gentamicin. Tuy nhién, cac dic diém nhan dang khuén lac vi khuan
B. pseudomallei chi duoc mo ta gdm khuan lac mau tring duc hodc mau kem, bé
mat khd va nhan nheo, bo rang cua. Tac gid cling luu y trén cung mot dia nudi
cidy mot chang B. pseudomallei c6 thé tao thanh cac kiéu hinh dang va kich
thudc khuan lac khac nhau. Vi khuan khong tiét sic t6 ra moi truong va thuong
c6 mui hwong dic biét giébng nhu mui nho. Té bao B. pseudomallei 1a c6 dang
truc khuan hodc cau-trwc khuan Gram am, bit mau dam & hai cuc khi nhuém
Gram, thuong c6 hinh dang nhu chiéc kim bang, kich thude 0,8-1,5 pm, khong
sinh bao tir (L& Huy Chinh, 2007).

Do su da dang vé kiéu hinh, mot ching co thé c6 hon mot kiéu hinh thai
khuén lac trén cung dia nudi céy, nén viéc nhan dang B. pseudomallei doi héi ky
thuat vién xét nghiém phai dugc dao tao va co nhiéu kinh nghiém thao tac trén ddi
tuong vi khuan B. pseudomallei.

1.3.1.2. DBinh danh B. pseudomallei bang phwong phdp thwong quy

Nguyén ly: Cac hé théng dinh danh B. pseudomallei thuong quy duoc st
dung rong rai trong cac phong xét nghiém nhu APl 20NE (BioMerieux), VITEK 2
(BioMerieux), Phoenix (Becton, Dickinson and Company) va MicroScan
WalkAway 96 (Siemens). Nguyén Iy hoat dong cuia hé thdng dinh danh nay 1a dya
trén dic tinh sinh 1y, sinh hoa ciing nhu kha nang phan gidi co chat ciia vi sinh vat.
Xét nghiém yéu cau ching vi khuan thuan khiét va luong di 16n, thoi gian thuong

kéo dai tir 12-48 gio tily mirc d6 sinh truong ciia vi khuan (Bang 1.4).
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Bang 1.4. Cac phuong phap thuong quy dinh danh B. pseudomallei
TT dﬁ'ﬁ;g‘;ﬂ% Uu diém Nhuoe diém TLTK
D6 chinh xéc Thoi gian xet nghiém lau (24-48
1 | API20NE c6 thé dén gi0), co the dinh danh sai mOts0 1 7004 5077
93% ching, do chinh xac phu thudc vao
k¥ thuat vién xét nghiém.
Lowe et al.,
Do chinh xac phu thudc vao phién g,?glz; ;‘&\)’ée
5 VITEK Thoi gian xét | ban huynh quang (19%), so mau Kira.t’isin et’
nghiém nhanh | (63-81%); su cap nhat cua co so dir al. 2007 -
liéu; moi treong nudi cay. Deepak et al.,
2008
. . . | Dinh danh nham thanh B. cepacia,
3 Phoenix ThO.'Ag'an xet phu thugc sy cap nhat ctua co so dir Koh etal.,
nghiém nhanh liey 2003
Thoi gian xét
4 MicroScan nghiém nhanh. | Khong phan biét duoc B. Kiratisin et
WalkAway 96 | B¢ chinh xac | pseudomallei va B. cepacia al., 2007
cao (96%)

1.3.1.3. Pinh danh B. pseudomallei bang phirong phdp phan tie

Trong hon mét thap ky qua, MALDI-TOF MS di dugc biét dén nhu mot
cudc cach mang ky thuat trong dinh danh nhanh va chinh xdc tic nhan gay bénh
v6i chi phi thap hon cac k¥ thuat xét nghiém thuong quy dang sir dung tai céac
phong xét nghiém. MALDI-TOF dya trén k¥ thuat ion hoa bang céch giai phong
hop chat ra khoi chat mang bang tia laser. Cac ion khac nhau s& dugc phan tach
nho su khac nhau vé thoi gian bay (TOF) va dau do cua may sé phan biét dugc cac
ion. Dya trén thong tin TOF, mot pho dic trung goi 1a PMF (dic trung khoi
peptide) duoc tao ra cho mau phan tich. Viéc dinh danh vi khuan dugc thyc hién
bang cach so sanh PMF cua loai chua biét véi PMF c6 trong co s& dit lidu hoic
bang céach so sanh véi co s& dit liéu vé hé protein. MALDI-TOF MS duoc ching
minh hiéu qua trong xac dinh cac loai truc khuan Gram am khong 1én men bao
gém mot s6 loai Burkholderia, trong d6 c6 B. pseudomallei (Lau et al., 2012; Lau
et al., 2015). Hién nay, MALDI-TOF MS dugc danh gia la mot cong cu linh hoat
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va hiéu qua dé xac dinh nhanh B. pseudomallei néu co sé¢ dit liéu phu hop va lién
tuc dugc cap nhat (Wang et al., 2016).

Phén tich trinh tw gen rRNA 16S 13 mot phan khong thé thiéu trong dinh
danh nhiéu chi vi khuan, nhung viéc st dung gen niy trong phan loai chi
Burkholderia c6 nhiéu han ché, dic biét 1a cac loai B. cepacia complex. Trong khi
d6, gen recA di dugc st dung rong rdi trong cic hé théng phéan loai vi khuan
(Karlin et al., 1995) va la cong cu hiéu qua trong dinh danh cac loai B. cepacia
complex (Mahenthiralingam et al., 2000). Payne va cs (2005, 2006) da ching minh
gen recA c6 kha ning phan loai 17 loai thudc B. cepacia complex véi cip mdi toi
uu BUR1 va BUR2 (Payne et al., 2005, 2006).

Bén canh phan tich trinh tu gen, cdc phuong phap sinh hoc phan tir khac
cling dugc nghién ciru dé dinh danh B. pseudomallei. Novak va cs (2006) da phat
trién phuong phap real-time PCR khong chi dua trén tinh dic hiéu Iy thuyét ma con
dua vao su da dang phan bd cta cac chung. Poan trinh ty dich c6 kich thude 115 bp
thudc gen orf2 ciia cum TTSS1 ¢6 thé phan biét B. pseudomallei véi cac loai vi sinh
vat khac. Real-time PCR orf2 da dugc danh gia trén 224 chung B. pseudomallei da
dang vé phan bd dia ly va dic diém lam sang va dat dugc do dic hiéu 1a 100%
(Novak et al., 2006).

Nam 2020, k¥ thuat PCR dang nhiét (insulated isothermal PCR- iiPCR)
khuéch dai gen dich bimA (BPSS1492) dé dinh danh B. pseudomallei da duoc Chua
va cs (2020) phat trién. Hai k¥ thuat iiPCR bimA va real-time PCR bimA di duoc
tién hanh song song dé dinh danh 121 chang B. pseudomallei 1am sang va 10 chung
non-B. pseudomallei. Két qua cho thay tat ca 121 chung B. pseudomallei dwong tinh
véi real-time PCR trong khi 118 chung duong tinh véi 1iPCR va khong k¥ thuét nao
phan ung duong tinh gia vdi 10 chung non-B. pseudomallei (Chua et al., 2020).
Thong tin vé cac phurong phap phan tir ding trong dinh danh B. pseudomallei duoc
tom tat tai Bang 1.5.

33



Bang 1.5. Cac phuong phap phan tir dung trong dinh danh B. pseudomallei

TT | Phuong phip Nguyén ly Uu diém 1‘;’::;’“ TLTK
Thoi  gian , ,
lon héa protein, nhanh (< 1| Thiet bi dat
1 MALDI-TOF | tao pho dac | gio); gia | tién, phu | Wang et al.,
MS trung, so sanh vGi | thanh ré; do | thudc co so | 2016
pho da biét chinh  x&c | dir li¢u
cao
So sanh trinh tu Thoi  gian
, | Gidi winh tr |9 rleii JEaNﬁ D6  chinh | xét nghiém | Payne et al.,
gen Khudn véi co s& Xac cao lau, gia | 2005, 2006
dit licu thanh cao
Moi va dau do f;:: caoc}‘z}llrg; Yéu cau vé
3 | Real-time PCR duoc thiét ke dua ian ’ wét thiét bi va | Novak et al.,
trén  gen dich ghiémn ¢ |winh  do | 2006
TTSS1 (<g3 gi(‘y) & nhan luc
Co thé
s |iocr Khuéch dai gen | D6 dic hicu di‘g"ngé tégh Chua et al.,
dich bimA cao gl yeu cattl 5020
vé trinh dd
nhan lyc

1.3.1.4. Dinh danh B. pseudomallei bang phwong phdp mién dich

Steinmetz va cs (1999) da phat trién ky thuat xét nghiém ngung két mién
dich latex sir dung khang thé don dong MAb3015 IgG1 va danh gia hiéu qua trong
dinh danh nhanh cac chung B. pseudomallei phan 1ap tir cac vung dia 1y khac nhau
gom Pong Nam A, Uc va chau Phi. Két qua cho thay 74/74 (100%) chung B.
pseudomallei cho phan tung dwong tinh nhanh va manh mé& véi ngung két latex
MAD3015, 56/56 (100%) ching non-B. pseudomallei cho phan Gng am tinh
(Steinmetz et al., 1999). Nam 2014, nhom nghién ctru thudc Pai hoc Mahidol Thai
Lan ciing phat trién thanh cong va thuong mai latex test st dung khang thé don
dong MAb4B11 dé dinh danh nhanh B. pseudomallei. Két qua xét nghiém cho thay,
76/77 ching vi khuan B. pseudomallei phan tng dwong tinh voi latex test, d6 nhay
98,7% (Duval et al., 2014). Sau do, Songsri va cs (2018) da danh gia hi¢u qua s
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dung cua latex test MAb4B11 trén cac chung vi khuan thudc chi Burkholderia phan
1ap tir moi truong, va cong bd chimg B. thailandensis CDC3015869 phan tng chéo
v6i latex test MAb4B11 (Songsri et al., 2018). Gan day, Hantrakun va cs (2018) da
phat hién nhom céc ching vi khuan B. thailandensis c6 kha ning sinh khang nguyén
CPSs gidng véi B. pseudomallei-duoc dat tén 1a BTCV (B. pseudomallei-like
capsular polysaccharide) (Hantrakun et al., 2018). Phat hién nay cho thiy sy han
ché cua latex test trong phan biét cac chung B. pseudomallei va B.
thailandensis phan lap tir moi truong (Songsri et al., 2018).

1.3.2. Cac phwong phap xét nghiém melioidosis khong phu thudc nudi cay

1.3.2.1. Xét nghiém melioidosis bang phirong phdp sinh hoc phan tir

Mic du nudi ciy 1a “tiéu chuan vang” cho xét nghiém melioidosis tir mau
bénh pham nhung thoi gian xét nghiém 1au, két qua xét nghiém thudng duoc tra sau
4-7 ngay, do d6 lam cham viéc sir dung dung khang sinh trong diéu tri bénh, trong
khi vi khuan B. pseudomallei khang véi nhiéu loai khang sinh dau tay sir dung trong
diéu tri cac bénh truyén nhiém. Do vy xét nghiém chan doan nhanh sé& gitp diéu tri
sém bang khang sinh thich hop va giam ty 1& tr vong (White, 2003). Nhiéu k§ thuat
PCR phat hién nhanh B. pseudomallei tir mau bénh pham da dugc cac nha khoa hoc
Uc va Thai Lan phat trién (Haase et al., 1998; Kunakorn et al., 2000; Gal et al.,
2005; Supaprom et al., 2007; Meumann et al., 2006). Thong tin dugc tom tit tai
Béang 1.6.

Bang 1.6. Cac phuong phap sinh hoc phén tir trong xét nghiém melioidosis tir bénh pham

T Pg;"g’;g Uudiém | Nhuwoc diém Két lugn TLTK
DbJ nhay cua 3
ky thuat thap A .
PCR gen 16S Do dichidu | <50%. do dac Khong Phu hqp
rRNA, rRNA , . cho chan doan | Kunakorn
1 . | ctaPCRgen |hiéu PCR gen D .
spacer Va | | 'ps cao 100% | 165 rRNA VA melioidosis  tur | etal., 2000
LPS ° mau bénh phim.
rRNA  spacer
thap < 60%
, | Real-time D¢ nhay va doé D¢ nhay r‘f‘? Chi pht hop V61 | \1aymann
PCR TTSS1 da_}(? h/{@glOO{o thAap doi voi bcflh Aphgm 0 | etal., 2006
do1 voi cac mau | bénh pham | mat d6 vi khuan
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bénh pha‘}m mau, ngoai trir | cao
dom, pu()c tiéu, | mau C}ia bé~nh
mu dg‘m luu va | nhén soc n}liém
gac vét thuong | khuan huyét
Do nhay lan T ST
luot 1a 71% va Co tlllle la Colfg
. : an ta phat
Real-time 54%; va do dac cd phan tr p
3 | PCR 8653 va | hicu lin luot 13 . hien nhamh B\ SUpaprom
9438 82% va 88% pseudomaller st | et al., 2007
A 1A z dung trong chan
trén bénh pham o
MaL. doan som
Khong du do
. 'Ig'g'P PSS pe age hiew| . o 4o, |mhay dé  xét| Chantratita
(TT3s1) 98,4%. PRy =50 hghiem et al., 2008
melioidosis

1.3.2.2. Xét nghiém melioidosis bang phwong phdap mién dich

Xét nghiém nhanh bang k¥ thuat ngung két hong cau gian tiép (indirect
hemagglutination assay - IHA) phat hién khang thé khang B. pseudomallei trong
huyét thanh cua nguoi bénh da dugc phat trién tir nadm 1965 va duoc st dung phé
bién trong cac bénh vién. Tuy nhién, nhiéu nghién ctru cong bd d6 nhay va dac hiéu
ctia phuong phap THA khong cao, c6 thé cho két qua dwong tinh gia do phan tng
chéo v&i mot sé khang nguyén tir cac lodi co quan hé gan gili v6i B. pseudomallei
nhu B. mallei va B. thailandensis (Tiyawisutsri et al., 2005; Gilmore., 2007). Vi
vay, phuong phap IHA chi dung dé xac dinh kha ning phoi nhidm véi vi khuan B.
pseudomallei chtr khong co gié tri chan doan melioidosis vi ty 1& huyét thanh duong
tinh v6i IHA ctia ngudi dan sinh sdng trong ving dich bénh Iuu hanh 13 rat cao.

ELISA 1a mét k¥ thudt xét nghiém nhanh, c6 d§ nhay cao dé phat hién sy co
mit cta protein dic hiéu trong mau can phan tich (Hara et al., 2013). Trong xét
nghiém melioidosis, nhiéu nghién ctru di cong bd khang nguyén gay dap tmg mién

dich ¢6 do nhay va do dac hiéu cao. Cac cong bd duoc tom tit tai Bang 1.7.
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Bang 1.7. Cac k¥ thuat ELISA trong xét nghiém melioidosis tir bénh pham

TT| Ky thuat Uu diém Nhuge Két luan TLTK
diém
IgG-ELISA co
ELISA-dich | do nhay va o ('i?chd';r'iA
iy M o oc di
1 fhl?t mot Sgcggf;l)l ggm i huéng tng | Chenthamarakshan
rrong nuot ° dung trong chan | et al., 2001
cay B. hon IgM- dodn
pseudomallei | ELISA (74% melioidosis
va 99%)
. ELISA-
ELISA- EL'SAA’E'?QQ . | EPSVaLPs
khang neuyen tiodat 1 cho do nhay Chantratita et al.,
2 LA d6 nhay la R -
nguyén tho/ " ax thap, tuong 2007
81%, do dac , .
EPS/ LPS hicu 13 70% ung 65 va
! ° 77%
ELISA- T6 hop ELISA-
ELISA-Hcpl | Ca 4 khang | HCPL/ (Hepl, Omp3,
/ Omp3/ nguyén déu c6 Omp3/ smBpF4,
3 o smBpF4/ Omp85) c6 do | Haraetal., 2013
smBpF4/ do dac hiéu OMD85 o h 0/ ox
Omp85 cao tir 89-0606. | OMP8S €O | nhay 88,2%, va
' d{)’ nhay do dac hiéu
thip (<71%) | 96%.
Do nhay va Hepl dRLer: su Chieng et al.,
dung dé san
4 | ELISA-Hcpl | dic hiéu trén - <AL que test 2015; Pumpuang
90% e etal., 2017
El_tlgﬁ-frolE‘L GroEL c¢6 tiém
ELISA- 93‘V le(}) ;;c 4 | ELISA- nang trong phat
5 S Y | OmpA chi | trién xét Kritsiriwuthinan et
GroEL/ hiéu cua 2 xét R n 2
.~ x| datdo nhay | nghiém chan al., 2018
OmpA nghiém nay lan | |, \
\ . | 1a76% doan nhanh
leot 13 88% va melioidosis
90%.

1.3.2.3. Xét nghiém melioidosis bang que xét nghiém nhanh sdc ky mién dich
Ké thira két qua tir qué trinh nghién ctu tim kiém cac khang nguyén c6 do
nhay va dac hiéu cao trong xét nghiém melioidosis, cac nhdm nghién ctru tai My,
Thai Lan va Dtrc di phat trién thanh cong cic que test nhanh sic ky mién dich xét
nghiém melioidosis tir mau bénh phém v6i d nhay va do dac hi¢u cao (Houghton

et al., 2014; Peeters et al., 2018; Phokrai et al., 2018; Felgner et al., 2009; Kohler et
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al., 2016; Wagner et al., 2020). Thong tin vé cac que test nhanh duoc trinh bay &
Bang 1.8. Hién nay, ba san pham trén van dang trong qua trinh nghién ctru va phat

trién, chuwa dugc thwong mai hda, do vy chua chinh thire dwgc sit dung cho xét

nghiém melioidosis tai cac bénh vién.

Bang 1.8. Cac loai que test nhanh trong xét nghiém melioidosis tir bénh pham

Que test Nguyén ly Thoéng tin TLTK
Sir dung khang thé | Phat hién vi khuan B. pseudomallei
don dong khang CPS | trong chai nu6i cdy mau véi do nhay
trén bé mat té bao vi | va dac hiéu twong tng 1a 96,5% va Houghton et
InBiOS | khuan B. 100%. al., 2014;
AMD pseudomallei de phét Ung dung chén doan melioidosis t}‘,r Peeters et
hién su co mat clia vi | bgnh pham mau, huyét thanh, huyet al., 2018
khuén trong bénh tuong, nude tiéu, dom, mu, chai nuoi
pham cay mau va tryc tiép tir khuan lac.
Str dung khang Do nhay cua ICT 1a 88,3%, do dac
nguyén OPS va hiéu cua ICT tuir 86,1-100% tuy thude
Hcepl dé phat hién nhom bénh nhan. Hepl-ICT hién dang .
. 2 114 : e A .~ | Phokrai et
ICT khang thé khang vi dugc xem nhu mot xet ngh1¢m tai cho al. 2018
khuén B. tiém nang c6 thé thay thé cho IHA h
pseudomallei trong | trong sang loc melioidosis ¢ cac khu
huyét thanh vuc ¢6 nguon luc han ché
Str dung khang
nguyén ANPC, = 1\ lioidosis DS cho két qua chinh xdc | - C/9ner €t
.- GroEL1, GroEL va . ) < X al., 20009;
Melioido A v6i khoang pha loang huyét thanh
: Hcpl de phat hién . N . .+~ | Kohler et
sis DS , 2114 . rong (1:6-1:100), do nhay 92,0% va do ]
khang thé khang vi SR o) s 0/ it R al., 2016;
test 2 dac hi¢u 97,0% va 100% tuy thude
khuan B. nhom bénh nhan Wagner et
pseudomallei trong i ’ al., 2020.
huyét thanh

1.4. CAC PHUONG PHAP PHAT HIEN B. pseudomallei NGOAI MOI TRUONG
1.4.1. Phwong phap nudi cay
Hién nay phuong phap nudi cdy van dugc xem la “tiéu chuan vang” trong
x4c dinh B. pseudomallei tir cac mau 1am sang hodic mdi trudng (Cheng and Currie,
2005). Trong nhitng ngdy dau phat hién ra melioidosis, Whitmore da st dung cac
moi truong khac nhau dé nuodi cdy B. pseudomallei nhu thach dinh dudng, nudc
chiét thit, thach v&i mubi va gelatine, thach glycerine va khoai tdy (Whitmore and

Krishnaswami, 1912). Ké tir d6, cdc phuong phap nudi cay B. pseudomallei da phat
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trién cung véi sy ra doi ciia cac moi trudng chon loc va dic hiéu khac nhau (Bang
1.9). Tét ca cac mdi truong nudi cay chon loc nay duoc khuyén nghi sir dung dé 1am
giau vi khudn, sau d6 két hop vé6i thach Ashdown dé phan 1ap B. pseudomallei. Bic
biét, cac mau bénh phém tap nhiém nhu dom, ngoay hong, nudc tiéu, mi va mau
méi truong nhu dat, nude s& dugce 1am giau trong cc loai mdi trudng chon loc nay
tredc khi phan 1ap trén thach Ashdown (Ashdown, 1979; Galimand and Dodin,
1982; Wuthiekanun et al., 1995).

Bang 1.9. Su ra doi ciia cac moi truong chon loc va déc hiéu vi khuan B. pseudomallei

7| Ténmol | Thanhphan | Yeutocai |y & ponigc TLTK
truong chinh tien T
Colistin-S* | Tim két tinh 1 | Farkas-
1 | Mac MacConkey broth | (coly- mg/L, colistin-S* | Himsley,
mycin) 20 mg/L 1968
Tim  két | Gentamicin 4
2 | Ashdown g:g’tﬁ]t_onle Cerosloya tinh,  do|mgL, tim két tinh ’fgsg‘g:""”'
gty trung tinh 5 mg/L
: Tim két tinh 5
3 |cvep | TYpticase  SOY | o inicin 20 | mi/L va colistin 20 | ASNIOWN:
broth 1979b
mg/L
. n Galimand
4 |TBSs | Dungdichdem, i Colistin 50 mg/L  |and  Dodin,
L-threonine
1982
: Tim két tinh 5 .
5 | cveso | [YPUCase SOV | o onicins0 | mg/L va colistin 50 | VY uthiekanun
broth etal., 1995
mg/L
- Gentamicin 20 | Howard and
6 | BPSA Glycerol, maltose | Gentamicin mg/L Inglis, 2003
Gentamicin 8
. Tryptone  soya .. | mg/L, tim két tinh | Francis et al.,
7 | Francis broth, glycerol Gentamicin 5 mg/L, | 2006
bromocresol 0,2%

Nghién ctru so sanh do nhay va d§ dac hi€u gitta moéi truong Ashdown,
BPSA va mdi trudng Burkholderia cepacia thwong mai cho thdy, mdi trudng
Ashdown c6 tinh diac hiéu cao hon BPSA maéc du c6 do nhay tuong duong nhau
(Peacock et al., 2005). Cho dén nay, thach Ashdown van 13 méi trudong dugc sir

dung rong rai nhat dé phan lap B. pseudomallei tir ca miu 14m sang va moi trudng.

39



Mbi truong Ashdown tao ra cac khuan lac B. pseudomallei mau tim dic trung, kho,
va nhin nheo. Thoi gian nudi cdy trén méi trudng Ashdown phai dam bao 96 gior vi
gentamicin co thé c6 tac dung tre ché su sinh trudng cua B. pseudomallei. St dung
moi trudng dich thé Ashdown bd sung colistin nham lam gidu vi khuan B.
pseudomallei c6 thé 1am ting do nhay ctia phuong phap nudi ciy phan lap nhung
cling 1am ting thoi gian xét nghiém chan doan (Cheng et al., 2006).

Tai Hoi nghi quéc té 1an the VI vé melioidosis ndam 2010, cic nha khoa hoc
da thanh 1ap nhoém chuyén gia quéc té vé chii dé “Phat hién vi khuan Burkholderia
pseudomallei ngoai moéi truong” (Detection of Environmental Burkholderia
pseudomallei Working Party, viét tat a DEBWorP). Nam 2013, 16 nha khoa hoc
ciia DEBWorP di tong hop, danh gia va dua ra huéng dan chuan trong nghién ciru
diéu tra sy hién dién cua B. pseudomallei ngoai méi truong nhim muc dich han ché
két qua am tinh gia va co thé ap dung dugc & cac qudc gia noi co bénh dich luu
hanh (Limmathurotsakul et al., 2013). Theo huéng din nay, nudi cdy la phuong
phap chuan dé phat hién B. pseudomallei ngoai méi trudng, do tinh chat don gian,
dic hiéu va gia thanh thip nén c6 thé 4p dung dugc & cac nudc dang phat trién
(Hinh 1.7). Nhiét d6 u 40°C di dugc chon dya trén minh chtng cho thiy B.
pseudomallei sinh trudng tét trong khi mot sb vi sinh vat dat khac bi tc ché. Tuy
nhién, nhiét d6 u 37°C c6 thé duoc chip nhan trong trudng hop khéng cé ti 4m
40°C. Viéc cay trai 10 uL dich 1am giau 13 dwa trén kinh nghiém nghién ctru & Thai
Lan va thé hién sy cin bang giita viéc phat hién B. pseudomallei va han ché tap
nhiém cac vi sinh vat khac phat trién trén dia thach. Viéc nudi cdy véi thé tich 16n
hon (100 pL) c6 thé mang lai d6 nhay cao hon mic du hién tai khong co bing
chtng duoc cong bd dé chirng minh diéu nay (Limmathurotsakul et al., 2013).

10 g @it + Dich lam giau
10 mL TBSS-C50 TBSS-C50 48 givr

J I

48 gid, 40°C I[:
1 Hiéu khi

1ouL /’—\\ 7 ngay, 40°C
\ ’ Hiéu khi

Ashdown agar

Hinh 1.7. So d6 cac budc nudi ciy phan 1ap phat hién sy c6 mat ciia vi khuan B.
pseudomallei ngoai moi truong theo hudng dan chuan (Limmathurotsakul et al., 2013).
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1.4.2. Phwong phap sinh hoc phan ti

Mic du huéng dan chuan dya trén phwong phap nudi cay da c6 nhirng thanh
cong trong viéc phat hién B. pseudomallei trong cac miu dat thu tir nhiéu ving tai
Thai Lan, nhung d6 nhay ctia né khong dong déu. Viéc khong phan lap duoc B.
pseudomallei khong c6 nghia 13 loai vi khuan nay khéng hién dién tai khu vuc
nghién ctru. Limmathurotsakul va cs (2016) da phan tich tinh phu hgp cua moi
truong dat va du doan B. pseudomallei ton tai & nhidu noi trén thé gidi, ké ca nhing
noi melioidosis chua timg dugc bao cdo hodc vi khuan chua timg duoc phan lap
(Limmathurotsakul et al. 2016).

Viéc diéu tra sy c6 mit thuc sy cta vi khuan B. pseudomallei 1a rat quan
trong, khong chi dé xac dinh khu vuc nguy co ma con phuc vu diéu tra dich té va
ngudn phat sinh bénh. Nhiéu nghién ctru ching minh phuong phap PCR c6 hiéu qua
trong viéc phat hién B. pseudomallei ngoai mdi truong véi dd nhay cao hon dang ké
s0 v&i cac phuong phap nudi cay (Kaestli et al., 2007; Trung et al., 2011; Géhler et
al., 2017; Dance et al., 2018). Tuy nhién, viéc phat hién DNA cua B. pseudomallei
trong mau moi truong chi 1a nhan dinh ban dau vé khu vuc c6 nguy co. Ngoai ra,
phuong phap PCR khong thé thay thé cho viéc phan 1ap dugc chung vi khuan thuan
khiét dé phuc vu cho nghién ctu ddc luc, tinh khang thude va dich t& hoc phan tir.
Do vay, cach tiép can hop 1y hon trong viéc phat hién B. pseudomallei ngoai moi
truong duoc dé xuat két hop cac bude (1) miu méi trudng duoc nudi cay lam giau,
(2) sau d6 dich 1am giau duoc sang loc bang PCR dic hiéu B. pseudomallei, (3) dich
lam giau dwong tinh v&i B. pseudomallei bang PCR duoc ciy trai 1én dia thach chon
loc dé phan 1ap vi khuan (Dance et al., 2018).

Vi nhitng ghi nhan vé tinh hinh nghién cru melioidosis noi trén, co thé
thay khong chi & Viét Nam ma & nhiéu quéc gia thudc vung dich té trén thé gidi,
chan doan melioidosis con nhiéu han ché, dic biét 1a k¥ thuat chan doan con b
sot va chua dap (mg nhu ciu chan doan nhanh. Do vy, ndi dung thir nhat trong
nghién ctu coa luin 4an 13 phat trién ky thuat chan doan sém nhiém trung

melioidosis. Bén canh d6, k¥ thuat phat hién vi khuan B. pseudomallei ngoai moi

41



treong hién nay con c6 d6 nhay thip, dan dén danh gia chwa chinh x4c ving dich
t& ctia loai vi khuan nay. Vi vy, ndi dung nghién ctru thir hai cta luan an 1a phat
trién k¥ thuat phat hién vi khuan B. pseudomallei c6 d6 nhay cao hon céac k¥ thuét
hién c6 va phu hop vé6i diéu kién co s& vat chat con han ché ciia nhiéu phong xét
nghiém tai Viét Nam.

1.5. NOI DUNG NGHIEN CUU CUA LUAN AN

1.5.1. Cach tiép can ciia nghién ciu phat trién ky thuat xét nghiém
nhanh melioidosis

Melioidosis duoc biét dén 1a bénh nhidm trung nguy hiém c6 céc biéu hién
lam sang rat da dang, dan dén dé bi chan doan thanh bénh khéac hoic bi bo sét ca
bénh (Currie et al., 2000; Cheng et al., 2005). Cho dén nay, chan doan melioidois
con gap nhiéu thach thic, nguyén nhan chi yéu do triéu chiing bénh khong dién
hinh va hiéu qua cia cac xét nghiém thuong quy con nhiéu han ché ( Meumann ett
al., 2012; Lau et al., 2015; Hoffmaster et al., 2013; Wiersinga et al., 2018). Xét
nghiém nubi cay vi sinh vi khuan B. pseudomallei duoc xem 1a “tiéu chuan vang”
trong chan doan melioidosis nhung d6 nhay thap (dudi 60%) va thoi gian xét
nghiém kéo dai khong dap tng duwoc tinh trang cidp tinh cua bénh
(Limmathurotsakul et al., 2010). Trong khi d6 cac que test nhanh phat hién khang
nguyén B. pseudomallei c6 do nhay con han ché, dic biét véi mau bénh pham mau
va huyét thanh (Robertson et al., 2015; Woods et al., 2018; Rizzi et al., 2019). Bén
canh d6, mét s nhém nghién ciru da phat trién que test nhanh phéat hién khang thé
khang B. pseudomallei tir miu bénh pham lan sang voi d6 nhay va do dic hiéu
tuong d6i kha quan nhung cho dén hién nay c4c san pham nay chua dugc thuong
mai hoa & nhiéu quéc gia (Phokrai et al., 2018; Wagner et al., 2020). Cac ky thuat
phan tir nhu PCR, real-time PCR hoic LAMP chwa duoc tiéu chuan hoa, d6 nhay va
dic hiéu con thap. Hon nita phong xét nghiém ¢ ving dich kho dap tmg duoc yéu
cau cua ky thuat phan tir do gia thanh xét nghiém cao, thiét bi hién dai va ky thuat
vién xét nghiém co6 trinh d6 cao (Chantratita et al., 2007; Richardson et al., 2012;

Hoffmaster et al., 2013; Wiersinga et al., 2018). Phuong phap huyét thanh hoc duoc
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sir dung phéd bién nhat trong chan doan melioidosis 14 xét nghiém ngung két hong
cau gian tiép IHA (Chua et al., 2005; Cheng et al., 2006a,b) c6 do nhay thap dudi
56% va thuong duong tinh véi nguoi dan ¢ vung dich (Cheng et al., 2006; Harris et
al., 2009; Chaichana et al., 2018). Hién tugng nay la do nguoi dan ¢ vung dich
thuong xuyén tiép xuc véi vi khuan B. pseudomallei va cac loai vi khuan moi
treong thuoc chi Burkholderia nhung khong gay bénh nhu loai B. thailandensis
(Chantratita et al., 2007; Patpong et al., 2020). Truéc nhitng bat cip trong xét
nghiém melioidosis noi trén, viéc phat trién duoc ki thuat xét nghiém melioidosis
thé cap tinh véi d6 nhay va dic hiéu cao 1a muc tiéu cua nhiéu nha khoa hoc trén
toan thé gii.

Xét nghiém mién dich lién két enzyme ELISA 12 ki thuat xét nghiém nhanh,
c6 d6 nhay cao dé danh gia, phat hién su ¢ mat cia mot protein dic hiéu (co thé 1a
khang nguyén hoac khang thé) trong mau can phan tich. ELISA 1a mét trong nhitng
k¥ thuat xét nghiém mién dich phd bién trong cac phong thi nghiém nghién cau,
trong chan doan bénh, trong kiém soét chat luong cia nhiéu nganh, linh vuc khéc
nhau. Trong nghién ctru phét trién phuong phap xét nghiém chan doan melioidosis,
ELISA di dugc nhiéu nghién ctu tiép can (Chantratita et al., 2007; Hara et al.,
2013; Chieng et al., 2015; Suttisunhakul et al., 2016; Kritsiriwuthinan et al., 2018).
Mot s6 khang nguyén protein tai to hop, khang nguyén toan té bao va khang nguyén
polysaccharide da duoc cong b trong nhiéu nghién cau véi do nhay va do dac hiéu
cao (Chantratita et al., 2007; Felgner et al., 2009; Chantratita et al., 2011; Kohler et
al., 2016; Pumpuang et al., 2017).

Nam 2001, Woo va cs lan dau tién nghién ciu nhan dong gen groEL ma héa
cho protein gay kich thich mién dich cua vi khuan B. pseudomallei. Panh gia phan
rng mién dich cua protein GroEL1 véi cac mau huyét thanh cho thdy GroEL1 phan
tng manh m& véi huyét thanh bénh nhan melioidosis ma khong phan ¢ng chéo Vi
mau huyét thanh nhiém khuan khac hozc huyét thanh cia nguoi khoe manh. Két
qua nay cho thiy GroEL1 c6 tiém ning trong phat trién xét nghiém chan doan mién

dich melioidosis (Woo et al., 2001). Vao nam 2009, protein GroEL1 dugc Felgner
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va cs cong bd 1a khang nguyén cd phan ung véi huyét thanh meliodiosis cho tin
hiéu manh nhét va thuoc nhom 49 khang nguyén dic hiéu khi sang loc 1.205 khang
nguyén trén 747 mau huyét thanh ciia 10 nhém bénh nhan khac nhau dén tir ving
dich melioidosis (Thai Lan, Singapo) hoac khéng thuoc vung dich (My) (Felgner et
al., 2009). Tiép theo huéng nghién ctru nay, nim 2016 Kohler va cs da st dung
huyét thanh bénh nhan nhi&m tring melioidosis & tuan 0, 12 va 52 dé sang loc 20
khang nguyén protein gdy dap trng mién dich tr nghién ciru ctia Felgner va cs
(2009) va chon 3 khang nguyén c6 tin hiéu cao nhat 1a GroEL1 (BPSL2697); AhpC
(BPSL2096) va GroEL2 (BPSS0477). Sau d6 vao nam 2020, nhém tac gia trén da
sir dung 3 khang nguyén trén két hop cuing khang nguyén Hepl tir cac nhém nghién
ctu tai Thai Lan (Burtnick et al., 2011; Phokrai et al., 2018) dé ché tao que test
nhanh Melioidosis DS phat hién khang thé khang B. pseudomallei trong bénh pham
c6 d6 nhay 92%, dac hiéu 98-100% (Wagner et al., 2020). Tuy nhién, trong qué
trinh ché tao que test, tAc gia danh gia khang nguyén GroEL2 (BPSS0477) c6 tin
hiéu phan ang mién dich thap nhat trong sé 4 khang nguyén duoc sir dung (d6 nhay
chi tir 1,3-2,7%) va dy kién tim kiém khang nguyén thay thé GroEL2 dé cua thién
d6 nhay cua que test.

Cung thoi diém véi cac nghién cau trén, tai Thai Lan, Burtnick va cs (2011)
da nghién cau va cong b trong sé 6 protein tiét, chi co Hepl (BPSL1498) tiét in
vivo va gay dap ung mién dich tét nhat duge danh gia bang ky thuat western blot
(Burtnick et al., 2011). Sau d6, bang k¥ thuat ELISA, Hara va cs (2013) ciing cong
bd Hepl cho do nhay cao nhat trong sé cac khang nguyén duoc nghién ctru (Hara et
al., 2013). Vao nam 2018, dua trén cac nghién ctru trudc caa chinh nhom nghién
ctru (Pumpuang et al., 2017), Phokrai va cs da sir dung khang nguyén Hepl dé ché
tao que test nhanh melioidosis ICT phat hién khang thé khang B. pseudomallei
trong bénh pham c6 d6 nhay khoang 90% va d6 dic hiéu tir 88-100% tiy nhém
bénh nhan (Phokrai et al., 2018).

Bén canh cac khang nguyén protein tai t6 hop, khang nguyén toan té bao

whole cell (WC) véi quy trinh chuan bi don gian ciing 1a ddi tuong tiém ning va
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dugc mot s6 nguyén ciru sir dung dé phat trién ky thuat ELISA. Nghién ctru dau tién
vé khang nguyén toan té bao duoc Chantratita va cs (2007) cong bé WC-ELISA c6
d6 nhay va do dic hiéu lan luot 12 81% va 70% (gié tri cut-off 0,482), cao hon so
véi xét nghiém ELISA sir dung cac khang nguyén LPS va EPS tinh sach. Nghién
ctru cua Suttisunhakul va cs (2016) di cong b do nhay va do diac hiéu cua xét
nghiém WC-ELISA trén 419 mau huyét thanh 1a 83 va 85.1%, gia tri cut-off 12 0,36.
Cung thoi diém do, tai Malaysia, Chieng va cs (2015) ciing cong bd xét nghiém
WC-ELISA c¢6 d9 nhay va do dac hiéu la 65,6% va 90% ¢ gia tri cut-off 1a 0,168.
Trén co s¢ tham khao cac cong bd noi trén, nghién ciu trong luan an nay da
lva chon 3 khang nguyén protein Hepl (BPSS1498); GroEL1 (BPSL2697) va AhpC
(BPSL2096); va khang nguyén toan té bao WC dé phat trién k§ thuat chan doan
mién dich ELISA. Chiang vi khuan B. pseudomallei VTCC 70157 c6 kiéu trinh tu
ST46 thuong gap o Viét Nam duogc sir dung lam ngudn khang nguyén dé phat trién
ki thuat ELISA chan doan nhanh melioidosis cho ddi twong nguoi Viét. Két qua
ctia nghién ciru sé 1a co so khoa hoc dé phét trién que test nhanh, dap ing dugc nhu
cau st dung tai chd cho cac bénh vién tuyén noi diéu kién co s vat chat con han
che.

1.5.2. Céch tiép can caa nghién ciu phat trién ky thuat phat hién vi
khuan B. pseudomallei ngoai médi truong

Nghién cau phat hién mot loai vi khuan nhét dinh tir mau dat bang ki thuat
nudi cdy ma trong mdi gram dat cé thé chira dén 10° CFU céc vi khuan khéac nhau 1a
mét thach thirc 16n va co thé gap phai nhiéu kho khin vé phuong phéap hoc, dic biét
la nhitng loai vi khuan ton tai nhung khong thé nubi cdy duoc (Bakken et al., 1987;
Giagnoni et al., 2018). Vi vay ma céac ky thuat phan tir xac dinh tryc tiép vi khuan
da duogc ap dung rong réi trong nhiéu nghién ctru (Thompson et al., 2017), trong d6
gom ca viéc xac dinh toan bo hé vi sinh vat dat trong dat trong IGa (Henckel et al.,
1999; Knief et al., 2012; Lu Y et al., 2006). Nghién ciru gan day d4 chiing minh ki
thuat xét nghiém truc tiép khong phu thudc nudi cay cac mau moéi truong bang

qPCR da diém c6 hiéu qua cao trong diéu tra sy ¢ mit cta vi khuan B.
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pseudomallei ngoai méi trudong va c6 d6 nhay cao hon dang ké so véi cac ky thuat
nudi cdy hién c6 (Gohler et al., 2017). Hon nira, nghién ciru ciing chi ra mdi tuong
quan giita ham luong cao DNA dic hiéu vi khuan B. pseudomallei trong dat véi kha
ning phan 1ap duoc loai vi khuan nay bang k¥ thuét nudi ciy theo huéng dan chuan
dugc khuyén nghi TBSS-C50 (Limmathurotsakul et al., 2013; Gohler et al., 2017).
Huéng dan chuan trong nudi cdy phan lap vi khuan B. pseudomallei tir mau moi
truong (Limmathurotsakul et al., 2013) dugc xem 1a nd lyc dau tién hét suc co y
nghia trong viéc tiéu chuan hoa k¥ thuat nudi cdy, mac du cac théng s quan trong
nhu thoi gian 1am giau, thanh phan méi truong ti wu, v.v... da khong duoc danh
gia trong cac nghién ctru riéng biét. Trén thuc té, huéng dan chuan s dung moi
truong TBSS-C50 ciing 1am giau cac vi khuan non-B. pseudomallei dén ndéng do
cao, dic biét 1a B. thailandensis, 10di vi khuan c6 nhiéu dic diém kiéu hinh dic biét
la hinh dang khuan lac trén dia Ashdown giéng véi B. pseudomallei nhung khong
gay bénh (Smith et al., 1997; Kespichayawattana et al., 2004). Ca hai loai vi khuan
nay ton tai ciing nhau trong méi truong tu nhién dan dén két qua nudi cdy am tinh
gia voi B. pseudomallei do kha nang sinh treong manh mé cua B. thailandensis
(Hantrakun et al., 2018). Cac nghién ctru trudc day ¢ Thai Lan va Viét Nam da chi
ra rang da s cac miu dat &m tinh véi B. pseudomallei biang nudi ciy déu nudi cay
phén lap dugc B. thailandensis (Trakulsomboon et al., 2000; Ngamdee et al., 2015;
Hantrakun et al., 2018). Mac du moi truong TBSS-C50 chira khang sinh giup tang
cuong tinh chon loc dbi véi B. pseudomallei nhung ngoai su canh tranh véi B.
thailandensis, cac vi khuan méi truong khéc ciing c¢6 dic diém khang tu nhién véi
cac nhom khang sinh st dung va do d6 xay ra su canh tranh véi B. pseudomallei
trong dich lam giau cling nhu trén dia thach Ashdown (Wuthiekanun et al., 1995;
Walsh et al., 2013).

Theo céc cong bé trude day, cac ki thuat phan tir xét nghiém tryc tiép ludn
phét hién s6 mau dwong tinh véi vi khuan B. pseudomallei cao hon nhiéu so vai s6

mau duong tinh vai B. pseudomallei bang phan 1ap truc tiép trén dia thach (Knappik
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et al., 2015). Diéu nay chung to c6 ti 1& 1én mau nudi ciy cho két qua am tinh gia
can duoc quan tdm khic phuc do k§y thuat phan tir phét hién truc tiép DNA cua vi
khuan B. pseudomallei trong dat hoic trong dich nudi cdy 1am giau chi 1a nhan dinh
ban dau vé khu vuc c6 nguy co 6 nhidm B. pseudomallei ma khong phan lap duoc
vi khuan phuc vu cho cac nghién ciu vé& doc luc, tinh khang khang sinh ciing nhu
cac nghién cau vé dich t& hoc phan tir (Knappik et al., 2015; Gohler et al., 2017;
Dance et al., 2018). Hon nita, so v6i k¥ thuat phan tir thi k§ thuat nuoi cay sé dé
dang dugc ap dung o nhimg ving dich t& melioidosis noi c6 diéu kién phong xét
nghiém con han ché.

Niam 1992, Yabuuchi va cs di cong bd vé cac dic diém trao d6i chat cua cac
loai thudc chi Burkholderia, loai vi khuan B. pseudomallei c6 thé dong hda
erythritol trong khi d6 cac loai Burkholderia spp. con lai, dac biét la B.
thailandensis, khong cé kha niang st dung ngudn dudng nay (Yabuuchi et al.,
1992). Dya trén kha ning sir dung erythritol cua loai vi khuan B. pseudomallei ma
duong nhu khong phd bién & cac loai Burkholderia spp. khac (Yabuuchi et al.,
1992), nghién ctru cta luan 4n di thiét ké moi trudng méi EM chira colistin dé phan
lap B. pseudomallei tir mau dat sir dung erythritol 1a ngudn carbon duy nhit. Nhu
vay, tinh chon loc ciia méi truong nudi cdy mai EM khéng chi duoc quyét dinh boi
khang sinh ma con bai ngudn carbon dic biét erythritol.

Trong nghién ciru ndy, quy trinh 1am giau vi khuan B. pseudomallei tir mau
dat sir dung moi truong moi EM va mdi truong theo huéng dan chuan TBSS-C50
duoc so sadnh, danh gid qua k¥ thuat [am giau mdt bude (48 gio va 144 gio) va lam
giau hai budc (budc 1 trong 48 gid va budc 2 trong 96 giod). Tong sd 640 dich nudi
ciy 1am giau cua 80 mau dat trén hai loai méi truong (TBSS-C50 va EM) sir dung
hai quy trinh nuéi cdy (lam gidu mot budc va hai budc) da duoc phan tich bang
real-time PCR TTSS1 va nudi cdy trén dia thach Ashdown dé danh gia hiéu qua cua

k¥ thuat nudi cdy méi.
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CHUONG 2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. NGUYEN VAT LIEU

2.1.1. Héa chit va thiét bj
2.1.1.1. Hoéa chat

Cac hoa chat dung trong nghién cau cua luan an duoc mua tir nha san xuat

uy tin, dam bao d6 dang tin cay cua thi nghiém (Bang 2.1).

Bing 2.1. Danh myc héa chat ding trong nghién ctu caa luan an

Tén héa chat

XUuat xir

Mueller Hinton agar
trypticase soy agar

(MHA), Luria-Bertani (LB) broth,

Becton, Dickinson
and Company (My)

KOH, L-threonine, erythritol, KH2POs, K:HPO4, MgS04.7H20,
CaCl,.2H20, NacCl, nitrilotriacetic, HsPOs 85%, FeS04.7H20,

ZnS04.7H20, CuS04.5H20, MnS04.H2O, Co(NO3).6H20, | Merck (DBtc)
Na;Mo004.2H20,  H3BOs, NHsH2PO4,  isopropyl B-D-
thiogalactopyranoside solution (IPTG), ampicillin va H>O, 30%

Crystal violet, neutral red, polyacrylamide, O-phenylenediamine Sigma (M$)

dihydrochloride (OPD)

Glycerol, chloroform, isoamylalcohol, phusion high-fidelity
DNA polymerase, kit GeneJET PCR purification, isopropyl - d-
1-thiogalactopyranoside, protein pageRulerTM unstained protein
ladder 10- 200 ka, methanol, acetic acid, polyvinylidene
difluoride, PierceTM 1-Step Ultra TMB, Tris-HCI, Na;EDTA,
NaCl, cetyltrimethyl ammonium bromide, lysozyme, protease K,
sodium dimethyl sulfate (SDS), isopropanol, gPCR Mastermix

ThermoFisher
Scientific (My)

2X,  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside  (X-Gal),

enzyme gigi han Esp3l, va mang polyvinylidene difluoride

(PVDF)

Khang thé dé khang khang thé nguoi 1gG cong hop horseradish Abcam (M)
pe(omdase ‘

Moi real-time PCR BpTT4176F, BpTT4290R va dau do

BpTT4208P IDT (M§)

Bo mdi khuéch dai 7 house-keeping gene cho phan tich MLST
B6 moi khuéch dai cac gen ma hoa protein khang nguyén

Agarose, bovine serum albumin (BSA), coomassie brilliant blue
va tween

Bio Basic (Canada)

Vector pPSG-IBA3 va b Kit tinh sach protein Strep-tactin XT

IBA (Puc)

Gentamicin

Vidipha (Viét Nam)

Colistimethate natri

Polfa-tarchomin (Ba
Lan)
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- CAu trdc cua vector pPSG-IBA3 ding cho nhan dong va biéu hién gen ma

hoa protein khang nguyén:

pPSG-IBA

AAATTAATACGACTCACTATAGGGAGGCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGA
[ T7prom >
[ PSG-Primer-for >
I IﬂtEgFﬂﬂOh site 1
Esp 3 Esp 3
AGGAGATATACAAatgAGAGACG LacP/Z (683 bp) CGTCTCAGggaGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCGARAAATAA
| Strep-tag
M G 85 A W 8§ H P @ F 5 K
- your protein I T T T T T T T T T T T
1 1 2 3 4 5 6 7 8 3 10 i
GGBAGCCACCOGCAAGCTTGATCCGEC TG TAACAAAGCCCOAAAGGAAGCTGACGTTGGCTEGCTECCACCGCTEAGCAATAACTAG!

< PSG-Primar-rav |

Hinh 2.1. Cau tric vector pPSG-IBA3 (Ngudn: IBA)

Vector pPSG-IBA3 c6 kich thudc 3.496 bp, st dung promoter T7, mot
promoter manh duoc kiém soat chat ch&, dam bao protein tai to hop duoc téng hop
chi khi c6 mat chat cam ung IPTG. Tai dau C cua vector c6 trinh ty ma héa cho 11
protein cua dudi Strep-tag gitip protein dich tao ra d& dang duoc tinh sach bang sic
ky &i luc. Vector ¢6 hai vi tri cit caa enzyme gidi han Esp3l [CGTCTC(N1/N5)].
Vector dugc thiét ké sao cho gen dich duoc gin vao vector géc tai hai vi tri cat
enzyme Esp3l. Vector mang gen ampR nén dé dang chon loc dong vi khuan mang
vector trén moi trueong cO chaa khang sinh ampicillin. Vector mang gen lacZ, ma
hoa cho tiéu phan o cua B-galactosidase, nim ¢ giira hai vi tri cit cua enzyme gigi
han Esp3l, gidp chon loc nhitng khuan lac ¢ gen chén dya trén su chon loc mau sic

trang/ xanh cua khuan lac.
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2.1.1.2. Thiét bj

Thiét bi dugc sir dung cho nghién ctu cua luan an 1a gdm cac thiét bi su
dung cho nudi ciy vi sinh va cho cac thi nghiém sinh hoc phan tir, mién dich thudc
Vién Vi sinh vat va Cong nghé¢ sinh hoc (Vién VSV&CNSH) (Bang 2.2).

Bang 2.2. Danh myc cac thiét bj dung trong nghién ctiu caa luan an

Tén thiét bi Xuét xi
Ta cdy an toan sinh hoc cép I Nuaire, My
Noi hap vé tring 110 L Hirayama, Nhat
Ta 4m Eyela,Nhat
May lac on nhiét Amerex, My
May dinh lugng DNA NanoDrop 2000 ThermoFisher Scientific, My
May PCR Biometra Trio, may soi gel DNA Analytik Jena, Btc

May dién di DNA, may dién di protein, may chuyén

mang SD10, may bloting Cleaver Scientific, Anh

May doc dia ELISA 800 TS Microplate Reader, may

rira dia ELISA 500 TS BioTek, My
Is\gllz’ttye rTI]DCR Mastercycler ep realplex real-time PCR Agilent, M§
May ly tim, may G nhiét c6 rung lac Eppendorf, M§
Can dién tir 3 s6 va 4 s6 Sartorius, Dtic
May do pH Horiba, Nhat

2.1.2. Chiing vi khuin

Chung vi khuan B. pseudomallei NA23 dugc sir dung dé chuan bi khang
nguyén toan té bao va khang nguyén protein tai to hop. Ching dugc luu giit tai
Trung tdm Ngudn gen Vi sinh vat Qudc gia (VTCC), Vién VSV&CNSH véi ma s6
VTCC 70157. Ching VTCC 70157 duoc phan lap tir bénh nhan nam 49 tudi, c6
biéu hién nhidm khuan huyét kém viém phoi tai BVDK tinh Nghé An nim 2015.
Trinh tu kiéu gen cua chung VTCC 70157 dugc xac dinh ST 46 va dugc dang ky
trén co so dir liéu MLST (https://pubmlst.org/bpseudomallei/). ST 46 1a kiéu trinh
tu gen thuong gip trong 1am sang va ngoai moi truong Viét Nam (Phuong & Trung

etal., 2008; Trung et al., 2019).
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Dong vi khuan Escherichia coli DH5a (Thermo Scientific) c¢6 kha ning bién
nap plasmid cao va d& dang vé6i s6 luong ban sao 16n va 6n dinh. Dong vi khuan
chtra plasmid mang gen duoc sang loc bang cic phuong phap sang loc khuan lac
trang xanh trén méi trudng chira X-gal.

Dong vi khuan E. coli BL21 (DE3) pLysS (Thermo Scientific) cho phép biéu
hién protein tai to hop hi¢u suét cao dudi su kiém soat cta promoter T7.

2.1.3. Miu huyét thanh

2.1.3.1. Mdu huyét thanh cho phat trién kj thudt xét nghiém melioidosis

185 mau huyét thanh duoc thu tai 4 BVDK céc tinh: Bic Giang (n=13),
Nghé An (n=76), Ha Tinh (n=13) va Binh Dinh (n=83) trong khoang thoi gian tir
thang 1/2018-12/2020. Méu huyét thanh dugc thu bang dng khong chtra chat chong
dong va duoc chia thanh 3 nhom: (1) nhom duong tinh véi melioidosis dugc khang
dinh bang xét nghiém nudi ciy (n=63, tudi tir 8-76, ti 1& nam/nit =2,3); (2) nhom
duong tinh v6i nhim khuan khac duoc khang dinh bang xét nghiém nudi cdy
(n=62, tudi tir 15-96, ti 18 nam/nir =2,3) va (3) nhom khoe manh (n=60, tudi tir 18-
86, ti 1¢ nam/nit =2,0) (Bang 2.3).

Bang 2.3. Bo 185 mau huyét thanh thu tai BVDK Béc Giang, Nghé An, Ha Tinh, Binh
Dinh phat trién k§ thuat xét nghiém melioidosis

STT | Loai miu huyét thanh S6 lwong Ti 1¢ nam/nir Do tudi
1 Duong tinh véi melioidosis 63 2,3 8-76
2 | Nhiém khuan khac 62 2,3 15-96
3 Khoée manh 60 2,0 18-86

Véi nhém nhiém trang melioidosis, huyét thanh duoc thu khi c6 két qua xét
nghiém nudi cdy tai thoi diém 3-10 ngay sau khi nhap vién. O nhom nhiém khuan
khac, bénh nhin dugc chan dodn nhiém céc loai vi khuan Acinetobacter spp. (n=2),
Enterococcus spp. (n=2), Enterobacter cloacae (n=1), Escherichia coli (n=28),
Klebsiella pneumoniae (n=10), Pseudomonas spp. (n=4), Salmonella spp. (n=1),
Staphylococcus aureus (n=8), va Streptococcus spp. (n=6). Cac loai vi khuan trén
dugc dinh danh bang cac hé thdng dinh danh ty dong nhu Phoenix 100 (Becton, and
Dickinson and Company, USA) hodc Vitek 2 Compact (Biomerieux, France). O
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nhom khoe manh, huyét thanh dugc thu tir bénh nhan kham suc khoe dinh ky tai cac

bénh vién.

Do mau chuén huyét thanh melioidosis khong luu hanh thwong mai, nén luan
an da su dung bo huyét thanh melioidosis thu thap da dang tir cic bénh vién tai cac
khu vuc khac nhau dé phat trién k§ thuat ELISA. Toan bd cic miu huyét thanh
dugce xac dinh 13 nhiém trung melioidosis bang xét nghiém nudi ciy phat hién vi
khuan B. pseudomallei - 1 “tiéu chuan vang” trong chuan doan melioidosis.

2.1.3.2. Mdu huyét thanh cho danh gid k thudt xét nghiém melioidosis

Mot bo huyét thanh khac gdm 1.011 méu dugc thu vao thang 10-11/2020 tai
BVDK tinh Ha Tinh (n=511) va BV TU Hué (n=500). Huyét thanh dugc thu tai
thoi diém ngay thir 1 dén 5 sau khi bénh nhan nhap vién véi cac biéu hién nghi ngo
nhiém melioidosis nhu sot kéo dai nhung chua r& cin nguyén; sét kéo dai kém theo
mot s6 ddu hiéu viém phdi; dau tirc & cac ving ndi tang; viém tiy co xuong khép;
c6 thé bi chan doan nham thanh u phdi, u gan, u lach, u tién liét tuyén; co cac yéu tb
nguy co nhiém melioidosis nhu tiéu dudng, nghién ruou, ding corticoid 1au ngay,
suy gan than, c6 tiép xuc véi dat, nudc, dén tir vang 1ii va ving dich t& melioidosis.

Tt ca cac mau huyét thanh dugc guri vé Vién VSV&CNSH trong hop bao quan
lanh chira da gel va sau d6 duoc bao quén tai -70°C cho céc thi nghiém tiép theo.

2.1.3.4. Van dé dao dirc trong nghién ciru

Noi dung nghién ctru cta luan an lién quan dén thu thap va st dung méu
bénh phém, thong tin bénh nhan da dugc Ho1 déng Y duc, truong Pai hoc Y Duogc,
DHQGHN thong qua tai Gidy chap thuan s6 04/2020/CN-HDDD ngay 20/5/2020.

2.1.4. Mau méi truong

2.1.4.1. Mau dat dimg cho phdt trién ky thudt nudi cdy

Vao thang 6-7/2018, c¢6 80 miu dat duogc 14y tai 16 diém, trong d6 9 diém &
c4c tinh Bic Trung Bo (noi dugc bao cdo co nhiéu ca nhidém melioidosis), gom
Thanh Hoéa (n=3), Ha Tinh (n=6); va 7 diém & cac tinh Nam Trung Bo (noi chua
c6 ca melioidosis nao dugc ghi nhan trudc do), gdm Quang Ngii (n=2), Binh
Dinh (n=3), Phti Yén (n=1) va Khanh Hoa (n=1) (Bang 2.4). Cac diém ldy miu
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nam trong rudng lta va duoc lya chon dua trén két qua diéu tra phan bd cua B.
pseudomallei ngoai méi trudng nam 2015-2016 (Pé tai RENOMAB, 2014-2017,
PGS. TS. boan Mai Phuong va TS. Trinh Thanh Trung).

Tai mdi diém, 5 mau dat duoc léy tai 5 vi tri & do sau 30 cm béng dung cu
khoan dit chuyén dung. Khoang cach giita cac vi tri iy mau dat tir 10-20 m. Sau
mdi 1an 14y mau, dau khoan dugce rira sach bang nudce udbng dong chai va khir triung
bang cén 70%. Khoang 200 g dit duoc bao quan riéng biét trong tui zip, dat trong
hop x6p va chuyén ngay vé Vién VSV&CNSH.

Bang 2.4. Thong tin ciia 80 mau dat ding cho nghién ctru phat trién ky thuat nudi ciy

Khu vue Tinh S6 diém | S6 miu Ghi chu
) Thanh Héa 3 15 ba tung phan 1ap duoc vi
Bac Trung Bo o khuén B. pseudomallei/ba ghi
Ha Tinh 6 30 nhan ca nhiém melioidosis
Quang Nam 2 10
Binh Dinh 3 15 Chua tung phan 1ap dugc vi
Nam Trung Bo — khuan B. pseudomallei/Chua
Phu Yen 1 5 ghi nhan ca nhiém
Khéanh Hoa 1 5

2.1.4.2. Mdu nuéc rugng lGa tai Triéu Son - Thanh Hoa

Hinh 2.2. Vi tri thu mau nudc rudng laa tai Triéu Son - Thanh Hoa
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Niam 2019, 800 mau nudc rudng laa da duoc thu tai 100 vi tri khac nhau

(mdi vi tri cach nhau 2,5 m) vao 8 thoi diém trong thoi gian canh tac lua (27/2;

10/4; 9/5; 23/5; 11/6; 16/7; 15/8 va 20/9) tai xa Dan Luc, huyén Triéu Son, tinh

Thanh Hoéa (Hinh 2.2). DBé tranh nham 1an, vi tri thu miu duoc danh dau bang coc

tre theo thir ty tir 1-50 T va 1-50 P. Tai mdi vi tri, 300 mL nudc rudng duoc léy vVao

chai nuéc udng déng chai sach (loai bé nuée co sin trong chai ngay trude khi thu

mau). Mau nudc duge van chuyén vé Vién VSV&CNSH ngay trong ngay.
2.1.4.3. Mdu dat va nuée tai Séc Son - Ha Néi

Mau dat va nudc trong khu vuc gia dinh c6 3 tré em tir vong do melioidosis va

khu vuc xung quanh (thén D6 Luong, xi Bac Son, huyén Soc Son) duoc thu vao 2 dot.

Bang 2.5. Thong tin mau d4t va nudc thu tai gia dinh nan nhan va khu vyc xung quanh

Loai miu S0 lugng | S0 vi Ghi chd
mau tri
Thu méu lan 1 (17/11/2019)
DAt vuon trude nha 7 7 Do sau 10 cm, 100 g/méu
Nudc giéng A (téc nudc) 3 1 | 300 mL/miu
Nuéc giéng B 3 1 300 mL/mau
Nudc giéng C 3 1 | 300 mL/miu
Nuéc udng 1 1 | 300 mL/mau
Thu méu lan 2 (23/11/2019)
Dat vuon sau nhd (xung | 45 10 | P sau 10-50 em, 100 g/méu
quanh giéng A)
Dit ruong 40 8 Do sau 30 cm
Nuce gibng A 1 020 e gphit 240
Nuéc giéng B 3 1 300 mL/mau
Nudc giéng C 3 1 | 300 mL/mau
Nuéc giéng hang x6m 33 11 | 300 mL/mau
Nuéc ao 30 10 | 300 mL/mau
Tong s6 198 53

Dot 1 (17/11/2019): thu 7 mau dat vuon ¢ d6 sau 10 cm, 9 mau nudc giéng

tir 3 giéng (giéng tim A, giéng chin nudi B va giéng dn C) va 1 mau nudc uong cua
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gia dinh nan nhan. Do tinh chit khan cip cua nghién ctru nén viéc 1ldy miu dugc
tién hanh ngay trong dém nhan dugc thong tin vé ca bénh melioidosis, dan dén viéc
dung cu khoan dat chuyén dung khong duoc chuén bi kip thoi (dung cu khoan dat
duoc muon tir don vi nghién ctru khéc), vi vy, ¢ dot 14y miu dau tién, miu dat chi
duoc thu 6 do sau 10 cm.

Dot 2 (23/11/2019): thu 46 mAu dat vuon tai 10 vi tri quanh giéng A & cac do
sau khac nhau (10-50 cm); 40 mau dat rudng tai 8 rudng laa ¢ do sau 30 cm; 26
mau nudc giéng tir giéng A sau mdi 5 phut bom tir phiit 0 dén 240; 39 miu nudc
giéng tir giéng B, C va 11 giéng cta cac ho hang x6m; 30 mau nudc ao tir 10 ao
xung quanh khu dat nha nan nhan. Thong tin chi tiét dugc trinh bay ¢ Bang 2.5 va
Hinh 2.3.

21.375

21.370

N y . 1 g K 1
105.790 105.795 105.800 105.805 105.8

Hinh 2.3. Vi tri thu mau dat va nudc tai Soc Son. Duong vien mau do 1a khu dat cua gia
dinh nan nhan (chim tron do- gleng A, cham tron vang- gleng B, C). Pudng vién mau vang
1a cac ruong lua duoc 1y mau dat. Hinh tron mau vang-giéng cia hd hang x6m, hinh
vudng mau vang-ao
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2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.2.1. Ky thuit ELISA xét nghiém nhanh melioidosis

2.2.1.1. Chudn bi khdng nguyén toan té bao

Pé chuin bj khang nguyén toan té bao (whole cell-WC), ching vi khuan B.
pseudomallei VTCC 70157 duoc nudi ciy trén mdi trudsng MHA & 37°C trong 24
gid (Chantratita et al., 2007; Suttisunhakul et al., 2016). Sau d6, t& bao vi khuin
duogc thu bang cach sir dung tim bong vo trung gat khuan lac hoa vao nude Milli-Q
dé duoc dich huyén phit c6 ODgoo=1. Dich huyén phu duoc xir 1y nhiét & 80°C trong
20 phut dé giét chét vi khuan. Sau khi xt 1y nhiét, dich huyén phu dugc cdy ria
kiém tra trén moi truong MHA dé dam bao tat ca cac té bao vi khuan da bi giét chét
trudce khi duge st dung lam khang nguyén.

2.2.1.2. Chuan bi khdang nguyén protein tdi t6 hop

Tao dong va biéu hién protein khdng neuyén

DNA cua chung B. pseudomallei VTCC 70157 duoc tach chiét st dung

chloroform: isoamyl alcohol. N6ng d6 va do tinh sach ciia DNA dugc kiém tra trén
may NanoDrop 2000. PCR khuéch dai cac gen BPSS1498, BPSL2697 va BPSL2096
ma hda cac protein Hepl, GroEL1 va AhpC duoc thuc hién voi téng thé tich phan
g 1a 25 pL st dung Phusion High-Fidelity DNA Polymerase va cap mdi dac hiéu
da dugc mo ta trong nghién ciru cua Burtnick va cs (2011), Kohler va cs (2016) va
dugc thiét ké phu hop voi trinh ty nhan biét cua enzyme giGi han Esp3l la
CGTCTC(N1/N5) sir dung cong cu thiét ké Eurofins (Bang 2.6). Chu trinh nhiét

dugc thuc hién trén may PCR Biometra Trio v&i diéu kién phan tmg 13 95°C trong
30 giay; 35 chu ky (95°C trong 10 giay; 61°C trong 30 giay; 72°C trong 45 giay);
72°C trong 5 phdt. San pham PCR c6 kich thudc theo du doan 507 bp, 1.638 bp va
546 bp twong ung voi cac gen BPSS1498, BPSL2697 va BPSL2096 duoc kiém tra
trén gel agarose 0,8%. Sau d6, san pham PCR duoc tinh sach bang Kit GeneJET
PCR purification theo huéng din ctia nha san xuat trude khi dwa vao vector pPSG-

IBA3 va nhan dong trén chung E. coli DH5a.
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Bang 2.6. Thong tin vé cac cdp mdi ctia 3 gen ma hoa khang nguyén protein

Ky hiéu Kich thwée | Trinh tw mdi xudi va vi | Trinh tw modi nguoc va vi
T ;& ;L

gen gen (bp) | tricat cia enzyme Esp3l | tri cat cia enzyme Esp3l
1 BPSS1498 507 AGCGCGTCTCCAATGCT | AGCGCGTCTCCTCCCGC
GGCCGGAATATA CATTCGTCCAGTTTGCG
AGCGCGTCTCCAATGGC | AGCGCGTCTCCTCCCCA
2 BPSL2697 1.638 AGCTAAAGACGTCGTAT | TGTCCATGCCCATGCCG

TCGG CcC
3 BPSL2096 546 AGCGCGTCTCCAATGAA | AGCGCGTCTCCTCCCCA
GACCGTGGGCGATAA GCGTCGCGCCGCCGATC
Plasmid pPSG-IBA3:BPSS1498; pPSG-IBA3:BPSL2697, pPPSG-

IBA3:BPSL 2096 dugc tach chiét tir cac khuan lac E. coli DH5a trang trén thach
LB chtra X-gal 20 mg/mL trudc khi bién nap vao chung E. coli BL21(DE3) pLysS.
Céc dong vi khuan mang plasmid tai t6 hop duoc nudi cdy trén 20 mL méi truong
LB long chtra ampicillin 100 pg/mL va 10 pL IPTG 1 M dé biéu hién cac protein
Hcpl, GroEL1 va AhpC. Sau 4 gio nudi cay ¢ 37°C, 160 vong/phit, té bao vi khuan
dugc thu bang cach ly tim 8.000 vong/phut trong 5 phat va duoc luu gitt ¢ -20°C
cho cic bude thi nghiém tiép theo.

Tinh sach protein khang nguyvén

Té bao vi khuan biéu hién protein tai t6 hop duoc hoa vao dém W (Tris/HCI
100 mM, pH 8,0; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; IBA, btic) chira urea 6 M, 1 ¢ nhiét
d6 phong trong 3 gid, sau d6 ly tim & 8.000 vong/phat trong 30 phat. Phan dich
huyén phu duoc tai 1én cot Strep-tactin XT. Quy trinh rira va thu hdi protein khang
nguyén tai to hop dugc thuc hién theo huéng dan ciia nha san xuat. Protein tai to
hop dugc tinh sach va dinh luong bing phuong phap Bradford sir dung chit chuin
bovine serum albumin (BSA) vai day pha loang 10-80 pg/mL trong dém phosphate-
buffered saline (PBS). Dung dich Bradford duoc chuan bi dung dich c6 thanh phan
gom: coomassie brilliant blue G-250 100 mg; ethanol 95% 50 mL; H3PO4 85% 100
mL va nudéc cat di 1 L. Dya trén mdi twong quan giita ndng d6 BSA (ug/mL)
va gia tri ODsgs dé xay dung duodng chuan dang: y = ax + b, trong d6 x la
nong do BSA (ng/mL), y 1a gia trji ODsgs.
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Ky thuat SDS-PAGE

Céc phan doan tai miu, rira cot va thu hoi protein tai t6 hop trén cot Strep-

tactin XT, cung thang chuan protein PageRuler™ Unstained Protein Ladder 10 to
200 kDa dugc dién di trén gel SDS-PAGE (kich thudc 8x8,5 cm) voi
polyacrylamide 15%, 120 V trong 2 gi¢. Ban gel sau khi dién di dugc nhuém vai
coomassie brilliant blue 0,1% trong 30 phut, va duoc tiy bang dung dich tdy mau
(methanol 40% va acetic acid 10%) trong 45 phut va dich tdy mau duoc thay sau
moi 15 phut (Burtnick and Brett, 2013).

K7 thudt Western Blot

Protein trén gel SDS-PAGE sau dién di duoc chuyén 1én mang
polyvinylidene difluoride (PVDF) bang may chuyén mang, 30 V trong 1 gid. Mang
PVDF sau d6 dugc ngadm védi dém PBS chura 5% BSA va 0,05% tween 20, rua 3 lan
v6i dém PBS va u voi khang thé dé khang khang thé nguoi IgG cong hop
horseradish peroxidase (pha loang trong dém PBS 1:10.000). Sau khi rira v&1 dém
PBS, mang duogc U voi dung dich co chat TMB dén khi xuat hién mau phan tng
(Burtnick and Brett, 2013).

2.2.1.3. Ky thudt ELISA cho xét nghiém nhanh melioidosis

Ky thuat ELISA dugc thuc hién theo mo6 ta cia Pumpuang va cs (2017).
Nong d6 t6i uu ciia khang nguyén protein tai to hop gin 1én dia ELISA duoc xac
dinh trén bo mau huyét thanh cta bénh nhan nhiém melioidosis da khang dinh bang
nudi cdy (n=5) va ngudi khoe manh (n=5). Khang nguyén protein dugc pha loing
trong dém PBS dé dat ndng do tir 0,05-3,0 pg/mL trude khi gin 1én dia ELISA.

Céc dia ELISA (loai 96 giéng, day phang, Corning, M¥) duoc chudn bi bang
cach phii 100 pL khang nguyén WC hoidc 50 uL mdi loai khang nguyén protein tai
t6 hop va t 4°C qua dém. Protein du thira duoc loai bo va ria 3 1an v6i dém PBS
chtta 0,05% tween 20. Sau khi u véi dém PBS chita 1% BSA, huyét thanh thir
nghiém (da pha lodng véi dém PBS 6 ty 1& 1:4.000) duoc tra vao cac giéng ELISA.
Sau khi rira dia 3 1an, mdi giéng dugc bo sung 100 pL khang thé dé khang khang
thé nguoi IgG cong hop horseradish peroxidase (pha lodng trong dém PBS
1:10.000) va u & 37°C trong 1 gid. Sau khi d6 bo dich du thira va rira dia 3 1an, cac
giéng dugc bo sung 100 pL dung dich co chat OPD [(100 mL dung dich O-
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phenylenediamine dihydrochloride 0,016% chira 16 uLL H202 30%), u 30 phut trong
t6i & nhiét do phong. Sau d6 50 pL dung dich H2SO4 2 M duoc bd sung vao cac
giéng dé dimg phan tng va do cudng d6 mau tao thanh & budc song 490 nm trén
may 800 TS Microplate Reader. Thi nghiém dugc lap lai hai 1an ddi véi mdi miu
huyét thanh. D6i chimg dwong 13 miu huyét thanh thu tir cdc bénh nhan dwong tinh
v6i melioidosis d khing dinh bing nudi cy; d6i ching 4m 1a mau huyét thanh thu
tor nguoi khde manh.

bJ pha loang huyét thanh 1:4.000 duoc st dung trong toan bg luan an céan ctr
vao thi nghiém danh gid hé s6 pha lodng huyét thanh 1:500-1:1.024.000. Gia tri
huyét thanh pha lodng (serum titer) duoc xac dinh dwa vao gia tri cut-off cua xét
nghi¢ém ELISA dam bao d¢ dac hi€u ctia xét nghi€ém >95%. Tu do, gia tri pha loang
huyét thanh ctia m&i miu duwong tinh dugc xac dinh bang gia tri pha lodng téi thiéu
tuong tng voi gia tri doc OD490 nm 16n hon hodc bang gia tri cut-off. Tuwong tu,
gia tri pha loang ctia mdi mau 4m tinh duoc xac dinh bang gia tri pha loang t6i thicu
tuong tng voi gia tri doc OD490 nm nho hon gia tri cut-off (Phy luc 12, 13).

2.2.2. Ky thuit nudi cdy lam giau phat hién B. pseudomallei ngoai
moi trudng

2.2.2.1. Chudn bi méi truong nudi cdy

- Thanh phan méi trudng lam giau TBSS-C50 (Threonine-basal salt solution
containing colistin) dugc trinh bay ¢ Bang 2.7.

Bang 2.7. Thanh phan mi trudng TBSS-C50 co ban (Galimand and Dodin, 1982)

Thanh phin Khoi lwgng/thé tich
KH2PO4 0,459
K2HPO4 1,73 ¢
MgS04.7H20 0,12¢
CaCl2.2H.0 0,029

NaCl 10 g
Nitrilotriacetic 0,29

Dung dich mubi khoéng 20 mL

Nuée cit vira du 900 mL
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Moi trudong sau khi pha dwge chinh dén pH 7,2 bing dung dich KOH 1N,
khur trung ¢ 121°C trong 20 phut. Sau do, 5,96 g L-threonine duoc pha trong 100
mL nude cit va loc vo trung trude khi bd sung vao dung dich TBSS-C50 co ban.
Cudi cung, 1 triéu don vi colistimethate natri dugc hoa tan trong 2 mL nudc cat va
bd sung vao méi trudng co ban dé dugc méi trudng lam giau TBSS-C50 chia 50
mg/L colistin (Limmathurotsakul et al., 2013)

- Thanh phan dung dich mubi khoang dugc trinh bay ¢ Bang 2.8.

Bang 2.8. Thanh phan dung dich khoang (Galimand and Dodin, 1982)

Thanh phin Khoi lwong/thé tich
H3PO4 85% 2,31 mL
FeS04.7H0 0,56 g
ZnS04.7H0 0,30g
CuS04.5H20 0,029
MnS04.H20 0,13 g
Co(NOs3).6H20 0,03 g
Na:Mo004.2H20 0,03¢g
H3BOs 0,06 g

Nuéc cat vira du 1.000 mL

Dung dich mudi khoang duogc khtr tring 121°C trong 20 phit.
- Thanh phan méi truong lam giau EM (Erythritol medium) duoc trinh bay &
Béang 2.9.

Bang 2.9. Thanh phan mdi trudng lam giau EM co ban

Thanh phin Khoi lwgng/thé tich
KH2PO,4 0,459
K2HPO4 1,73 ¢
MgS04.7H20 0,12 g
CaCl2.2H,0 0,02 g

NaCl 10 ¢
NHzH2PO,4 2,15 g

Dung dich mubi khoéng 20 mL

Nudce cét vira du 900 mL
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Moi trudong sau khi pha dwge chinh dén pH 7,2 bing dung dich KOH 1N,
khu trung ¢ 121°C trong 20 phut. Sau do, 5,96 g erythritol dugc hoa tan trong 100
mL nudc cit va loc vo trung trude khi bd sung vao moi truong EM co ban. Cubi
cung, 1 triéu don vi colistimethate natri dugc hoa tan trong 2 mL nudc cat va bd
sung vao mdi truong EM co ban dé duge méi truong 1am giau EM chira 50 mg/L
colistin.

- Thanh phan méi truong thach Ashdown dugc trinh bay & Bang 2.10.

Béng 2.10. Moi truong thach Ashdown (Ashdown, 1979a)

Thanh phin Khoi lwong/thé tich
Trypticase soy agar 10¢g
Glycerol 40 mL
Crystal violet 5mg
Neutral red 50 mg

Nudc cat vira du 1000 mL

Moi truong duoc khir trung ¢ 121°C trong 20 phdt. Sau khi moéi truong ha
nhiét d6 xudng khoang 60°C, 5 mg gentamicin dugc hoa tan vio trong 2 mL nudc
cit va bd sung vao méi trudng Ashdown trude khi d6 dia.

2.2.2.2. Ky thudt nudi cdy lam giau phdt hién B. pseudomallei ngoai moi
truong

Mau dat (khoang 100 - 200 g) dugc dong nhat trude khi thuc hién cac thi
nghiém phan tich so sanh cac k¥ thuat nudi cdy khac nhau. So do bé tri thi nghiém
tai Hinh 2 4.

Nudi cdy lam giau budc 1:

- Can 20 g dat vao binh tam giac 100 mL, bd sung 20 mL nudc d khir tring,
va lic ¢ 160 vong/phut trong 1 gio.

- Huyén dich dét dugc chia thanh hai phan bang nhau véo hai dng falcon 50 mL.

- Sau do, 10 mL mdt trong hai loai moi truong EM hoac TBSS-C50 véi nff)ng
d6 gap do6i (2X) dugc bo sung vao mdi dng huyén dich dat.

- Péng nhe ndp dng va u & 40°C, trong 48 gio.
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- Ong duoc voltex déu trong 10 gidy va dé ling 1 gio. Pay duoc coi 1a dich
lam giau TBSS-C50 48 gio va EM 48 gio.

Nudi cdy lam giau budce 2:

- 1 mL dich lam giau TBSS-C50 48 gid hoic EM 48 gio duoc ciy chuyén
sang 6ng falcon méi chira 9 mL mét trong hai loai méi trudng TBSS-C50 hoic EM
vau ¢ 40°C trong 96 gio.

- Ong nudi cay lam giau TBSS-C50 va EM 48 gid dugc u tiép téi 144 gid.

- Nhu vy, qua hai budc nudi cdy lam giau, tr mot mau dat ban dau sé co
mot bd gom 8 mau: TBSS-50 48 gio; TBSS-50 144 gio; TBSS-C50 48 gio + TBSS-
C50 96 gio; TBSS-C50 48 gio + EM 96 gio; EM 48 gio; EM 48 gio + TBSS-C50
96 gio; EM 48 gio + EM 96 gio; va EM 144 gio.

- Céc dich nudi cdy lam giau nay dugc ding cho phan tich dinh tinh vi khuan
B. pseudomallei bang k¥ thuat cay trai trén thach dia Ashdown va real-time PCR
TTSS1.

96 gier, 40°C

10 mL huyén dich dAt T'BSS—CSO 43 &...; .....................
+10 mL TBSS-C50 2X TBSS-C5043 giv 1 mL TBSS.C50 48 ol ®TBSS-C50 48 giv ¥

FOmLEESS 0 | L TBSS €50 48 it +TBSS-C50 96 gier
+9mLEM [ _] TBSS-C50 48 gi
(o)) - M %6 gio
48 gia, 40° ﬁ Lam giau b 96 gier, 40°C [0) Real-time PCR TTSS1
Huyeé én dich dat :> [©)] =
[ ===

' 4

/ /

e 10 mL huyén dich d4t e
0 g dai +10 :.}_e ;\1czx ’ EM 48 gie 1ml EMdS gis il i i
20 mL me +9 mLTBSS-C50 . j BMaew . \ i
[ -] 1 mL EM 48 gi¢r +TBSS-C50 96 giopar 4o giv v
(160 vong/phit, +9mLEM . = + EM 96 gify e
lgis L = =3 P N
== 48 gid, 40° L m giau bugc 2 96 gid, 40°C 0) \\_,/\
- i> ﬁ'ﬁ — 1%
® Ashdown agar
’ ’
96 giv, 40°C : : b
Nubi ciy lam gidu buée 1 Nuéi cay lam gidu bwéc 2

Hinh 2.4. So d6 b tri thi nghiém phat trién k¥ thuat nudi cay lam giau dé phat hién vi
khuan B. pseudomallei ngoai moi truong
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2.2.2.3. Ky thudt pha lodng cdy trdi

Céc dich lam giau duoc pha lodng va cdy trai trén dia thach Ashdown. Sau
khi 0 & 40°C trong 4 ngay, khuan lac B. pseudomallei dugc nhan biét dya trén dic
diém hinh thai dién hinh. Cac khuan lac c6 hinh thai nghi ngo, khong dién hinh
duoc dinh danh béng real-time PCR TTSS1.

2.2.2.4. Ky thudt real-time PCR TTSS1

HGt 0,5 mL mdi loai dich 1am giau vao dng eppendorf 1,5 mL va ly tim
8.000 vong/pht trong 10 phat, thu cin té bao. B6 sung 200 uL dém pha té bao [Tris
HCI 100 mM; Na;EDTA 100 mM, NaCl 1,5 M; cetyltrimethyl ammonium bromide
(CTAB) 1%, pH 8,0]; 10 puL lysozyme (50 mg/mL) va 2,5 puL protease K (10
mg/mL) va & & 37°C trong 30 phat. B4 sung 50 puL SDS (20% w/v) tiép tuc u &
65°C trong 2 gid. Thém vao hon hop 265 pL chloroform: isoamyl alcohol (49:1) va
tron déu bang cach ddo 6ng nhe nhang 30 lan. Ly tm 13.000 vong/pht trong 10
pht, sau d6 hat 100 L dich ndi dugc hat sang dng eppendorf méi va thém 60 pL
isopropanol, i & -20°C trong 2 gio dé két tia DNA. Ly tim & 13.000 vong/phut
trong 10 phut thu can DNA, sau d6 rua hai lan véi ethanol 70% lanh, 1am kho &
nhiét do phong va hoa tan trong 50 pL nudc MQ. Pinh lugng DNA bang may
NanoDrop 2000.

DNA B. pseudomallei c6 trong dich lam giau dugc dinh luong bang real-
time PCR TTSS1 (Novak et al., 2006). Phan tng real-time PCR 25 pL bao gém cac
thanh phan 12,5 pL qPCR Mastermix 2X; 8 pL nuwéc MQ; 1 pL mdi xudi
BpTT4176F (500 nM/uL phan tng); 1 pL moi ngugc BpTT4290R (500 nM/puL
phan tng); 0,65 uL dau do BpTT4208P (320 pM/uL phan Gng); 1 pL DNA vi
khuan. Trinh ty moi va dau do duoc trinh bay tai Bang 2.9. Phan {ng real-time PCR
TTSS1 dugc thuc hién trén may Mastercycler ep realplex real-time PCR system véi
chu trinh nhiét 50°C trong 2 phut dé kich hoat uracil DNA glycosylase (UDG), 95°C
trong 5 phut; 40 chu ky nhiét 95°C trong 15 gidy, 60°C trong 1 phut. Tai lugng
DNA B. pseudomallei trong dich 1am giau duogc thé hién bang gia tri cycle threshold

(Cr1) dugc tinh toan tw dong nhd phan mém realplex version 2.2. Mau cé két qua
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duong tinh véi real-time PCR duogc dinh nghia 14 sy xuit hién duong cong huynh
quang trén ngudng. Cac mau c6 gia tri Ct trén 35 duoc lip lai phan tng real-time
PCR va so sanh gia tri Ct (Novak et al., 2006).

Bang 2.11. Trinh tu mdi va dau do cuaa real-time PCR TTSS1 (Novak et al., 2006)

Thanh phan Trinh tw (5°- 3”)
Moi Xuoi BpTT4176F CGTCTCTATACTGTCGAGCAATCG
Mbi nguoc BpTT4290R CGTGCACACCGGTCAGTATC
DPau do BpTT4208P @ CCGGAATCTGGATCACCACCACTTTCC

2Pau 5° duoc gan véi 6-carboxyfluorescein , dau 3’ dugc gan vai Black Hole Quencher 1

2.3.3. Pinh lwong vi khuin B. pseudomallei tir miu méi truong

Po6i voi mau dat: 10 g dat duoc can vao binh tam giac 250 mL cé chira 20
mL nuéc cit vo tring. Hon hop dugc lic 160 vong/phit trong 2 gid & nhiét do
phong dé giai phong vi khuan cé trong hat dat ra moi truong nudc. Binh tam giac
sau d6 duogc dé tinh trong 30 phut nham lang cac hat dat. Hat 100 uL dich huyén
phu va pha lodng theo day thap phan. Tran 100 pL dich pha loing & mdi cap d6 pha
lo&ing 1én dia thach Ashdown, & dia & 40°C trong 4 ngay. Mat do cac khuan lac nghi
ngo B. pseudomallei dugc xac dinh theo mo ta ciia Trinh Thanh Trung va cs (Trung
etal., 2011).

DPéi v6i mau nuéde: 100 uL nudc duoc tran truc tiép lén moi truong dia thach
Ashdown va u & 40°C trong 4 ngay. Nhitng khuan lac nghi ngd B. pseudomallei
duge dém va xéc dinh mat do.

2.2.4. Phuwong phap phén tich da hinh trinh ty cic kiéu gen MLST

Phan tmg PCR khuéch dai 7 house-keeping gene duoc tién hanh véi tong thé
tich 25 pL (PCR master mix 12,5 pL; BSA (1 mg/mL) 0,5 pL; DNA khuon 1 pL;
moi xudi 1 pL; moi nguge 1 pL va nude MQ bo sung dén da 25 pL). Trinh ty cac
cap mdi duge tham khao tir nghién ctru ctia Godoy va cs (2003) (Bang 2.7). Chu
trinh nhiét cia phan tng PCR nhu sau: 95°C trong 5 phat; 30 chu ky (95°C trong 30
gidy, 62°C trong 30 gidy, 72°C trong 1 phut); 72°C trong 10 phat. San pham PCR

duogc kiém tra trén gel agarose 0,8% trudc khi tinh sach va giai trinh gen.
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Bang 2.12. Trinh ty mdi va kich thudce du doan 7 house-keeping gene (Godoy et al., 2003)

Locus Mbi Trinh tu (5 - 3% i lﬁigﬁltll}g‘;c (bp)
Ace-dn | CGGCGCTTCTCAAAACGATA
aee Ace-up GAATCGCCTTCACCATGTC 018
gltB-dn | TTCAGCACGAGCGTCTGCTG
gitB 646

gltB-up ACGCTCGCGATCGCGATGAA
gmhD-dn GAAGCACTGGTACTTGCC
gmhD 558
gmhD-up GCAGTTCCTGTATGCGTC

lepA-dn CACGAGCATCACGACGCCG

lepA 623
lepA-up CATATTCGCAATTTCTCGATC
lioA lipA-up GGCACCGCGACGTTCATG 161
i
P lipA-dn GACCATCAGGCCCGATTTCG
narK-up CTACTCGTGCGCTGGGAT
narkK 615
narkK-dn GACGATGACGGCAGTCCG
ndh-up AGTCGCGACGTTCTACAC
ndh 566

ndh-dn CGAGTTGCAGACGAGATAC

Sic ky db trinh tu gen dugc kiém tra trén phan mém Chromas lite 2.1
(Technelysium, South Brisbane, Australia) va sap xép bang ClustalW trong phan
mém MEGA7. Trinh ty cta cac house-keeping gene sau d6 dugc phén tich dua trén
co s& dit liéu PubMLST B. pseudomallei dé dit tén cho sé alen dugc két hop theo
the ty ace, gItB, gmhD, lepA, lipA, narK va ndh va nhin dugc s6 ST
(https://pubmlst.org) (Godoy et al., 2003).

2.2.5. Thong ké xir Iy so liéu

Phén tich thong ké duoc thuc hién trén phan mém GraphPad Prism version
5.0.2 (GraphPad Software, Inc.). Trong nghién ciru phét trién k¥ thuat xét nghiém
nhanh melioidosis, gia tri OD trung binh ctia xét nghiém ELISA ctia cac nhom
huyét thanh khac nhau dugc so sanh béng kiém dinh Mann-Whitney. Dt li¢u dugc
so sanh bang kiém dinh Chi-square. Pudng cong ROC dugc vé& bang cach sir dung

dir liéu ctia nhom melioidosis va cac nhom khéc, va dién tich dudi duong cong
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ROC (AUROCC) dugce x4c dinh. Gia tri cut-off tiéu chuan dugc xac dinh tuong
g véi cac gid tri do nhay va do dic hiéu cao nhat.

Trong nghién cau phét trién ki thuat nudi cdy phét hién B. pseudomallei
trong moi truong, su Khac biét c6 y nghia gitra cac gia tri Cr trong phén tich real-
time PCR TTSS1 cua c4c to hop nudi ciy lam gidau dugc danh gia bang ham
Friedman’s test. Ngoai ra, ham Fisher’s exact tests dugC sir dung dé xac dinh su
khac biét c6 y nghia gitta s6 lwgng mau nudi cay duoc tir cac dich lam giau duong
tinh véi real time PCR.

D0 nhay va do dac hi¢u cua xét nghiém duoc xac dinh nhu sau:

+D¢ nhay: duoc xem 1a két qua xét nghiém duong tinh khi thuc sy mic bénh
(i 1& phan trim giita s6 mau duong tinh that trén tong sé miu duong tinh that va 4m
tinh gid)=a / (a+b)

+P¢ dic hidu: dugc xem lam két qua am tinh khi thyc sy khong méc bénh (ti
1¢ phan tram gitra mau am tinh that va tong sé6 mau am tinh that va duong tinh gid)
=d/(c+d)

Bang 2.13. Cong thirc tinh d nhay va dac hiéu cua xét nghiém

Xét nghiém Mic bénh n Khong mic bénh n Tong sé
, Duong tinh that Duong tinh gia
Dwong tinh (TP) a (FP) c a+c
Am tinh Am tinh gia (FN) b Am tinh that (TN) d b+d
Tong s6 a+b c+d
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2.2.6. So dd nghién citu

Chuén bi 1 Chuan bj 1 khéng nguyén toan té bao;
4 loai khang nguyén Biéu hién 3 khéang nguyén protein tai t6 hop.

l

Lua chon khéing nguvén [ Danh gia tin hiéu phan tmg ELISA cua 4 loai khang
hat trién Ky thn{gﬁ ¢ gEul;IS A (2) S nguyén trén by 185 mau huyét thanh (bénh nhan
P ' - |_melioidosis, nhiém khuan khac va nguol khoe manh).

- - [ Téi wu nong d9 khang nguyén, d¢ pha lodng khang
[ Panh gia do nhay va dac hién ] 3) 4

s O H thé va mot so didu kién khac nhim nang cao d6 nhay
ciia ky thujt ELISA va dic hiéu ciia ky thuat ELISA.

Ung dung k¥ thuit ELISA trong Xét nghiém ELISA 1.011 méau huyét thanh nghi nge
xét nghiém melioidosis 4 melioidosis thu tai BVDK tinh Ha Tinh va BV TW
- Hué.

Hinh 2.5. So d6 cac budc nghién ctru phat trién k¥ thuat xét nghiém nhanh melioidosis tir
mau bénh pham 1am sang

Nghién ctru phat trién ky thuit .y o
?mﬁi ciy lf?[[l gidn vi qu]mﬁn- M Nudi cay lam giau vi khuan B. pseudomallei tir 80
B. pseudomallei tie méiu méi treen g mau moi trudng trén 8 to hop moi tredng va thoi gian.

|

Panh gia hiéu qua ciia k¥ thuat 640 mau dich nudi cay lam giau dwoc tach chiét DNA
nudi ciy 1am giau B. psendomallei (2) va thuc hién real-time PCR TTSS1 dé phat hién vi
bing real-time PCR TTSS1 khuan B. pseudomallei.

|

Pinh gia hiéu qua ciia ky thuit nudi
ciy 1am giau B. pseudomallei 3)
bang nudi cay phan lap

|

[ Ung dung ks thuat nudi ciy dé diéu ] ) biéu tra vi khuan B. pseudomallei trong:

Cac dich nudi cdy lam giau dwong tinh véi B.
pseudomallei bang real-time PCR dugc pha lodng va
cdy trai trén méi trrong dia thach Ashdown.

(ra B d llei Al moi b (1) 800 m%n nurée rudng Iua tai Triéu Son Thanh Hoa
ra B. psendomarter Ngoal mol trang (2) 198 méu dat/nudc tai Soc Son, Ha Noi

Hinh 2.6. So d6 cac budc nghién ctu ki thuat nudi ciy dé diéu tra vi khuan B.
pseudomallei ngoai moéi trueong
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. PHAT TRIEN KY THUAT XET NGHIEM NHANH MELIOIDOSIS TU
MAU BENH PHAM LAM SANG

3.1.1. Nghién ciru phat trién ky thuat ELISA xét nghiém nhanh
melioidosis

3.1.1.1. Két qud chuan bi khdng nguyén

Khang nguyén toan té bio WC dugc chuan bi tir chung vi khuan B.
pseudomallei VTCC 70157 va duoc kiém tra khong phat hién sy song sot ctia té bao
vi khuan. Khang nguyén WC dugc bao quan tai -70°C trong qua trinh st dung.
Theo nghién ciru, thanh phan cha yéu trong dich khang nguyén toan té bao la LPS
va EPS, trong d6 LPS c¢6 vai tro khang nguyén chinh trong xét nghiém ELISA khi
so sanh WC-ELISA vé6i LPS-ELISA va EPS-ELISA d6 twong dong tuong tng 13
94,1% va 51,3% (Chantratita et al., 2007).

Pé chuan bi khang nguyén tai to hop, tir ADN cua ching B. pseudomallei
VTCC 70157, cac gen BPSL2096, BPSS1498 va BPSL2697 ma hoa cho cac protein
AhpC, Hepl va GroEL1 da duoc khuéch dai thanh cong véi kich thude twong Gmg
lan luot 14 546 bp, 507 bp va 1.638 bp (Hinh 3.2). San pham PCR duoc cat ndi vao
vector pPSG-IBA3 va bién nap vao té bao E. coli DH5a, lya chon cac khuan lac
mau tring trén moi truong LB ¢6 X-gal. Sy c6 mit ciia cic gen ma hoa protein
khang nguyén trong khuan lac lua chon dugc kiém tra thong qua phan tng PCR vai
c4c cap moi dic hiéu va giai trinh tu. Két qua cho thiy trinh tu gen ma hoéa protein
Hcpl va AhpC tuong dong véi trinh tu gen twong tng cua chung chuan B.
pseudomallei K96243. Trong khi d6, trinh ty gen ma hoa protein GroEL1 ¢6 bdn
nucleotide sai khac so v&i trinh tu gen twong tng ctia chung chuan & céac vi tri 700
(T—C), 843 (G—A), 1071 (A—G) va 1143 (T—C) (Phu luc 2). Mac du vay, trinh
ty axit amin duoc dich ma cta protein GroEL1 khong thay d6i. Codon TTG=>CTG
cung ma hoa cho Leu234, GCG=>GCA cung ma hoa cho Ala278, ACA=>ACG ma
hoa cho Thr357, GTT=>GTC mé hoa cho Val381 (Hinh 3.1).
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BPSL2697 GTCGRAACATCCGCGACCTGTTGCCGGTGCTCGAGCARAGTCGCGARGGCTGGCCG |[GRAAGRACCGTTGCGGTCARAGGCGCCGGGCTTCGGCGATCGTCGCARAGGCGR
b T e T B T B i = I B e e
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BPSL2697 CAAATCCGCACGCAAATCGAAGAAGCGACATCGGACTACGACCGTGAARAGCTG |GGCGGTGATCARAGGTTGGCGCTGCGACCGAAGTCGAAATGAAGGARRAGAT
FW-sSequencing|------==-=====-==-=
RV-SEquUencCing|s--==ssssssssssonnnncnnsnnnnn L I P [ I

Hinh 3.1. Két qua so sanh trinh ty gen BPSL2697 ma hoa protein GroEL tir chung chuan
B. pseudomallei K96243 va trinh tu gen tir vector nhan dong st dung khudén DNA cua
chung B. pseudomallei VTCC 70157 (BioEdit version 7.2.5)

Hinh 3.2. Nhan dong 3 gen ma hoa cac khang nguyén protein. (A) San pham PCR
3 gen méa hoa khang nguyén protein: BPSL2096 (546 bp) (1), BPSS1498 (507 bp) (2) va
BPSL2697 (1.638 bp) (3) tir ching vi khuan B. pseudomallei VTCC 70157. (B) San pham
PCR tinh sach cta 3 gen BPSL2096 (546 bp) (1), BPSS1498 (507 bp) (2), BPSL2697
(1.638 bp) (3). (C) Plasmid pPSG-IBA3 (3.496 bp) (1), pPSG-IBA3:BPSS1498 (3.337 bp)
(2), pPSG-IBA3:BPSL2697 (4.468bp) (3) va pPSG-IBA3:BPSL2096 (3.378 bp) (4).

Céc plasmid mang gen mong mudn da dugc bién nap vao té bao kha bién E.
coli BL21(DE3) pLysS va biéu hién thanh cong cac protein khang nguyén tai to
hop. Két qua dién di SDS-PAGE cho thay trong lugng phén tir ctia cic protein tai t6
hop Hepl, AhpC va GroEL1 ¢6 kich thudc twong ung 1a 20,7; 22,3 va 59,1 kDa
(Hinh 3.3).
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Hinh 3.3. Biéu hién cua protein ti to hop Hepl (1), GroEL1 (2) va AhpC (3) trén té bao
E. coli BL21(DE3) pLysS; san pham tinh sach cua Hepl (20,7 kDa) (4); GroEL1 (59,1
kDa) (5) va AhpC (22,3 kDa) (6); western blot cua protein Hep1 (7); GroEL1 (8) va AhpC

(9) v6i huyét thanh ciia bénh nhan melioidosis. M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
10-180 kDa.

Céc protein tai to hop duoc xac dinh néng do dua trén phuong trinh duong
chuan Bradford 1a: y = 0,0127x + 0,0836, trong d6 y 1a gia tri ODsgs, X 13 ndng do
protein chuan BSA (ug/mL). Nong dd cac protein Hepl, AhpC va GroEL1 duoc
xéc dinh lan luot 13 19,0; 9,9 va 21,4 pg/mL.

3.1.1.2. Nong d¢ khdng nguyén toi wu cho xét nghiém ELISA

Xét nghiém ELISA sir dung protein khang nguyén tai to hop ¢ dai néng do
0,05-3,0 pg/mL cho tin hiéu phét hién khang thé 1gG cua bénh nhan nhiém
melioidosis kha cao, va tin hiéu nén thap. Bong thoi, tin hiéu phan @ng cua khang
nguyén véi huyét thanh ngudi khoe manh twong dbi thap o ca 3 loai khang nguyén
(<0,32). Tir két qua thu duoc, trong dai nong do khang nguyén 0,05-1,0 pg/mL, tin
hiéu ODago ciia mau huyét thanh dwong tinh c6 gia tri cao nhit & nong do 1,0
ng/mL. Véi dai ndong do khang nguyén tir 1,0-3,0 pg/mL, khang nguyén Hepl cho
tin hiéu ODago bét diu tang tir ndng do 2,0 ug/mL (cao hon ODago & ndng d6 1,0
ug/mL 14 tir 0,102-0,175); d6i voi khang nguyén GroEL1 gia tri ODago tang tir nong
d6 2,5 pg/mL (cao hon khong déng ké so voi ODago & ndng d6 1,0 pg/mL 1a 0,039-
0,061); trong d6 khang nguyén AhpC c6 gia tri ODago 6n dinh ¢ dai nong d6 nay.
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Do vay, khang nguyén protein c6 néng d6 1a 1 pg/mL (twong duwong 0,05 pug khang
nguyén/giéng) duoc lya chon dé gin 1én dia ELISA (Hinh 3.4).
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Hinh 3.4. Gia tri ODago cua xét nghiém ELISA su dung cac khang nguyén Hepl, AhpC va
GroEL1 ¢ dai nong d¢ 0,05-3,0 pg/mL

Trong cac cong bd trude ddy, ham luong protein Hepl tdi wu duoc sir dung
cho xét nghiém ELISA c6 ham luong 13 0,125 pg/giéng (Pumpuang et al., 2017) va
0,25 pg/giéng (Hara et al., 2013; Chieng et al., 2015), cao hon tir 2,5-5 1an so véi sb
liu cong bd cua luan an. Véi ham lugng protein Hepl duoc sir dung trong nghién
ctru cia Pumpuang va cs (2017), gia tri ODago trung binh ghi nhan dugc la 3,16 (tur
2,22-3,40) khi xét nghiém huyét thanh melioidosis pha lodng 1:2.000; trong khi d6
gia tri nay ¢ nghién ctru cia Hara va cs (2013) chi 0,40 (tir 0,11-2,0) khi xét nghiém
huyét thanh melioidosis pha lodng 1:1.600; con két qua nghién ctru ctia Chieng va
cs (2015) 14 0,72 (tir 0,097-2,40) khi xét nghiém huyét thanh melioidosis pha lodng
1:3.200. Di v6i khang nguyén GroELI, luong tdi wu cho xét nghiém ELISA dugc
Kritsiriwuthinan va cs (2018) cong bd 1a 0,01 pg/giéng (Kritsiriwuthinan et al.,
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2018), chi bang 1/5 lwgng khang nguyén ctia nghién ctru trong nghién ctru cua luin
an. Gia tri ODago dugc nghién ctru ndy céng bd 1a 0,79 (tir 0,211-2,189) khi xét
nghiém huyét thanh melioidosis pha loang 1:1.600 (Bang 3.1). Trong khi d6, khang
nguyén AhpC chi c¢6 cac cong bd vé kha ning phat hién khang thé khang B.
pseudomallei biang phwong phap MicroArrayStrip véi nong do protein dung dé gin
Ién thanh chip la 0,45 mg/mL (Felgner et al., 2009; Kohler et al., 2016; Wagner et
al., 2020).

Bang 3.1. So sanh ham lugng khang nguyén dung cho xét nghiém ELISA trong nghién
ctru cua luan an véi cac cong bo trudce

Khén Ham lwong H@I;gnpha GiatrioD | |\
nguyé% khang nguyén huyé'gt trung binh khégng thé TLTK
(ng/gieng) thanh (khoang)
0,40 (0,11- .
0,25 1:1.600 2.0) Malaysia | Haraetal., 2013
0,72 (0,097- ) Chieng et al.,
0,25 1:3.200 Malaysia
Hepl 2,40) 2015
P 3,16 (2,22- . Pumpuang et al.,
0,125 1:2.000 Théi Lan
3,40) 2017
2,19 (2,15- . . .
0,05 1:4.000 Viét Nam | Nghién cieu nay
2,26)
0,79 (0,211- . Kritsiriwuthinan
0,01 1:1.600 Théi Lan
2,189) etal., 2018
GroEL1
1,942 (1,935- . . .
0,05 1:4.000 Viét Nam | Nghién cau nay
1,949)

Nhu vay, khao sat ham luong khang nguyén thich hop gan 1én dia ELISA
cua luan an va caa cac cong b trude cho thay gia tri ndy khac nhau & mdi nghién
ctru tly thudc vao cac yéu tdé nhu do pha lodng huyét thanh, ngudn huyét thanh st
dung, gia tri ODago VA gid tri cut-off mong muén.

3.1.1.3. Lwa chon khang nguyén phdt trién ky thudt ELISA xét nghiém nhanh
melioidosis

Toan b 4 xét nghiém ELISA st dung khang nguyén toan té bao WC va 3
loai khang nguyén protein tai t6 hop (gom Hepl, GroEL1 va AhpC) dugc danh
gia trén bd 185 mau huyét thanh. Két qua cho thiy gia tri OD trung binh cua

72




nhom bénh nhan melioidosis cao hon déng ké so v&i cta hai nhom bénh nhan
nhiém khuan khac va nhom ngudi khoe manh (P <0,0001) (Hinh 3.5), va gia tri
OD trung binh ctia nhém cac bénh nhiém trung khic bang véi gia tri OD cua
nhom nguoi khoe manh (P >0,05). Ty I¢ gitra gia tr1 OD trung binh cia nhoém
nhiém melioidosis va nhém khoe manh lan luot 1a 6,95; 8,00; 3,17 va 2,13 doi
véi WC-ELISA, Hcpl-ELISA, GroEL1-ELISA va AhpC-ELISA. Xét nghiém
Hcpl-ELISA cho gia tri OD trung binh cao nhét trén nhém melioidosis [1,916;
IQR (1,002-2,103)]. Gia tri OD trung binh nay cao hon ding ké so vdi WC-
ELISA [1,530; IQR (1,160-1,770); p = 0,001], GroEL1-ELISA [0,920; IQR
(0,440-1,310); p <0,0001)], va AhpC-ELISA [0,680; IQR (0,400-1,00); p
<0,0001)] (Bang 3.2).

Bang 3.2. Gia tri ODago trung binh cua cac xét nghiém WC/Hep1/AhpC/GroEL1-ELISA
st dung bo 185 mau huyét thanh

3 ] Gia tri ODsgo
Mau huyét thanh

WC-ELISA | Hcpl-ELISA | GroEL1-ELISA | AhpC-ELISA

Melioidosis 1,530+0,213 | 1,916+0,479 0,920+0,26 0,680+0,452

Nhiém khuin khac | 0,240+0,019 | 0,215+0,006 0,260+0,033 0,340+0,045

Khée manh 0,220+0,036 | 0,240+0,0134 | 0,290+0,029 0,320+0,028

IQR” 1,160-1,770 | 1,002-2,103 0,440-1,310 0,400-1,000
* Interquartile range (gia tri trung binh trong khoang)
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Hinh 3.5. Gia tri ODago cua cac xét nghiém WC/Hep1/AhpC/GroEL1-ELISA str dung bo

185 mau huyét thanh cila cac nhom (1) bénh nhan melioidosis (ME, n=63); (2) bénh nhan

nhiém khuéan khac (NKK, n=62) va ngudi khoe manh (KM, n=60). Nét dut ngang thé hién

gid tri cut-off ctia mdi xét nghiém ELISA dam bao do dic hiéu >95%. Thanh bar thé hién

gia tri trung binh trong khoang IQR (Interquartile range). Gia tri P dugc tinh toan st dung
ham t-test ciia phan mém GraphPad Prism version 5.0.2.

Puong cong ROC biéu dién mbi tvong quan giira gia tri cut-off va do nhay,
doé dac hi¢u cua xét nghiém ELISA. Dién tich dudi duong cong ROC (AUROCC)
cia xét nghiém WC-ELISA (0,982) va Hcpl-ELISA (0,957) cao hon so véi
GroEL1-ELISA (0,854) va AhpC-ELISA (0,832). Gia tri cut-off dugc udc tinh dé
tat ca cac xét nghiém ELISA dat duoc d6 dic hiéu trén 95%. O ngudng cut-off 12
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0,60; d0 nhay va do dac hi¢u cia WC-ELISA tuong ung 1a 93,7% va 97,5%. O
nguong cut-off 1a 0,50; d§ nhay va do ddc hi¢u cua Hepl-ELISA lan luot 1a 87,3%
va 96,7%. O ngudng cut-off 1a 0,68, d0 nhay va dé dac hiéu cua GroEL1-ELISA
lan luot 12 61,9% va 95,1%. O ngudng cut-off la 0,6, o nhay va do dac hi€u cua
AhpC-ELISA lan luot 1 57,1% va 95,1% (Bang 3.3).

Bang 3.3: D) nhay va do dac hi¢u cua xét nghiém ELISA st dung 4 loai khang nguyén

r‘fghué‘;é% AUROCC (95% CI) | Gi tri cut-0ff ODago B‘f’((;)';‘i‘y bo ji'/f))hi@“
e 0,982 (0,961 — 1,000) 0,60 93,7 97,5
Hepl | 0,957 (0,921 — 0,994) 0,50 87,3 96,7
GroEL1 | 0,854 (0,791 - 0,917) 0,68 61,9 95,1
AhpC | 0,832 (0,766 — 0,899) 0,61 57,1 95,1

AUROCC: Dién tich dudi dudong cong ROC (Area under the Receiver Operating Characteristic
Curve); CI: Khoang tin cay (Confidence Interval)

Khi két hop hai két qua xét nghiém WC-ELISA va Hcpl-ELISA, d6 nhay va
dé dac hi€u cua xét nghiém chan doéan huyét thanh duoc tinh theo cong thic tai
Bang 3.4 v&i gia tri tuong Ung 1a 98,4% va 95,1%. BJ nhay thu dugc cao hon do
nhay cila cic xét nghiém riéng 1¢, dong thoi d6 dic hidu dam bao khong qua 5% sai
s6. Vi vay, xét nghiém két hop WC/Hepl-ELISA di dugc dé xuit dé chan doan
huyét thanh bénh nhan nghi nhiém melioidosis.

Bang 3.4. D6 nhay va ddc hiéu ctua xét nghiém két hop WC/Hcep1- ELISA déanh gia trén bd
185 mau huyét thanh

X?E Melioidosis n Kho_ng ma?_uc n
nghiém melioidosis
le’o’ng Duon% tinh a=62 Du’on_gi tinh =6

tinh that gia

Am A _ Am tinh N

tinh Am tinh gia b=1 that d=116

Tong a+b=63 c+d=122

S0
P§ nhay (a/a+b)*100%=98,4% Bﬁigj" (c/c+d)*100%6=95,1%
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Két qua cua lun 4n c6 sy trong ddng véi két qua di duoc bao cdo trong Cac
nghién ctru trude d6 voi gia tri OD trung binh cao nhat dugc ghi nhan & xét nghiém
Hcpl-ELISA so véi WC-ELISA hoac OPS-ELISA khi nghién ctru trén bénh nhan
melioidosis ¢ Thai Lan (Pumpuang et al., 2017) hoac & Malaysia (Chieng et al.,
2015). Mat khac, Kohler va cs (2016) da bao cao GroEL1 va AhpC trén microarray
c6 cuong d6 tin hiéu trung binh cao nhat ddi v6i huyét thanh cia nhom bénh nhan
melioidosis (Kohler et al., 2016). Trong khi do, gia tri OD trung binh cua GroEL1-
ELISA va AhpC-ELISA trong luan an 1 thip mac du ca hai xét nghiém déu phat
hién khang thé IgG trong huyét thanh ngudi. Sy khac biét nay c6 thé 1a do huyét
thanh str dung duoc thu thap tir cac quan thé nguoi khac nhau, hoic do su khac biét
vé k¥ thuat.

Trong nghién ctru cua luén an, gia tri cut-off ODago cuia 4 xét nghiém ELISA
tuong dbi cao (>0,5) 1a twong ddi cao so véi cac xét nghiém ELISA néi chung, mic
du huyét thanh duoc pha lodng 1:4.000. Viéc lua chon gia tri cut-off trong nghién
cuu nay dam bao cho d6 dac hi¢u trén 95%, déng thoi, Viét Nam thudc vung dich t&
melioidosis, nén ngudi dan co thé phoi nhidém véi tic nhan gay bénh dan dén tin
hiéu nén ctia huyét thanh thuong cao hon cac ving khong c6 dich. So sanh véi xét
nghiém ELISA melioidosis, gi4 tri cut-off cua Hepl-ELISA trong luin an thap hon
so v&i cong bd ctia Pumpuang va cs (2017) tai Thai Lan nhung cao hon cong b6 cia
Hara va cs (2013) va Chieng va cs (2015) tai Malaysia. Tuong tu, gia tri cut-off cua
WC-ELISA trong luan an thip hon so véi cong bd cua Suttisunhakul va cs (2016)
tai Thai Lan nhung cao hon cong bd ciia Chantratita va cs (2007) tai Thai Lan va
Chieng va cs (2015) tai Malaysia. Trong khi do, xét nghi¢ém GroEL1-ELISA trong
luan an co gia tri cut-off cao hon so véi cong bd cua Kritsiriwuthinan va cs (2018)
tai Thai Lan, tuy nhién, gié tri cut-off thap trong nghién ctu cua Kritsiriwuthinan da
dan dén do dic hiéu thap (88%) dan dén ti I¢ duong tinh gia cao (Bang 3.5).
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Bang 3.5. So sanh gia tri cut-off ODago, d0 nhay va d¢ dac hiéu cta 3 xét nghiém ELISA
trong nghién ctru cua luan an vai cac cong bo trudc

Khang | Gia tricut- | Pdnhay | P dic | Ngudn huyét TLTK
nguyén off ODa4go (%) hiéu (%0) thanh
0,109 71 96 Malaysia Hara et al., 2013
0,097 93,7 100 Malaysia Chieng et al., 2015
Hepl . Pumpuang et al.,
1,165 83 96,3 Thai Lan 2017
0,50 87,3 96,7 Viét Nam Nghién ciu nay
0,211 92 88 Thai Lan Kritsiriwuthinan et
GroEL1 al., 2018
0,68 61,9 95,1 Viét Nam Nghién ctieu nay
. Chantratita et al.,
0,482 81 70 Théi Lan 2007
we 0,168 65,6 90 Malaysia Chieng et al., 2015
. Suttisunhakul et al.,
0,83 70,2 95,7 Thai Lan 2016
0,60 93,7 97,5 Viét Nam Nghién ciu nay

Suttisunhakul va cs (2016) da bao cao gia tri AUROCC, d6 nhay va d6 dac
hiéu cta xét nghiém WC-ELISA 14 cao nhit va twong duong voi xét nghiém OPS-
ELISA (Suttisunhakul et al., 2016). Trong khi d6, Pumpuang va cs (2017) da bao
cao gia tri AUROCC, d6 nhay va d6 dic hiéu cual Hcpl-ELISA la cao hon so véi
OPS-ELISA (Pumpuang et al., 2017), mac du OPS da dugc chiing minh 1a khang
nguyén chil yéu duoc nhan biét boi cac khang thé ctia nguoi (Suttisunhakul et al.,
2016). Twong tu, Chieng va cs (2015) cong bd Hepl-ELISA c6 d6 nhay va do dic
hiéu cao hon WC-ELISA (Chieng et al., 2015). Gan ddy, Hepl dd dugc st dung
lam khang nguyén dich duy nhat trong xét nghiém nhanh sic ky mién dich ICT va
cho két qua twong ddng vdi Hepl-ELISA trong chan doan melioidosis (Phokrai et
al., 2018). Bén canh do, dé tang do nhay va dé dic hi€u cua xét nghiém chan doéan
huyét thanh gitta cdc nhom bénh nhan melioidosis khac nhau, Hepl dugc st dung
két hop voi ba loai khang nguyén protein tai to hop khac gdm AhpC, GroELI1 va

GroL trén cing mdt xét nghiém va cho hiéu qua chan doan huyét thanh ting lén
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dang ké (Wagner et al., 2020). Trong nghién ctru ndy, WC-ELISA thé hién gia tri
AUROCC, dg nhay va dg dac hiéu cao hon khong dang ké so véi Hcepl-ELISA. Su
khac biét nay co6 thé 1a do cic nghién ctru di sir dung cac chung B. pseudomallei
khac nhau dé chudn bi khang nguyén WC. Ngoai ra, cac yéu té khac nhu thoi diém
thu mau huyét thanh hoic dic tinh ctia ngudi cho miu ciing anh hudng dén két qua
xét nghiém.

3.1.2. Panh gia hiéu qua xét nghiém melioidosis cia WC/Hcpl-ELISA

Tir ngay 7/10-15/11/2020, khu vuc Bac dén Trung Trung Bo da htng chiu 9
trdn mua, bdo va hoan luu bdo. Cac hién tuwong thoi tiét cuc doan lién tiép nay da
gay ra mua lon kéo dai, vdi lugng mura tich liiy dat dinh trén 3.000 mm & mot s6 dia
diém trong thoi gian ngan, dan dén mot sb tran 1d lut 16n va lam un & nhiéu rac thai
va bun dat trong cac khu dan sinh. Viéc tiép xuc véi dat hodc nudc va lugng mua
day dic dugc bao céo 1a ¢ mbi twong quan cao voi sd ca nhiém melioidosis (Currie
et al., 2003; Limmathurotsakul et al., 2013), do vay nghién ctru ndy da tién hanh xét
nghiém mau huyét thanh cta nhitng bénh nhan nghi ngd nhiém melioidosis nhap
vién tai BVDK tinh Ha Tinh va BV TU Hué trong thoi gian nay. Cac bénh nhan noi
tra va ngoai tri hodc cac chi dinh 1am sang vé viéc kham va diéu tri cia bénh nhan
déu duogc cac bénh vién thyuc hién theo quy trinh thudng quy. Khi bénh nhan duoc
chi dinh xét nghiém vi sinh, quy trinh xir Iy bénh pham va nudi ciy vi sinh dugc
thuc hién theo hudng dan dugc mé ta & nghién ciru trude day (L& Huy Chinh, 2007;
Trung et al. 2018).

3.1.2.1. Két qua g dung WCIHcp1-ELISA xét nghiém melioidosis tai BV
TU Hué

Tir ngay 28/10-21/11/2020, tai BV TU Hué ¢ 500 mau huyét thanh dugc
thu thap tir cdc bénh nhan c6 triéu chirg nghi ngd nhiém melioidosis. Xét nghiém
bang k¥ thuat WC/Hcpl-ELISA di phat hién 41 (8,2%) mau huyét thanh duong
tinh voi melioidosis (Bang 3.6), tuong duong voi két qua xét nghiém WC-ELISA,
trong khi d6 xét nghiém Hcpl1-ELISA chi phat hién 24 (4,8%) mau (p <0,05). Dang
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cha y 1a 24 (100%) mau huyét thanh dwong tinh v6i Hep1-ELISA ciing duong tinh
véi WC-ELISA.

Bang 3.6. Két qua xét nghiém ELISA mau huyét thanh thu thap tai BV TU Hué dwong
tinh véi melioidosis

Bénh vié WC-ELISA Hcpl-ELISA Xét nghiém két hop

enn vien

; ’ (cut-off > 0,60) (cut-off > 0,50) WC/Hcpl-ELISA

BV TU Hué 6 . .
(n=500) 41 (8,2%) 24 (4,8%) 41 (8,2%)

Trong s6 500 bénh nhan duoc xét nghiém, co 23 (4,6%) ngudi dugce chan
doan nhiém melioidosis bang xét nghiém nuoi cdy. Xét nghiém WC-ELISA, Hcpl-
ELISA va két hop WC/Hepl1-ELISA ddi véi nhém bénh nhan nay da phat hién lan
luot 21/23 (91,3%), 12/23 (52,2%) va 21/23 (91,3%) bénh nhan nhiém melioidosis
(Bang 3.7). Dir liéu xét nghiém ELISA huyét thanh cho thiy kha nang phat hién
melioidosis cia WC-ELISA 1a cao hon so v&i Hepl-ELISA. So véi phuong phéap
nudi cdy, xét nghiém ELISA di khong phat hién dugc 2/23 (8,7%) trudng hop
duong tinh v6i melioidosis duoc khang dinh bang nuéi cay.

Bang 3.7. Céac ca duong tinh voi melioidosis dugc khang dinh bang nudi cdy duong tinh
v6i xét nghiém ELISA tai BV TU Hué

S6 ca dwong tinh melioidosis dwogc phat hién

Bénh vién _
Nubi cay WC-ELISA  Hcpl-ELISA  WC/Hcpl-ELISA

BV TU Hué (n=500) 23 21 (91,3%) 12 (52,2%) 21 (91,.3%)

Trong s6 41 bénh nhan duong tinh véi melioidosis bang xét nghiém ELISA,
ngoai 21 (51,2%) bénh nhan duong tinh v4i melioidosis bang xét nghiém nudi cay,
con lai 12 (29,3%) bénh nhan duong tinh v&i xét nghiém két hop WC/Hepl-ELISA
nhung 4m tinh v6i B. pseudomallei bang phuong phap nudi cdy, va 8 (19,5%) bénh
nhan khong dugc chi dinh xét nghiém vi sinh (Bang 3.8). Dit liéu nay phan nao cho

thdy nhitng bat cap trong xét nghiém nudi ciy vi sinh tai cdc bénh vién.
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Bang 3.8. S6 bénh nhan duong tinh v6i melioidosis bang ELISA va bénh nhén duogc chi
dinh nudi cay va khong nudi cay vi sinh tai BV TU Hué

S6 caduongtinh  Sbcaduong S ca am tinh

Bénh vién voi melioidosis tinh véi B. voi B. S ca khéng
’ : bang WC/Hcpl-  pseudomallei  pseudomallei  duoc nudi cay
ELISA bang nudi cdy  bang nudi cay
BV TU Hué (n=500) 41 21 (51,2%) 12 (29,3%) 8 (19,5%)

Mot nghién ctu truéec ddy dd cong bd khang nguyén cd ban chéat la
polysaccharide c¢6 thé chiém da sb trong khang nguyén WC (Pumpuang et al.,
2017), trong khi Hepl 1a protein khang nguyén duy nhat. Cac loai khang nguyén
polysaccharide khéac nhau trong dich khéang nguyén toan té bao c6 thé kich thich céac
con duong mién dich khac nhau. Hon nita, cac 16p va phan 16p khang thé da dang &
cic nhém bénh nhan melioidosis ¢6 cac dic diém 1am sang riéng biét (nhu dai thao
duong va khong dai thdo dudong, hodc nhiém va khong nhiém khuan huyét) s& phan
ng khac nhau véi cac bién thé khang nguyén cua B. pseudomallei (Wikraiphat et
al., 2015; Pumpuang et al., 2019). Chinh vi vy, yéu t6 khang nguyén va vat chi c6
thé da gop phan vao sy khac biét trong dap ung mién dich ¢ bénh nhan nhiém
melioidosis. Tir d6 dan dén sy khac biét trong ti 16 dwong tinh véi melioidosis ¢ xét
nghiém WC-ELISA va Hcpl-ELISA trong nghién clru nay.

Truong hgp ELISA am tinh gid cling dugc Suttisunhakul va cs (2016) bao
c40 v6i 20% s6 bénh nhan melioidosis khong c6 khang thé IgG dic hiéu vai tat ca
cac xét nghiém OPS/CPS/WC/CF-ELISA (Suttisunhakul et al., 2016.). Phokrai va
cs (2018) ciing thong ké khoang 10% bénh nhan melioidosis khong tao khang thé
dic hiéu v6i Hepl (Phokrai et al., 2018). Hién twong nay c6 thé do tinh trang suy
giam mién dich & mot sd bénh nhin hodc bénh nhan nhip vién ngay khi khoi phat
nhiém tring va cac khang thé IgG dap tmg voi khang nguyén B. pseudomallei van
chua duge tao thanh tai thoi diém léy huyét thanh cho xét nghi¢ém ELISA. Do vay,
viéc lap lai xét nghiém ELISA & cac thoi diém khic nhau, két hop danh gia tién st

va tién trién cua bénh nhan can duoc can nhac thuc hién.
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3.1.2.2. Két qud vmg dung WCIHcpl-ELISA xét nghiém melioidosis tai
BVDK tinh Ha Tinh

Tai BVDK tinh Ha Tinh, ¢6 511 miu huyét thanh dugc thu tir ngay 2-
25/11/2020 sau dot mua 1i dai ngay. Xét nghiém két hop WC/Hepl-ELISA phat
hién 52 (10,2%) mau huyét thanh dwong tinh v&i melioidosis. Hai xét nghiém WC-
ELISA va Hcpl-ELISA cho sb luong huyét thanh duong tinh véi melioidosis twrong
duong nhau (p> 0,05) tuwong g 1a 39 (7,6%) va 34 (6,7%) (Bang 3.9). Tuy nhién,
chi ¢6 21 (61,7%) mau huyét thanh dwong tinh bang Hepl-ELISA ciing duong tinh
v6i WC-ELISA, trong khi s6 luong nay & BV TU Hué 1a 24 (100%). Mic du vay,
ca hai xét nghiém déu phat hién 13/14 (92,8%) ca bénh melioidosis dugc khang
dinh bang nudi cdy. Dé giai thich hién tugng xét nghiém WC-ELISA cho két qua
bao trim xét nghiém Hepl1-ELISA thap 6 BVPK tinh Ha Tinh 13 do ngiu nhién hay
do dic diém mién dich dic trung ciia nguoi dan theo ving mién thi can phai co cac
nghién ciu vé mién dich hoc cua nguoi dan, va dich t& hoc phan tir cua vi khuén B.
pseudomallei.

Bang 3.9. Két qua xét nghiém ELISA mau huyét thanh thu thap tai BVDK tinh Ha Tinh
duong tinh v&i melioidosis

Bénh vié WC-ELISA Hcpl-ELISA Xét nghiém két hop
énh vién i ;

: : (cut-off > 0,60) (cut-off > 0,50) WC/Hcpl-ELISA
BVDK tinh Ha Tinh 39 (7,6%) 34 (6,7%) 52 (10,2%)

(n=511)

Trong s6 511 bénh nhan duogc xét nghi¢m ELISA, c6 14 (2,8%) bénh nhan
duong tinh voi B. pseudomallei bang xét nghiém nudi cdy. Ca hai xét nghiém doc
lap WC-ELISA va Hcpl-ELISA déu phat hién dwugc 13/14 (92,8%) truong hop
duong tinh trong nhom bénh nhan nay. Xét nghiém két hop WC/Hepl-ELISA da
phat hién 14/14 (100%) ca nhiém melioidosis dugc xac nhan bang nudi cay vi sinh

(Bang 3.10).
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Bang 3.10. Cac ca duwong tinh véi melioidosis duoc khang dinh bang nudi ciy duong tinh
voi xét nghiém ELISA tai BVDK tinh Ha Tinh

S6 ca dwong tinh melioidosis dwogc phat hién

Bénh vién -
Nuodi cay WC-ELISA  Hcpl-ELISA  WC/Hcpl-ELISA

BVDK tinh Ha Tinh

0, 0, 0
(n=511) 14 13 (92,8%) 13 (92,8%) 14 (100%)

Tuong ty nhu & BV TU Hué, trong s6 52 bénh nhan duong tinh véi
melioidosis bang xét nghiém két hop WC/Hep1-ELISA, chi c6 14 bénh nhan duong
tinh voi melioidosis dugc phat hién béng xét nghi€ém nudi céy, con lai c6 12
(23,1%) bénh nhan am tinh v&i B. pseudomallei bang xét nghiém nudi ciy va 26
(50%) bénh nhan khong dugc chi dinh 1am xét nghiém nuéi ciy vi sinh (Bang 3.11).

Bang 3.11. S6 bénh nhan dwong tinh v&i melioidosis bang ELISA va bénh nhan dugc chi
dinh nudi cay va khong nudi cay vi sinh tai BVDK tinh Ha Tinh

S6 caduong tinh ~ S6 cadwong  S6 ca am tinh

Bénh vién voi melioidosis tinh voi B. voi B. S ca khéng
: : bang WC/Hepl-  pseudomallei  pseudomallei  dwoc nudi cay
ELISA bang nubi cdy  bang nudi cay
BVDK(r?:f;hlga Tinh 52 14 (269%) 12 (23.1%) 26 (50%)

Tuy xét nghiém nudi cdy 1a “tiéu chuan vang” trong chan doan nhiém tring
melioidosis nhung c6 mot sé han ché, nhu d6 nhay phat hién B. pseudomallei thap
va c6 thé xac dinh sai tic nhan gdy bénh (Limmathurotsakul et al., 2010;
Hoffmaster et al., 2015). P9 nhay thp ciia xét nghiém nudi ciy cé thé do luong vi
khuan trong mau mau ctia bénh nhan nhidém khuan huyét twong déi thap (0,2-7,7
CFU/mL) (Wuthiekanun et al., 2007). Vi vay, nhitng bénh nhan nhiém trung dai
dang kém theo cac yéu té nguy co nhiém melioidosis can dugc xét nghiém nudi
céy lap lai nhiéu lan. Tuy nhién, $b lugng chi dinh xét nghi¢ém nudi céy vi sinh cho
bénh nhan bi st con kha thip da dugc bao cao ¢ nhiéu nudc dang phat trién do
ngudn lyc tai chinh va nhan lyc con han ché. Hon nita, viéc diéu tri khang sinh
theo kinh nghi¢ém cho cac bénh truyén nhiém thuong 1a lga chon dugc uu tién
(Teerawattanasook et al., 2017; Hemlock et al., 2020). Nhiing yéu t6 nay co thé gop

phan vao viéc khong chan doan dugc hodc bo sot ca nhiém melioidosis. Do do, luan
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an da thuc hién ndi dung nghién ctru diéu tra tinh trang cua nhirng bénh nhan am
tinh voi melioidosis bang nudi cdy/hodc khong duoc chi dinh nudi ciy nhung co
huyét thanh duong tinh voi xét nghiém két hop WC/Hep1-ELISA.

Thang 8/2021, 9 thang sau khi xét nghiém huyét thanh, 38 bénh nhan tai
BVDK tinh Ha Tinh di duoc diéu tra. DAy 1a nhimg bénh nhin duong tinh véi
melioidosis bang xét nghiém WC/Hepl-ELISA nhung am tinh véi B. pseudomallei
bang xét nghiém nudi cay hoic khong duoc chi dinh xét nghiém nudi cay vi sinh.
Can ctr vao két qua diéu tra, 38 bénh nhan dugc chia thanh bén nhém (1) bénh nhan
dugc xac nhan lai bang nudi cay nhiém tring melioidosis (n = 2; 5,3%); (ii) bénh
nhan tr vong (n = 9; 23,7%); (iii) bénh nhan khong khoe manh (n = 17; 44,7%); va
(iv) ngudi khoe manh (n = 10; 26,3%). Gia tri ODago trung binh cia WC-ELISA va
Hcpl-ELISA khong cho thay su khac biét dang ké giita cac nhom nay (Bang 3.12).

Bang 3.12. Thong tin 38 bénh nhan duong tinh véi WC/Hepl-ELISA, am tinh véi B.
pseudomallei bang nudi cay hoac khong chi dinh nudi cay

sémeong | b ’)'K“ﬁgn WC-ELISA | Hepl-ELISA
. A A 0 1w
TT | Nhom bénh nhan (%) 9 n?}éi chy v% (trung binh | (trung binh
sinh ODag0) ODag0)
Béph nhan duoc tai 1/1
1 | khang dinh duong tinh | 2 (5,3%) 1,160 0,429
vai melioidosis
2 | Bénh nhéan tu vong 9 (23,7%) 5/4 0,631 0,492
3 | Bénh nhan 6m yéu 17 (44,7%) 5/12 0,621 0,556
4 | Nguoi khoe manh 10 (26,3%) 1/9 0,661 0,554

Khao sat don thudc trong thoi gian diéu tri cho 30 bénh nhan ndi tri va
ngoai tra cho théy 21 bénh nhan da dugc chi dinh dung khéang sinh, trong do
15/21 bénh nhan dugc dung cefoperazone/sulbactam. Pac bi¢t, chi c6 mot bénh
nhan (trong nhom tur vong) dugc tiém tinh mach ceftazidime, 1a khang sinh dugc
khuyén céo dé diéu tri melioidosis trong giai doan tan coéng (Sullivan et al.,
2020); 9 bénh nhan con lai khong duge sir dung bat ky loai khang sinh nio trong
thoi gian diéu tri (Phu luc 3).
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O nhom bénh nhan duge xac nhan lai bﬁng nuoi céy nhiém trung melioidosis
(n=2), 1 bénh nhan khéng dugc chi dinh xét nghiém nudi cdy vi sinh trong thoi gian
nam vién va 1 bénh nhan khac 4m tinh voi B. pseudomallei bang xét nghiém nudi
ciy. Truong hop dau tién 1a bénh nhan nam, 47 tudi, khong mic bénh tiéu duong.
Bénh nhan nhap vién ngay 13/11 voi vét thuong ¢ dui trai do bi lon cao khi di
chuyén dan gia suc ra khéi khu vuc bi 11 lut nghiém trong. Bénh nhan da duoc diéu
tri bang khang sinh ampicillin/sulbactam, ofloxacin va tinidazole. Sau 12 ngay nam
vién, bénh nhan da dugc xuit vién. Huyét thanh cia bénh nhan dugc thu thap khi
nhap vién va duong tinh véi melioidosis bang ca WC-ELISA va Hcpl-ELISA
(ODago = 1,674 va 0,603 tuong tmg voi WC-ELISA va Hcpl-ELISA). Vai ngay
sau, bénh nhan bj sot cao va nhap vién tai bénh vién Bénh nhiét d61 Trung wong co
so 2. Tai day, bénh nhan dugc xét nghiém nudi ciy vi sinh va duong tinh véi vi
khuan B. pseudomallei. Sau hai tuan diéu tri tai bénh vién va hai thang udng khéng
sinh tai nha, bénh nhan da hoan toan binh phuc.

Truong hop tht hai 1a bénh nhan nam, 51 tudi, bi bénh tiéu duong. Bénh
nhan bi s6t cao va nhdp vién ngdy 15/11. Hai mdu mau déu 4m tinh véi B.
pseudomallei bang xét nghiém nudi ciy vi sinh. Theo kinh nghiém, bénh nhan da
duogc diéu tri bang cefoperazone/sulbactam va metronidazole. Huyét thanh ctia bénh
nhan duoc thu khi nhdp vién va dugc xac nhan la duong tinh véi melioidosis chi
bang xét nghiém WC-ELISA (ODago = 0,646). Bénh nhan xuat vién ngay 23/11.
Pén ngay 1/12, bénh nhan st tré lai v6i nhiéu 6 ap-xe da & chan va dugc nhap vién
BVDK tinh Ha Tinh. Xét nghiém nudi cdy vi sinh tir bénh pham mu 6 ap-xe cho két
duong tinh véi B. pseudomallei. Huyét thanh ctia bénh nhan d3 duoc thu 1an hai vao
ngay 5/12 va dwong tinh v&i melioidosis bang ca WC-ELISA va Hcpl-ELISA,
trong d6 gia tri OD ting 1én dang ké so v6i huyét thanh thu 1an dau (ODago = 1,392
va 1,157 tuong ung véi WC-ELISA va Hepl-ELISA) (Bang 3.13).
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Bang 3.13. Thong tin nhém bénh nhan dwoc xac nhéan lai bang nudi ciy nhidm tring

melioidosis
2., <. | Bieuhién | Nudi WC- Hcpl-
TUOVOIOT| “vachan | ciyvi | ELISA | ELISA Thong tin
doan sinh (OD4g0) | (ODago)
Bénh nhan nam vién 13 ngay.
Vét thuong Sau khi ra vién, bénh nhan sot
47/Nam | nhizm Khong 1,674+ | 0,603 + cao va nhép vién tai BV Bénh
triing 0,004 0,007 nhiét daoi TW va dugc Xét
nghiém nudi cay duong tinh
véi B. pseudomallei.
Bénh nhan nam vién 9 ngay.
’ Sau khi xuét vién, bénh nhan
Sot khong |\ ai ciy sét tro lai, xuat hién nhiéu 6
51/Nam ro nguy@n MAU 2 0,646+ | 0,254% |4apxe da_("y chan. Bc_fenh nhén da
nhan, tiéu mau () 0,029 0,004 dugc tai nhap vién va Xét
duong nghiém nubi cay phéat hién
duogc B. pseudomallei tir bénh
pham mu.

Nhitng ghi nhan tr nhém bénh nhan dugc xac nhan lai bﬁng nuoi céy nhiém
tring melioidosis nay da cung cp bang ching vé viéc bo qua xét nghiém nudi cdy
vi khudn (bénh nhan dau tién) va d6 nhay thap ctia xét nghiém nudi cdy (bénh nhan
thi hai) 1 cac nguyén nhan goép phan vao viéc bo st ca nhiém melioidosis

Trong nhoém bénh nhan tir vong (n=9), 6 bénh nhan c6 biéu hién viém phdi
hoac suy ho hép, 2 bénh nhan bi suy than, va 1 bénh nhan duogc chan doan ung thu
gan. Sy thiéu thong tin cta cac xét nghiém, dic biét 1a xét nghiém nudi cy vi sinh
d3 dan dén kho khan trong viéc két luan chinh xac nguyén nhan tir vong ctia nhom
bénh nhan nay (Bang 3.14). Nhiéu nghién ctru da cong bd viém phoi 14 biéu hién
phé bién nhat cia nhiém trung melioidosis, va ton thuong phdi ¢ bénh nhan
melioidosis ¢6 thé bi chan doan nham 14 ung thu phoi. Ngoai ra, bénh than man tinh
cling 12 mot yéu td nguy co ctia bénh (Phuong 2008, Currie et al. 2010, Wilson et al.
2016, Zaw et al. 2019). Hon nita, mot s6 nghién ctru da ghi nhan nhitng bénh nhan
nhiém melioidosis dang man tinh c6 biéu hién 1am sang 1a stc khoe bi suy giam,
kém theo cac yéu td nguy co va thuong bi chan doan bi ung thu (Currie et al., 2003;

Nandi and Tan; 2013). Vi vay, nhiing bénh nhan duong tinh véi melioidosis bang

85




xét nghiém ELISA can dugc nghién ctru sdu hon dé tim ra nguyén nhan tr vong

hodc suy gidm surc khoe.

Bang 3.14. Thong tin nhom bénh nhén tr vong

Tudilgici | Bleuhien |\ i cay | VC | Hepl
ovg va chin 101Cay | £\ 1sA | ELISA Thong tin
tinh , vi sinh
doan (ODs90) | (ODago)
Sau khi xuét vién, bénh nhan
. . . 2,145+ | 0,330 = | nhap vién khac va dugc chan
74NG | Metmo KNONg | 126 | 0,005 |doan ung thr gan. Bénh nhan
qua doi vao thang 9/2021.
Sau khi xuat vién, bénh nhan
. Thiéu mau, . 0,631+ | 0,230+ | nhap vién khac diéu tri suy
82INT 1 ¢y than KNong 1 "0 004 | 0,015 |than. Benh nhan qua doi vao
thang 4/2021.
Viém  phoi
va bénh .
2. e R 0,423+ | 0,531+ | Bénh nhan tir vong sau khi ra
74/Nam | phoi - tac | KhONg | "6 00, |6 008 | vien mot tuan.
nghén man
tinh
Xo gan va . 0,390+ | 0,526 = | Bénh nhan chuyén ning va tu
44/Nam suy than Khong 0,008 0,004 | vong sau khi ra vién
Bénh nhan duoc chuyén dén
Viém phdi, NUBi ci mot bénh vién khac & Ha Noi
soNem | X0 . @] o 1y 1,376+ | 0,171+ | va dugc chin doan méc bénh
huyét  ap miu () 0,027 0,001 |ung thu phoi. Thang 6/2021,
cao a bénh nhan bi viém phéi ning
tran dich mang phdi va tir vong.
Viem ohdi. | Nusi cd Bénh nhan xuét vién do khéng
J3Nam phot, " 1y 0,607+ | 0,492 + | di didu kien kinh té didu tri.
Xo-gan va ) T 0,008 | 0018 |Bénh nhan tr vong thang
ung thu gan | mau (-) 3/2021
Séc  nhiém
tring,  suy | Nuoi cay 0802+ | 0413+ | S2U 10 ngay ké tir ngay ra vién,
59/Nam hé hap va| maul 0 056_ 0 002‘ bénh nhén ta vong vao thang
suy  than | mau (-) ’ ; 12/2020.
man tinh
84/Nit Viém phéi | Nubi cay 0207+ | 1211+ | S2UKhi Xuat vién, stc khoe cua
va  thiéu| dich 777 | 77777 | bénh nhan tién trién xau va tu
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mau mang 0,000 0,036 | vong vao thang 12/2020.
phdi (-)
Nudi cay
< x mau 1 . . , \
[ S0c nhiem 2 () | 0665+ | 0,903+ | S 9 NGAY ra vién, sic khoe
79/N trang va 4 cua bénh nhan ngay cang ycu
viém phoi Nuf)' cay | 0018 0.012 1 Vs ti vong vao thang 2/2021.
dom 1
mau (-)

Trong nhém bénh nhan khoe manh (n=10), c6 5 bénh nhan duogc diéu tri
ngoai tra, diéu nay cho thay tinh trang bénh 1y nhe ctia nhom bénh nhén nay tai thoi
diém kham chira tai bénh vién (Bang 3.15). Theo nghién ctru ctua Trinh Thanh
Trung va cs (2018), Ha Tinh la khu vuc luu hanh melioidosis (Trung et al., 2018),
do vay ti 18 16n nguodi dan cé thé phoi nhiém va tao khang thé khang lai B.
pseudomallei, va cho phan tmg duong tinh véi xét nghiém ELISA trong nghién ctru
nay. Trudc do, theo diéu tra cua Lé Van Phing va cs (1993) thi c6 tir 6,4-31,8%
ngudi dan thude cac ving dan cu sdng & ngoai thanh Ha N6i ¢6 huyét thanh duong
tinh v&i xét nghiém IHA (Van Phung et al., 1993). Trén thé giéi, nhiéu nghién ctru
cling c6 ghi nhan twong tu, nhitng ngudi khoe manh song tai cac vung luu hanh
bénh dich melioidosis ¢ ty 18 huyét thanh dwong tinh véi B. pseudomallei cao.
Khoang 40% ngudi trudng thanh khoe manh c6 xét IHA hi¢u gid> 1:80
(Wuthiekanun et al., 2006; Wuthiekanun et al., 2008; Duval et al., 2014; Chaichana
et al., 2018; Hantrakun et al., 2018).

Bang 3.15. Thong tin nhém bénh nhan khée manh

Tudi/giéi | Biéu hién va chan N WC-ELISA | Hcpl-ELISA
. , Nudi cay vi sinh
tinh doan (ODag0) (ODa490)

Viém phdi va nghi ngo . 1,001 +

61/Nam ung thu phéi Khéng 0,011 0,674 + 0,002
Bénh phoi tic nghén . 0,637 +

60/Nam | = N Khong 0,058 0,172 + 0,004

75N | Viém phéi Khong 0.231% 1 560+ 0,008

0,000
a4/Nam | Sét va dau dau Khong 1673??; 0,330 + 0,010
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61/Nam | Sét va dau diu Khong 0675558* 0,569 + 0,016

72/Nam | Tiéu duong Khéng 0,366+ | () 583+ 0,002
0,008

65/Nam | Kho ths Khong 0,281+ 1 4728+ 0,001
0,021

8UNi | Tidu duong Khong 0.644 1 4318 40,002
0,011

. Viém phéi va tiéu A 0,717 +
89/Nix duong Khéng 0,032 0,557 = 0,007
70/NE& | Viém da khop Nuor cay (r_r)‘a“ 1 mau 0(’)65281 0,304 + 0,007

Han ché trong nghién ctru nay la mau huyét thanh chi dugc thu thip tai mot
thoi diém duy nhét trong thoi gian bénh nhan téi bénh vién kham bénh va diéu tri.
Diéu nay gay khé khin trong viéc phan biét két qua xét nghiém huyét thanh duong
tinh gitta bénh nhan nhiém trung melioidosis thuc sy va bénh nhan c6 khang thé nén
cao khang B. pseudomallei do ho séng trong ving luu hanh bénh dich melioidosis.
Nhu vay c6 thé thdy tim quan trong ctia viéc xét nghiém huyét thanh tai nhiéu thoi
diém khi gia tri OD & ca hai xét nghiém WC-ELISA va Hcpl-ELISA ting 1én déng
ké voi miu huyét thanh duoc thu 1an thir hai & bénh nhan thr hai nhiém melioidosis
d3 duoc xac nhan lai bang nudi cy tai BVDK tinh Ha Tinh. Tuy nhién, viéc lay
mAau huyét thanh 1an tht hai tir cac bénh nhéan sau khi ho xuat vién 1a rat kho khin
do khoang cach dia ly va tinh hinh bénh dich Covid-19 luu hanh tai thoi diém do.

Nghién ctru nay da ching minh WC-ELISA va Hcpl-ELISA c6 do nhay va
do dac hiéu cao trong xét nghiém nhiém trung melioidosis trén ddi tuong bénh nhan
ngudi Viét. Xét nghiém két hop WC/Hepl-ELISA 1a xét nghiém huyét thanh hoc
dang tin cay co thé duoc st dung dé phat hién céc ca melioidosis bi bd sot do xét
nghiém nudi cdy vi sinh ¢ do nhay thdp hodc khong dugc chi dinh. Bang xét
nghiém WC/Hep1-ELISA, nghién ctru dd phat hién ra sd lugng nhiéu hon cac bénh
nhan c6 huyét thanh duong tinh véi melioidosis nhap vién sau cac hién tugng thoi
tiét khic nghiét. Tuy nhién, dé danh gia chinh xac sb ca nhiém, mdi bénh nhan nghi

ngd nhiém melioidosis cdn dugc xét nghiém WC/Hepl-ELISA huyét thanh tai ba

88




thoi diém 1a nhap vién, diéu tri va tai kham sau xuét vién hai tuln. Déng thoi két
qua WC/Hepl-ELISA dugc so sanh véi xét nghiém nudi cdy va real-time PCR
TTSS1. Pay 1a nghién ctu can thiét dé khang dinh k§ thuat xét nghiém két hop
WC/Hcpl-ELISA dang tin cdy va can dugc trién khai nham danh gid do nhay va do
dic hiéu chinh x4c cta xét nghiém két hop WC/Hep1-ELISA trong chan doan bénh
nhén sbt nhdp vién, ciling nhu diéu tra s6 ca nhi®m melioidosis thuc su ghi nhan
hang ndm ¢ Viét Nam.

3.2. PHAT TRIEN KY THUAT PHAT HIEN B. pseudomallei NGOAI MOI
TRUONG

3.2.1. Nghién ciru phat trién ky thuit nudi cAy phat hién vi khuan B.
pseudomallei ngoai moi truong

3.2.1.1. Pdnh gid hiéu qua cia ky thudt nudi cdy lam giau bang real-time
PCR TTSS1

DNA duoc tach chiét tir 640 dich nuoi cdy lam gidu va phan tich bang xét
nghiém real-time PCR TTSS1 dic hiéu vi khuan B. pseudomallei. Két qua cho thiy
c6 tong s6 282/640 mau dich lam giau dwong tinh véi B. pseudomallei. Béi voi
ting mau dat, c6 51/80 (63,8%) miu dit dwong tinh & it nhat mot trong tam dich
lam giau, 29/80 (36,2%) mau dat 4m tinh hoan toan ¢ ca tam loai dich lam giau.

Véi ky thuat lam giau mot bude, gia tri Ct trung binh cua céc dich lam giau
TBSS-C50 144 gio (Cr 27,49) va EM 144 gid (Cr 30,46) thép hon dang ké so voi
gia tr1 Ct trung binh cua céc dich lam giau TBSS-C50 48 gio (32,55) va EM 48 gio
(33.48), va su khac biét ndy c6 y nghia théng ké. Bén canh do, ty 16 mau duong tinh
v6i real-time PCR & dich lam giau 144 gid 1a nhiéu hon so véi dich 1am giau 48 gio.
Cu thé, v6i thoi gian 1am giau 48 gid trén mdi trudng TBSS-C50 hodc EM, chi c6
27,5% (22/80) mau dat duong tinh, trong khi d6 thoi gian 1 144 gio trén TBSS-C50
cho 38,75% (31/80) mau duong tinh, 144 gi¢ trén EM cho 45% (36/80) mau duong
tinh. Nhu vay, hai loai moi truong TBSS-C50 va EM véi cung mot thoi gian u
khong c6 sw khac nhau dang ké vé ty 1¢ miu duong tinh (Bang 3.16, Hinh 3.6).
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Bang 3.16. Hiéu qua cua k¥ thuat lam gidu 1 budc duge danh gia bing gPCR TTSS1

Dich lam giau

TBSS-95O 48 EM 48 gior TBSS-C_I?O 144 EM 144 gio
gio gio
Cr trung binh 32,55 33,48 27,49 30,46

S6 dich l1am
giduduong | 22/80 (27,5%) | 22/80 (27,5%) | 31/80 (38,75%) | 36/80 (45%)
tinh (%)

Véi k¥ thuat lam giau hai budce, dich lam giau TBSS-C50 48 gid + EM 96
gio (Cr 21,93) hodac EM 48 gio + TBSS-C50 96 gio (Cr 24,18) co tai lugng B.
pseudomallei cao vuot troi thé hién qua gia tri Ct trung binh thap hon dang ké so
véi dich 1am giau mot budée TBSS-C50 144 gio (Cr 27,49) va EM 144 gio (Ct
30,46). Ty 1&¢ mau duong tinh ¢ dich lam giau trén 2 loai mdi trudng két hop khac
nhau khong c6 y nghia thong ké. Cu thé, 51,3% (41/80) mau dat duong tinh & dich
lam giau TBSS-50 48 gio + EM 96 gidr so véi 55% (44/80) mau duong tinh & EM
48 gio + TBSS-C50 96 gid. Pong thoi, tai lwong B. pseudomallei trén hai loai dich
lam giau nay ciing khong khac biét voi gia tri Ct trung binh lan luot 1a 21,93
(TBSS-C50 48 gio + EM 96 gio) va 24,18 (EM 48 gio + TBSS-C50 96 gio) (Cr
21,93 va Cr 24,18, p>0,5). Cung la k¥ thuat lam giau hai budc nhung dich lam giau
don méi truong TBSS-C50 48 gio + TBSS-C50 96 gio (Cr 31,33) cho tai lugng vi
khuan thap hon so véi dich lam giau két hop TBSS-C50 48 gid + EM 96 gio hoic
EM 48 gio + TBSS-C50 96 gio (Cr 21,93 va Cr 24,18, p<0,05). Tuy nhién, ty 1¢
mau dat duong tinh & dich lam giau hai budc trén méi truong don hodc két hop l1a
khong c6 su khac biét. Trong khi do, dich lam giau hai budec don moi truong EM 48
gid + EM 96 gior (Ct 26,62) c6 tai lwong vi khudn va ti 16 mau duong tinh khong
khac biét co ¥ nghia thong ké so véi dich 1am giau hai bude trén moi truong két hop
(Bang 3.17, Hinh 3.6).

Bang 3.17. Hiéu qua cta k¥ thuat lam giau 2 budc duge danh gia bang g PCR TTSS1

Dich lam giau
EM 48 gio + | TBSS-C50 48 gio .
TBSS-C50 48 EM 48 gio +
gior + EM 96 gio TBSS-_(?SO 96 + TBSS_-‘CSO 96 EM 96 gio
gio gio
Cr trung binh 21,93 24,18 31,33 26,62
S6 dich lam 43/80
giau duong | 41/80 (51,3%) | 44/80 (55%) 43/80 (53,75%)

tinh (%) (53,75%)
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Hinh 3.6. Hiéu qua cta k¥ thuat 1am giau vi khuan B. pseudomallei tir 80 mau dat duoc
danh gia bang qPCR TTSS1. Mau dwong tinh v&i gPCR TTSS1 trinh bay dudi dang dau
cham véi gia tri Ct twong Ung trén truc hoanh. Friedman test dugc str dung dé phan tich Ct
khac nhau c6 ¥ nghia. Phan tich su khac biét c6 ¥ nghia thong ké gitta cac gia tri Cr cua
dich lam giau bang ham Friedman’s test vai gia tri Ct 16n hon 39,0 dich lam giau dugc
xem la &m tinh véi gPCR (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0,0001).

3.2.1.2. Pdnh gid hiéu qud cia kj thudt nudi cdy lam giau bang phdn Idp B.
pseudomallei

Bén canh danh gia sy c6 mat cta vi khuan B. pseudomallei biang phuong
phap real-time PCR, phan lap vi khuan duoc thuc hién dé (i) khang dinh mau duong
tinh, (ii) diéu tra dich té va (iii) danh gia doc luc chung vi khuan. Phéan 1ap vi khuan
B. pseudomallei duoc thuc hién véi 408 dich 1am giau cta 51 mau dat duong tinh tir
xét nghiém real-time PCR TTSS1 ¢ trén. Luong mau 100 pL dugc cay tri trén dia
thach Ashdown, U tai 40°C trong 7 ngay. Két qua cho thiy ty 1& phan lap duoc vi
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khuan B. pseudomallei tir dich lam giau TBSS-C50 48 gi> + EM 96 gio (30/51;

58%) cao hon so véi cac dich lam giau con lai (Bang 3.18, Hinh 3.7).

Bang 3.18. Hiéu qua cua k¥ thuat nudi cay lam giau dugc danh gia bang k¥ thuat nudi cy

phéan lap

S6 lwong dich 1am giau phan lap dwoc

T Loai dich lam giau vi khuan B. pseudomallei (%)
1 | TBSS-C50 48 gid 5/51 (9,8%)
2 | TBSS-C50 144 gio 13/51 (25,5%)
3 | TBSS-C50 48 gio + TBSS-C50 96 gio 16/51 (31,4%);
4 | TBSS-C50 48 gior + EM 96 gior 30/51 (58%)
5 | EM 48 gio 4/51 (7,8%)
6 | EM 144 gio 10/51 (19,6%)
7 | EM 48 gio + EM 96 gio 22/51 (43,1%)
8 | EM 48 gio + TBSS-C50 96 gio 23/51 (45,1%)

Khi danh gia trén timg mau dét & ca 8 loai dich 1am giau, c6 34/51 (66,66%)

mau dat nudi cay duoc vi khuan B. pseudomallei trén dia thach Ashdown. Trong do,

17/34 (50%) mau dit phan lap dugc vi khuan chi trén dich l1am giau EM ma khéng

c6 trén dich lam giau TBSS-C50. Trong 17 mau dat nay, c6 7 mau dat chi duong
tinh ¢ dich lam giau TBSS-C50 48 gio + EM 96 gid; 1 mau dat chi duong tinh &
dich lam giau EM 48 gid + TBSS-50 96 gid; 2 mau dat chi duong tinh ¢ dich 1am
giau EM 48 gio + EM 96 giod; va 1 miu dat chi duong tinh ¢ dich lam giau EM 144

gio. Khong c6 miu dit nao duong tinh ¢ dich lam giau TBSS-C50 ma lai 4m tinh &
dich lam giau EM.
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TBSS- EM 96 h C50
C50 96 h 96 h
96 h

Dich nuéi cay lam giau

Hinh 3.7. Hiéu qua cta k¥ thuat 1am giau vi khuan B. pseudomallei tir 80 mau dat duoc
danh gia bang phan 1ap trén thach Ashdown. Fisher’s test duoc str dung d€ phan tich su
khac nhau vé s lvong mau duong tinh c¢6 y nghia (*p<0.05; **p<0.01; ****p<0,0001)

K§ thuat nudi cdy lam giau hai budc trén cting mot loai moi trudng (TBSS-
C50 48 gid + TBSS-C50 96 gid) cho sé miu phan lap duoc vi khuan B.
pseudomallei (16/51) bang khoang 50% so véi lam giau hai budc (TBSS-C50 48
gid + EM 96 gio) (30/51). Két qua nay cho thiy tinh chon loc cao clia méi truong
EM va c6 tiém ning trong viéc lam giam dang ké ty 18 nudi cdy am tinh gia khi ap
dung phuong phap nudi cdy theo hudng din chuin sit dung TBSS-C50 48 gio
(5/51). Sau khi ¢ Tuy nhién, ngay ca khi ty 18 nudi cdy am duoc cai thién thi van
con gan 40% sb mau duong tinh véi real-time PCR TTSS1 nhung 4m tinh véi nudi

cdy, diéu nay cho thdy khoang cach 16n giita hai k¥ thuat nay trong diéu tra B.
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pseudomallei ngoai moéi truong. Nguoce lai, mot nghién ctru trude day da bao céo 1
mau moi trudng Am tinh véi nudi cdy lam giau va real-time PCR TTSS1 nhung lai
duong tinh véi k¥ thuat nudi cdy truc tiép thong thuong (Dance et al. 2018). Do
vy, cAc mau am tinh véi real-time PCR TTSS1 trong noi dung nghién ctru cua luan
&n nay co thue su 4m tinh v6i nudi cdy hay khong ciing can dugc thuc hién nghién
curu danh gia trong thoi gian toi.

Nhu vay, ca ky thuat lam giau (mot bude va hai budc) va moi treong lam
giau (TBSS-C50 va EM) c6 anh huong dén hiéu qua phat hién B. pseudomallei
trong cac mau dat rudng, tom tat nhu sau:

- Nubi cay lam gidu mot budc trén TBSS-C50 hodc EM trong 144 gio 1am
ting kha niang sinh truong cta B. pseudomallei va ting s6 miu duong tinh bang
real-time PCR TTSS1 so vdi nudi cdy lam giau trén TBSS-C50 48 gio theo hudng
dan chuan.

- Nudi ciy lam giau hai budc (TBSS-C50 48 gio + EM 96 gio) giup cho B.
pseudomallei sinh tredng manh m& nhat va cho sé miu phan 1ap duoc vi khuan cao
gap 6 1an so v6i huéng dan chuan TBSS-C50 48 gio.

Két qua kha quan cta k¥ thuat 1am giau hai budéc TBSS-C50 48 gio + EM 96
gid ¢ thé do ngudn carbon tir dat c6 trong dich lam giau budc mot duoc pha lodng
khi chuyén sang méi trudng lam giau budc hai, khién cho phan 16n cac loai vi
khuan khac khong thé sinh truéng v6i ngudn carbon erythritol duy nhat co trong
EM, do d6 lam ting tinh chon loc ctia EM véi vi khuan B. pseudomallei.

Tir két qua cua nghién ctu, k¥ thut nudi cay 1am giau hai buéc TBSS-C50
48 gio + EM 96 gio da duoc lwa chon va thir nghiém ung dung trong diéu tra Vi
khuan B. pseudomallei trong dat va nuéc tai huyén Triéu Son, Thanh Hoa va huyén
Séc Son, Ha Noi.
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3.2.2. Ung dung k¥ thuit nudi ciy lam giau hai buéc trong diéu tra sw c6
mit cia B. pseudomallei ngoai méi truong

3.2.2.1. Piéu tra sw c¢6 mdt cia vi khuan B. pseudomallei trong nuéc rudng
lua tai huyén Triéu Son-tinh Thanh Hoa

a. Sy bién dong vé tan suit bit gdp va mat d6 vi khuan B. pseudomallei

Theo dit liéu diéu tra ctia TS. Trinh Thanh Trung va cs (két qua ctia nhiém
vu RENOMAB), trong thoi gian tir thang 01/2015-12/2017, ca nhiém melioidosis &
Viét Nam thuong dugc phat hién nhiéu tir thang 7 dén thang 11 hang nim (Phu lyuc
4). Nguyén nhin cua hién tuong trén c6 thé do c6 nhiéu yéu td nguy co nhiém tring
vi khuan B. pseudomallei xuét hién vao khoang thoi gian nay trong nam, dic biét 1a
nhiét dg, luong mua va hoat dong canh tac lta. Theo bao céo ctua Téng cuc théng ké
Viét Nam, nhiét do trung binh thang c6 xu hudng ting bit dau tir thang 4 va giam
dan sau thang 10, tao diéu kién thuén loi cho sy sinh trudng cua nhiéu nhom vi sinh
vat trong d6 ¢ vi khuan B. pseudomallei. Ngoai ra, day ciing 1a khoang thoi gian
ghi nhan lugng mua trung binh 16n & Viét Nam, cung voi do la nhiéu hién tuong
thoi tiét bat thuong nhu gidng bao va 1dc ¢o thé cudn theo cac hat bui dat hoic khi
dung chita B. pseudomallei ma con ngudi ¢ thé hit phai (Phu luc 5). Pong thoi,
nhiéu hoat dong canh tac nong nghiép ciing dién ra trong khoang thoi gian nay, din
dén nguy co nguoi dan tiép xuc véi dat va nude chira vi khuan ting cao.

Tién trinh 1y nhiém bénh thanh cong thudng gém céc yéu to nhu lidu lugng
tac nhan gy nhiém, con duong 1y nhiém, trang thai strc khoe, moi truong séng cua
vat chu, va doc luc cua tac nhan nhiém trung (Van Seventer and Hochberg, 2017).
Gia thuyét dugc dua ra 1a vao thoi gian ndy trong nim, tin suét bat gap va mat do vi
khuan B. pseudomallei ngoai méi trudng cao hon nhitng thang con lai. Thuc té trén
thé gi6i dd co nhiéu nghién ctru cong bd vi khuan B. pseudomallei trong dat, dat
trong l0a, va nudc sdng cod tan suat bat gip va mat do cao hon vao mua mua so voi
mua kho (Manivanh et al., 2017; Ong et al., 2017; Zimmermann et al., 2018). Tuy
nhién, sy hién dién cta vi khuan B. pseudomallei trong nudc ruong lua maéi chi
duoc nghién ctu vao mot thoi diém 1a mua mua, din dén thiéu co s& khoa hoc dé

danh gia sy bién dong theo mua cia vi khuan trong moi trudng nudc rudng laa
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(Vongphayloth et al., 2012; Ong et al.; 2017). Trong nghién ctru ndy, diéu tra vé tan
suat bat gip va mat do vi khuan B. pseudomallei trong nuéc rudng lta theo cac
thang trong ndm da dugc tién hanh mot cach chi tiét hon.

Dir liéu diéu tra méi trudng thudc DE tai RENOMAB (Trinh Thanh Trung va
cs, 2014-2017) cho thidy mau dat rudng lua tai xa Xuan Loc, huyén Triéu Son, tinh
Thanh Hoéa (19°83°85,5”N, 105°62°3,8”E) cO su ton tai cua vi khuan B.
pseudomallei bang k¥ thuat nudi ciy phan 1ap. Vi vay, nim 2019, vi tri rudng lta
nay dugc lya chon dé diéu tra sy bién dong theo mua cua tan suét bat gap va mat do
vi khuan B. pseudomallei trong nudc rudng laa. Mau nudce rudng laa duoc thu vao 8
thoi diém khéac nhau tir thang 2 dén thang 9/2019, trung v6i thoi diém hai vu canh
tac lua: vy xuan hé va vu hé thu. Cac hoat dong mua vu cha yéu gém lam dat (cay
va bira), cay lta, cham séc (1am co, bon phan va phong trir sdu bénh) va thu hoach
(Phu luc 6).

Tong cong 800 mau nudce (thu 100 mau/lan, trong 8 1an) dugc phén tich bang
k¥ thudt nudi cdy truc tiép trén dia thach Ashdown va k¥ thudt nudi cdy lam giau
hai budc TBSS-C50 48 gio + EM 96 gid. Véi ky thuat nudi cay lam giau hai budc,
dich nuoi cay sau khi lam giau duoc tach chiét DNA cho real-time PCR TTSS1.
Pong thoi, 100 uL véi dich 1am gidu duong tinh voi real-time PCR duoc trang 1én
dia thach Ashdown dé phan lap vi khuan B. pseudomallei. Két qua cua k¥ thuat 1am
giau hai budc cho thay tan sut bat gap vi khuan B. pseudomallei trong nudc rudng
lta bién dong 16n giita cac thoi diém thu mau. S6 mau dwong tinh ting khi nén nhiét
d6 tai khu vuc 1dy mau ting. Tong s6 mau nudc duong tinh véi B. pseudomallei thu
tir thang 6 dén thang 9 1a 258/400 (64,5%), cao gap gan 3 lan so v4i tong s6 mau
duong tinh thu tir thang 2 dén thang 5 (90/400, 22,5%). Pong thoi, nhiét d6 moi
treong trung binh tai tinh Thanh Hoéa tir thang 6-9 14 29,1°C cao hon dang ké so voi
nhiét do trung binh cua thang 2-5 1a 22,75°C. Piéu nay cho thiy nhiét do6 moi
truong c6 thé c6 mdi twong quan véi tan sudt bat gip vi khuan B. pseudomallei
trong nudc rudng lua. Trong khi do6, lugng mua trung binh tai khu vuc léy mau

khong thé hién méi lién hé vai tan suét bt giap B. pseudomallei (Hinh 3.8).
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Bén canh do, tai thoi diém thu mau 15/8, mic di nén nhiét moi truong cao
(28,4°C) nhung vi khuan B. pseudomallei chi c6 mat ¢ 37/100 mau nudc, bang
khoang 50% so v&i cac lan thu miu trude va sau dé. Hién tuong nay co thé duoc
giai thich 1a do mau nuédc duoc thu ngay sau khi xay ra mot tran mua rao 1én, dan
dén ndng d6 vi khuan trong nude rudng la ¢ nhiéu diém thu mau bi pha loang dén
dudi ngudng ma phuwong phap nudi cdy lam gidu cé thé phat hién duoc. Sau d6
khoang mot thang (20/9), s6 mau nuéc duong tinh véi B. pseudomallei lai ting 1én
tuong duong véi thoi diém ldy miu trude d6 mot thang (16/7). Nhu vay, mic du vi
khuan B. pseudomallei khong dugc phéat hién bang ky thudt nudi cay lam gidu
nhung van c6 thé ton tai trong nudc & mat do thap va tiép tuc sinh truong trong diéu
kién moi trudng thuan loi nhu nhiét 46 méi truong am ap, ham luong chét dinh
dudng trong nudc phu hgp, moi truong rudng laa khong bi tdc dong bodi hoat dong
canh tac (rudng dugc nghi sau vu git, khong bon phan, khong st dung thudc trix
sau, diét co,..) v.v... Theo nghién ciru trude day, vi khuan B. pseudomallei cé kha
nang sinh truéng ting mat do tir 108 1én 108 CFU/mL trong méi truong nudc cat
trong thoi gian mdt thang véi diéu kién nhiét do thich hop >24°C va <40°C
(Wuthiekanun et al., 1995; Tong et al., 1996). Ngoai ra, hién tuong nay ciing co thé
duogc giai thich do sau khi vi khuin B. pseudomallei trong nuéc rudng lta dot ngot
bi luong 16n nudc mua cudn di, thi vi khuan trong 16p bun dat da di chuyén 1én 16p
nudc phia trén va tiép tuc ting sinh mat do trong diéu kién thich hop nhu trén.
Nhiéu nghién ctu trude day di cong bd hién twong vi khuan B. pseudomallei di
chuyén tir 16p dat sau l1én 16p dat bé mat vao mua mua (Thomas et al., 1979;
Wuthiekanun et al., 1995; Vuddhakul., 1999; Wuthiekanun et al., 2005).

Véi ky thudt lam giau hai budc TBSS-C50 48 gio + EM 96 gio, thong qua
danh gia bang k¥ thuat real-time PCR TTSS1 va phuong phap phan lap trén thach
Ashdown, lan lugt c6 348/800 (43,5%) va 327/800 (40,9%) dich lam giau duong
tinh v6i B. pseudomallei. Cac dich 1am giau c6 tai luong vi khudn B. pseudomallei
cao thé hién qua gia tri Ct trung binh kha thap (tir 17,33 - 25,91), giai thich cho ti 18
16n cac dich lam gidu phan 1ap duoc ching vi khuan B. pseudomallei (tir 80,52-

100%) (Bang 3.19). Trong khi d6, k¥ thuat nudi cay truc tiép chi phan lap duoc vi
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khuan B. pseudomallei tir 13/800 (1,6%) mau nudc rudng lua. Pang cha ¥ 1a k§
thuat nudi ciy truc tiép chi phat hién duoc vi khuan B. pseudomallei & cac thang 7,
8 va 9 v6i s6 miu duong tinh 1an luot 1 4, 2 va 7/100 va mat do trung binh tuong
tmg 14 35; 13 va 151 CFU/mL (Hinh 3.8, Bang 3.19). Diéu nay cho thiy nhiét do
anh huong khong chi dén tan sudt bat gip ma con dén mat d6 vi khuan.
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Hlnh 3.8. (A) S6 miu nu6e duong tinh voi vi khuéan B. pseudomallei ¢ 8 thoi diém 1dy
mau bang 2 k¥ thuat nudi cdy truc tiép va lam giau hai budc; (B) Nhiét d va lugng mua
trung binh thang tai tinh Thanh Héa nam 2019.

Cung voi tan suat bat gip vi khuan B. pseudomallei ting dan & cac thang co

nhi¢t d0 moi trudong tang cao, vi sinh vat tong s6 xuat hién trong cdc mau nudc
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rudng lta cling tang 1€n ca v€ so lugng mau va mat d¢ khi phan 1ap trén moi truong

Ashdown (Bang 3.19). Cac nghién ctru trude ddy da cong bd cac loai Burkholderia

khac nhu B. thailandensis, B. ubonensis ciing chiém wu thé khi phan 1ap trén méi

treong Ashdown (Chandler et al., 1998; Price et al., 2013). Bén canh do, cac loai

thudc cac chi Delftia, Pandoraea, Pseudomonas, va Ralstonia ciing thudng xuét

hién khi phan 1ap mau méi trudong trén mdi truong nay (Hall et al., 2015).

Bang 3.19. Tan suat bat gap vi khuan B. pseudomallei va VSV tong sb trong nudc rudng
l0a tai 8 thoi diém tir thang 2-9/2019

Thoi diém

Nudi ciy truec tiép
B. pseudomallei

Nuéi cdy lam giau
B. pseudomallei

Vi sinh vat tong so

S6 o Gid tri | Duong tinh véi | SO o
thu mau mau Mat do tr}mg Cr phan lap/real- mau Mat do trfmg
binh (khoang) . binh (khoang)
duong | cry/mpy | WUng | UMePCR i duong | T erym)
tinh binh TTSS1 (%) tinh
27/2/2019 - - 17,33 | 5/5 (100%) - -
10/4/2019 - - 25,91 | 33/33(100%) | 15 87 (10-665)
9/5/2019 - - 23,83 | 26/26 (100%) | 11 7 (2,5-52,5)
25/26
23/5/2019 - - 19,71 7 | 76 (2,5-482,5)
(96,15%)
11/6/2019 - - 20,34 | 62/62 (100%) | 62 | 169 (2,5-225)
16/7/2019 4 35 (5-95) 21,11 | 82/82(100%) | 76 | 273 (5-4.020)
32/37
15/8/2019 2 13 (1-25) 19,16 35 | 221 (5-2.915)
(86,48%)
62/77 473 (15-
20/9/2019 7 151 (5-750) | 21,69 55
(80,52%) 2.522)
o Duong tinh v6i B. pseudomallei bang ky thuat nuoi
Téng sb ]zlersggr:anlllle\ilglla cay lam giau 2 buéc:
mau pseudol @M€ |+ Danh gi4 bing qPCR TTSS1: 348/800 (45,5%)
nuoi cay truc tiép: T o
duong + Panh gia bang nuodi cay trén Ashdown: 327/800

13/800 (1,63%)

(40,9%)
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b. Panh gia tinh da dang cta cac ching vi khuan B. pseudomallei phan lap
dugc tir nude rudng lua

Tir mbi miu duong tinh, 1 chung vi khuan B. pseudomallei duoc phan lap
ngiu nhién va dugc bao quan & -70°C cho nghién ctru tiép theo. Tong s6 20 chiing
vi khuan B. pseudomallei, gdm 13 ching duoc phan 1ap truc tiép tir mau nuéc, 6
chung duoc phan 14p tir dich nuéi cay lam giau va 1 chung TS 108.3 dugc phan lap
tir dat rudng lta vao nim 2015 duge xac dinh kiéu trinh ty MLST dé danh gia tinh
da dang. Trong do, 6 chung phan 1ap tir dich lam giau dugc Iya chon theo tiéu chi:
cung vi tri 14y miu nhung khac thoi diém thu méu; cung thoi diém thu mau nhung
vi tri xa nhau; cung thoi diém thu mau nhung vi tri gan nhau.

Két qua phan tich MLST cho thiy 20 chung thudc 5 ST gdom ST541 (1
chung), ST543 (2 chung), ST533 (3 chung), ST542 (5 chung) va ST méi (9 chung).
Trinh tu 7 house-keeping gene cta ST méi dugc cong bd trén co so dit lieu MLST
(https://pubmlst.org/bpseudomallei/) va dugc xac nhan mac du cac allen khong mai
nhung céc allen ndy tao nén t6 hop kiéu trinh ty méi duge dat tén 12 ST1994 (Bang
3.20). ST 543 1a kiéu trinh tu cua chung B. pseudomallei TS108.3 phan lap tir dét
ruéng vao nam 2015 ciing dugc bat gip trong nude rudng lua o vi tri 36P. Tai cling
mot thoi diém 14y mau, cac vi tri mau gan nhau ¢6 xu hudng xuét hién cac ST gidng
nhau (ST542 ¢6 mat co vi tri 26P, 27P, 27T, 28P va 28T; ST1994 & vi tri 35P, 36P,
37P va 39P): va cac diém xa nhau thudong gip cic ST khac nhau (ST 533 & 8P,
ST1994 & 39P). Tai vi tri 36P, ST1994 xuét hién & cac thang 2, 4, 5 (tir dich lam
giau) va thang 7 (tr mau nudc); ST543 va ST533 xuat hién 1an luot o thang 8 va 9 tir
dich 1am giau. Két qua nay cho thiy sy hién dién cac ST co thé khong cé tinh dic
trung theo mua va khong canh tranh ngoai moi trudng tw nhién. Mic duo mdi mau chi
duoc phan 1ap ngau nhién 1 ching, va chi c6 20 chung duoc Iya chon cho phan tich
MLST, nhung két qua da cho thay su da dang cua cac dong vi khuan B. pseudomallei
luu hanh trong nude rudng laa & mot khu vue 14y mau hep (Phu luc 7, 8).

Ngoai ra, theo cong bd trude day, mic du ST46 1a ST phd bién ¢ Viét Nam
(Phuong et al., 2008) nhung khong bat gap trong nghién ctru ndy. Trén co sé dit lidu
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MLST, ¢6 6 (4,58%) chung B. pseudomallei thudc ST 46 trong tong s6 131 ching

tor Viét Nam dugc phan tich MLST. Do vay, voi s6 mau nho 20 chung dugc phan

tich MLST thi kha ning bét gip ST 46 trong nghién ctru nay 1a duéi 1 ching.

Bang 3.20. Pa hinh trinh tu cac kiéu gen MLST cua cac ching B. pseudomallei dai dién

phan 1ap tir nude rudng laa tai Triéu Son - Thanh Héa

STT | Ny miu | thy miu | K idu chimg | FUTERERPD | QU DPe
1 2015 TS108.3 Lam giau ST543
2 27/2/2019 3T 2TS3T.1 Lam giau ST541
3 27/2/2019 36P 2TS 36P.1 Lam giau ST1994 (méi)
4 10/4/2019 36P 4TS 36P.1 Lam giau ST1994 (méi)
5 23/5/2019 36P 5TS*36P Lam giau ST1994 (méi)
6 15/8/2019 36P 8TS 36P Lam giau ST543
7 20/9/2019 36P 9TS 36P Lam giau ST533
8 16/7/2019 29P 7TS 29P (T) Truc tiép ST1994 (méi)
9 16/7/2019 35P 7TS 35P (T) Truc tiép ST1994 (m&i)
10 | 16/7/2019 36P 7TS 36P (T) Truc tiép ST1994 (méi)
11 | 16/7/2019 37P 7TS 37P (T) Truc tiép ST1994 (méi)
12 | 15/8/2019 39P 8TS 39P (T) Truc tiép ST533
13 | 15/8/2019 8P 8TS 8P (T) Truc tiép ST1994 (méi)
14 | 20/9/2019 19P 9TS 19P (T) Truc tiép ST1994 (méi)
15 | 20/9/2019 26P 9TS 26P (T) Truc tiép ST542
16 20/9/2019 27P 9TS 27P (T) Truc tiép ST542
17 | 20/9/2019 27T 9TS 27T (T) Truc tiép ST542
18 | 20/9/2019 28P 9TS 28P (T) Truc tiép ST533
19 | 20/9/2019 28T 9TS 28T (T) Truc tiép ST542
20 | 20/9/2019 oT 9TS 9T (T) Truc tiép ST542

Tan suat bat gap B. pseudomallei cao ¢ mua mua dugc giai thich 1a do vi
khuidn ndm sau trong dat - noi c6 d6 am thich hop va di chuyén 1én trén 16p
dat/nude bé mat vao mua mua (Thomas et al., 1979; Wuthiekanun et al., 1995;
Manivanh et al., 2017). M6t nghién ctru vé sy c6 mit cua B. pseudomallei trong dat

va nudc rudng laa & Thai Lan di bao cdo 60% mau nudce rudng lua duong tinh véi
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vi khudn vao mua mua (thang 8) v6i mat do trung binh 200 CFU/mL (Ong et al.,
2017). Tuong tu, Vongphayloth va cs (2012) ciing ghi nhan 38% mau nudc rudng
duong tinh véi B. pseudomallei vao mua mua tai Lao (Vongphayloth et al., 2012).
Trong mot nghién ctru khac, Zimmermann va cs (2018) di cho thay tan suat bat
gip B. pseudomallei trong nudc séng vao mua mua (57%) cao hon rat nhiéu so vai
mua kho (9%). Tuy nhién, nghién ctru ndy da khong danh gia mic do da dang cua
cac chung phan 1ap dugc giita hai thoi diém ldy mau (Zimmermann et al., 2018).
Nhiét d6 méi truong ting cao vao cic thang mua mua co thé kich thich su sinh
truong cta vi khuan B. pseudomallei ngoai méi trudng. Mot gia dinh khac duoc dua
ra 13 c6 thé mot s6 nhom vi khuan B. pseudomallei thich nghi véi diéu kién nhiét do
thip bi thay thé boi nhom thich nghi v&i nhiét do cao vao mua hé. Tuy nhién, dé
kiém tra gia dinh ndy, nghién ctru can thyc hién phan lap tt ca cac ching xuat hién
trén moi truong dia thach, phan tich MLST va danh gia dic diém sinh truong cia tat
ca cac chung phan 13p dugc.

Mot s6 nghién ctru vé da dang B. pseudomallei trong khu vuc lay mau hep da
cho thay sy da dang cua loai vi khuan ndy voi nhiéu ST khéac nhau. Khi danh gia sy da
dang cua B. pseudomallei trong 100 mau dat Iy tai khu dat nong nghiép bi bé hoang
nhiéu nam c6 dién tich 23,75 x 610 m, Chantratita va cs (2008) da phat hi¢n 80/100
mau dat duong tinh véi B. pseudomallei trong d6 c¢6 77/100 mau dwong tinh theo ca hai
ky thudt nudi cdy truc tiép va nudi cdy lam giau mot bude trén TBSS-C50. Trong
nghién clru nay, 3 diém cach nhau tir 7,6-13,3 m duoc chon dé danh gia sy da dang
quéan thé B. pseudomallei. Tai mdi diém, 200 chung dwoc phan 1ap. Két qua phan tich
MLST cho thay c¢6 9 ST, 12 mé hinh bang PEGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis)
xuét hién & 3 diém nay. Trong d6, chi c6 2 ST xuat hién & t6i da 2 diém, khong c6 ST
nao xudt hién & ca 3 diém. Tac gia cho rang da co su tién hoa cua B. pseudomallei
trong pham vi mdi trudng sinh séng hep (Chantratita et al., 2008).

Sau do, Wuthiekanun va cs (2009) cling danh gia da dang B. pseudomallei
trén dit néng nghiép dang dugc canh tic voi cac hoat dong cay cdy va chin tha gia

sic va da phat hién 28/100 mau dwong tinh véi B. pseudomallei bang nudi cdy truc
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tiép, nudi cdy 1am giau khong phat hién thém méu duong tinh. Téng sb 630 ching
B. pseudomallei dugc phan lap tir 11 diém, dugc xép vao 7 ST va 10 md hinh bing
PFGE, ¢6 9/11 diém chtra 1 ST, 1 diém chtra 2 ST va 1 diém chira 3 ST. Trong do,
ST54 phan bd rong khip khu vuc 14y mau, hai ST56 va ST518 c6 mit ¢ 2 vi tri ldy
mAu bén canh nhau. Piéu nay cho thdy mirc d6 da dang cua cac ching vi khuan B.
pseudomallei van tuong ddi cao mic dii co cac hoat dong canh tac néng nghiép dién
ra. Chinh vi vy nguoi néng dan c6 nguy co tiép xtc cung mét lic véi nhiéu ST
khac nhau trong mdi 1an tham gia hoat dong canh tac néng nghiép, va c6 thé dan
dén kha niang phoi nhiém vé&i chung c6 doc luc cao (Wuthiekanun et al., 2009). Tuy
nhién, nghién cru nay ciing phat hién chi c6 28% mau dat nong nghiép dang canh
tac duong tinh voi B. pseudomallei, thip hon nhiéu so véi 80% mau duong tinh
trong dit nong nghiép bi bo hoang & nghién ctru ciia Chantratita va cs (2008)
(Chantratita et al., 2008, Wuthiekanun et al., 2009). Ngoai ra, s6 ST bat gap o dat
noéng nghiép bo hoang ciing nhiéu hon so v6i & dat nong nghiép dang canh tac (9
ST/600 ching/3 diém so véi 7 ST/630 ching/11 diém). Két qua nay c6 thé duoc
giai thich 1a do phan bén va cac chat hoa hoc duoc st dung trong qua trinh canh tac
c6 thé 1am giam muc d6 da dang ciia B. pseudomallei (Wuthiekanun et al., 2009).
Mot nghién ctru khac da danh gia doc luc ctia cac ching B. pseudomallei
thudc cac ST khic nhau phan lap tir cing mot vi tri. Tong sb 288 chung B.
pseudomallei dugc phan 1ap tir cing mot 16 khoan, 169 chung trong s nay duoc
phan tich da dang di truyén va dugc xép vao 7 ST, trong d6 ¢6 1 ST méi. Panh gia
doc luc trén chuot cho théy cac chung thudc ST58 (n=6) va ST176 (n=1) c6 doc luc
cao gay chét 100% chudt; trong khi tit ca cac ching thudéc ST93 (n=10) khong giy
chét chudt; chi c6 1/8 ching thudc ST1005 va 1/5 chung thudc ST60 (n=4) 1am chét
toan bd chudt thi nghiém (Roe et al., 2022). Cac két qua nay da cho thiy cac ching
c6 muc do da dang cao cling nhu ddc luc khac nhau phy thude ST, tham chi c6 su
khac biét gitra cac chung trong cting ST ¢ cung mét vi tri ldy mau. Nhu vay c6 nguy
co cao con ngudi tiép cung mot luc voi nhiéu ching B. pseudomallei c6 doc luc

khac nhau.
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3.2.2.2. Piéu tra sir cé mdt cua vi khuan B. pseudomallei ngoai méi truong
tai huyén Soc Son-Tp. Ha Noi

Thang 11/2019, Trung tAm Y t& Séc Son bao céo vé ba trudng hop tré em tir
vong trong cung mot gia dinh tai thon D6 Luong, xi Bac Son, huyén Séc Son,
thanh phd Ha N6i do nhiém khudn B. pseudomallei trong vong 8 thang.

- Ca bénh du tién 13 bé gai 7 tudi xuét hién triéu ching s6t cao va dau bung
vao ngay 6/4/2019. Sau 2 ngay ty diéu tri tai nha, tré duoc dua téi BVDK huyén
S6c Son, sau d6 duogc dua di cip ctru ngay trong ngay & BV Xanh Pon va duoc
chan doan nhiém khuan huyét hoai tir duong rudt. Tré di tir vong vao tdi ngay
9/4/2019 trudce khi cac xét nghiém vi sinh dugc thuc hién.

- Ca bénh thtr hai 1a bé trai 5 tudi c6 triéu ching s6t cao kém dau bung vao
ngay 27/10/2019. Tré duoc diéu tri ¢ nha 1 ngay trude khi dugc dua di cip ctu tai
BV Nhi TU. Tré dugc chan doan séc nhiém khudn huyét va tir vong sau d6 3 ngay.
Xét nghiém nudi cdy vi sinh miu mau xac dinh tré dwong tinh véi vi khuan B.
pseudomallei.

- Ca bénh tht ba 1a bé trai 13 thang tudi, ngay 10/11/2019 tré biéu hién sot
cao va kém an. Ngay 11/11/2019, tré dugce nhap vién va diéu tri tai Trung tim Y té
S6c Son, sau d6 chuyén 1én BVDK Séc Son va tiép tuc chuyén 1én BV Nhi TU
ngay trong ngay. Xét nghiém nudi cdy vi sinh cho thay tré duong tinh voi vi khuan
B. pseudomallei. Tré tir vong sau 6 ngay khoi phat bénh.

Theo cac diéu tra ca bénh ctia TS. Trinh Thanh Trung trong vong 5 nim qua,
ving nay chua ting ghi nhan ca nhiém melioidosis (Trung et al., 2018). Dé diéu tra
ngudn 1ay nhiém vi khuan B. pseudomallei, nhdm nghién ctru da dén tham gia dinh
cac nan nhan vao ngay 17/11/2019. Nha cua gia dinh cac nan nhan duoc xay trén
nén dat doi tai ving trung du ciia huyén Séc Son. Cha me va 6ng ba cia 3 tré da
dugc phong van véi cac cau hoi dich t& hoc vé cac hoat dong hang ngay cua tré ¢
trong nha va xung quanh nha. Theo thong tin tir gia dinh, 3 tré khong choi nghich
dat/nudc & ngoai vudn, tré chi tiép xuc voi ngudn nude giéng khoan khi tim. Nudce
ubng dung trong gia dinh déu dugc loc va dun so6i trude khi st dung. Gia dinh sir
dung nudc duoc cung cip tir 3 giéng khoan: giéng dung dé taim (giéng A), giéng

cho gia suc (giéng B) va giéng cho nudc dn/udng (giéng C). Cic mau dat vuon
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trede nha (n = 7), nude giéng khoan (lay tir téc nude) (n = 9), va nude udng (n = 1)

d3 duoc thu thap, xét nghiém su hién dién cua vi khuan B. pseudomallei. Két qua

cho thiy 3/3 (100%) miu nuéc giéng khoan A dwong tinh v6i B. pseudomallei,

trong d6 c6 2/3 miu duong tinh bang nudi cy truc tiép v6i mat do vi khuan B.

pseudomallei 1a 1-3 CFU/mL; 1/3 mau dwong tinh bing nudi ciy lam gidu 2 budc
TBSS-C50 48 gid + EM 96 gio. Trong khi cac miu nudce giéng B, C va mau dat déu

am tinh vé6i vi khuan B. pseudomallei bang ca nudi cy truc tiép va nudi cdy lam

giau (Bang 3.21).

Bang 3.21. Két qua nudi cay xac dinh sy ¢ mit cua B. pseudomallei trong dét va nudc thu
thap tai gia dinh nan nhan va khu vuc xung quanh tai thon D6 Luong, xa Bac Son, huyén
Soc Son, Ha No6i

S6 miu dwong tinh
bang lam giau 2

S6 miu dwong tinh
bang nuéi cay truec tiep

Loai mau So6 mau So diém buée / téng o miu /t(z)ilg s6 miu (%) (Mat
(%) do CFU/g;vCFU/mL,
khoang)
Thu mau lan 1 (17/11/2019)
Dt vuon trude 7 7 0/7 (0) 0/7 (0)
Nudc giéng A 3 1 3/3 (100) 3/3 (100) (1-3)
Nudc giéng B 3 1 0/3 (0) 0/3 (0)
Nudc giéng C 3 1 0/3 (0) 0/3 (0)
Nudc udng 1 1 0/1 (0) 0/1 (0)
Thu méu lin 2 (23/11/2019)
}Z:Itﬂf ‘;’g;;az’ 46 10 27146 (58.7) 5/46 (10,8) (12-746)
Dit ruong laa 40 8 5/40 (12,5) 0/40
Nude giéng A 26 1 26/26 (100) 0/26
Nudc giéng B 3 1 0/3 (0) 0/3
Nudc giéng C 3 1 0/3 (0) 0/3
Nude gieng 33 11 0133 (0) 0/33
hang xom
Nuée ao 30 10 0/30 (0) 0/30
Ti 1¢ miu dwong tinh/tdng sé mAu | 61/198 (30,96%) | 19%(232;/28'746
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Sau khi phat hién sy c6 mit cta vi khudn B. pseudomallei trong téc nudc
dugc bom tir giéng khoan A, dot thu mau 1an tht 2 di dugc tién hanh nhim mo
rong diéu tra ngudn nhiém B. pseudomallei. Theo théng tin dugc cung cip, giéng
khoan A dugc khoan vao nam 2010, sau 5 nam, gia dinh da cai tao khu vuon xung
quanh giéng khoan A (phia sau nha) bang cach phu 1én vuon mot 16p dat, dan dén
miéng 16 khoan ndm duéi bé mit dat khoang 80 cm (Phu luc 9A). Cudi nim 2018,
bd phan con thu trong dudng éng hat cia may bom nude bi hong va dugce stra chia.
Nhung sau d6, miéng 16 khoan khong dugc bit kin (Phy lyc 9B), viéc nay co thé di
tao diéu kién cho nudc mua kéo theo cac hat dat bé mat bi nhiém B. pseudomallei
chay vao mach nudc ngdm qua miéng 16 khoan bi ho. Dé kiém tra gia thuyét nay,
nghién ctru da tap trung vao viéc thu thap mau nudc cua giéng A va dat vuon xung
quanh giéng A. Ngoai ra, moi trudng quanh ving ban kinh 1 km quanh nha cac nan
nhan ciing dugc diéu tra.

Két qua diéu tra dot mau thu 1an 2 cho thiy 26/26 mau nudc (100%) cua
giéng khoan A; 27/46 miu dat vuon (58,7%) tai 8/10 diém (80%) va 5/40 mau dat
tai 2/8 rudng lua duong tinh véi B. pseudomallei. Bic biét, nudi cay truc tiép chi
phat hién dugc 5 miu dat vuon tai 2 diém duong tinh v6i B. pseudomallei, trong khi
ky thuat nuéi cay lam giau 2 budc TBSS-C50 48 gio + EM 96 gid da phat hién
thém duoc 26 miu nude bom tryc tiép tir giéng A, 22 mau dat vuon va 8 mau dat
ruong duong tinh véi B. pseudomallei. Két qua cta nghién ctru da chimg minh gia
thuyét rang B. pseudomallei c6 thé bi kéo theo cling v6i dat bé mit vao mach nudc
ngam qua miéng giéng khoan khong day kin trong mua mua nim sau, bat dau tir
thang 4/2019, trung v6i thoi diém phat bénh va tir vong cua dira tré dau tién (Bang
3.21).

Nubi cdy dinh luong phat hién 5 mau dat vuon tai 2 diém thu miu c6 mat do
B. pseudomallei trung binh 14 406 CFU/g dat (dao dong tir 12 dén 746 CFU/g dat).
béng chu y, mat do vi khuan tai 2 diém nay co mbi twong quan voi do sau léy mau
khi thoi diém ldy mAu trung voi mua kho ¢ mién Béc. Tai diém thir nhat, mat do B.

pseudomallei 13 12, 406 va 746 CFU/g dat & d6 sau tuong tmg 30, 40 va 50 cm. Tai
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diém thir hai, mat d6 vi khuan 1a 52 va 740 CFU/g dit & d6 sdu 40 va 50 cm (Bang
3.22). Mat d6 ciing nhu tan suét bat gap vi khuan B. pseudomallei ting & d6 sau hon
30 cm ciing di duoc nhiéu nghién ctru cong bd, dic biét 1a vao thoi diém mua kho
(Wuthiekanun et al., 1995; Kao et al., 2003; Wuthiekanun et al., 2005; Kaestli et al.,
2007; Manivanh et al., 2017).

Bang 3.22. Mbi tuong quan gitra d6 sdu 16 khoan dat va mat do vi khuan B. pseudomallei
tai 2 diém duong tinh

sTT | Mavitr Po sau 16 khoan (cm) | Mat d9 B. pseudomallei (CFU/g dat)
thu mau
1 30 12
2 Sb2 40 406
3 50 746
4 40 52
Sbo6
5 50 740

Hién twong ngudn nudc sinh hoat néi chung va nude giéng khoan noi riéng
bi nhidm vi khuan B. pseudomallei di dugc ghi nhan & nhiéu quéc gia ving dich
nhu Uc, Thai Lan hay Lao (Mayo et al., 2011, Vongphayloth et al., 2012, McRobb
et al., 2013, Limmathurotsakul et al., 2014). Tai bac Uc, mot nghién ctru ghi nhan
12/47 (26%) giéng khoan dwong tinh v&i B. pseudomallei vao mua khd, va 11/36
(29%) giéng khoan dwong tinh voi B. pseudomallei vao mua mua (McRobb et al.,
2013). Trong mdt nghién ciru khac, ti 1é nay cao hon véi 33% (18/55) mau giéng
khoan 1y tir cac khu dan cu dwong tinh voi B. pseudomallei (Mayo et al., 2011).
Khi nghién ctru diéu tra B. pseudomallei trong ngudn nuéc udng tai Thai Lan,
Limmathurotsakul va cs (2014) da cong bd 10/84 giéng khoan (12%) va 1/27 giéng
khoi (4%) nhiém B. pseudomallei v&i mat do vi khuan tuong tmg trong khoang 1-
65 CFU/mL va 31 CFU/mL (Limmathurotsakul et al., 2014). Cac nghién ctru trén
cling dua ra bang chung vé mbi lién hé di truyén giita cac ching vi khuan B.
pseudomallei phan lap duoc tir nguén nudc va tir bénh nhan melioidosis lién quan

td1 nguon nudc.
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So sanh véi cac miu nude giéng khoan 4m tinh véi B. pseudomallei, mau
nuéc giéng khoan A c¢6 pH thip hon, ham luong nitrate, sat, tong chét rin lo ling
va téng carbon hitu co cao hon dang ké (Phu luc 10). Bén canh d6, mau dat duong
tinh v&i B. pseudomallei dugc 1y ¢ vuon xung giéng khoan A c6 do dan dién thap
hon, tong ham luong kali oxit va nhom cao hon nhiéu so voi cac mau dit am tinh
v6i B. pseudomallei (Phu luc 11). Két qua nay twong dong véi nhidu cong bd trude
d6 vé mdi twong quan gitta pH thap, do din dién thap va ham luong nitrat, sit,
carbon hitu co cao trong méi trudng voi sy ¢d mit cia vi khuan B. pseudomallei
(Palasatien et al., 2008; Kaestli et al., 2009; Manivanh et al., 2017). Trong khi do,
cac dic diém cia giéng khoan nhu tudi 16 khoan, d6 sau, ting chtra nudc, kha ning
tich tu nudc tai 16 khoan va vi tri thu mau (déu khoan, truc, téng chira nude hodc bé
chtra) giita giéng duong tinh va am tinh voi B. pseudomallei dugc nghién ctu cia
Draper va cs (2010) tai Uc nhan dinh 13 khong c6 su khéac biét. Pang chi y, nghién
ctru cua Draper va cs (2010) di bao cdo viéc bit kin miéng 16 khoan c6 hiéu qua
dang ké trong viéc 1am giam ty 18 nhiém vi khuan B. pseudomallei (21% so v&i 44%
vao mua kho va 29% so voi1 44% vao mua mua) (Draper et al., 2010). Nhiing phat
hién ndy gop phan nang cao nhan thitc ctia ngudi dan trong viéc xdy dung va sira
chira cac giéng khoan dé tranh nhiém B. pseudomallei tir dat/nudc bé mit. Tuy
nhién, viéc B. pseudomallei hién dién trong nudc giéng 1a do sy xdm nhap nudc bé
mit hodc ting nudc ndng trong mua mua hay do su xuat hién ty nhién trong tang
nuéc sdu nhu giéng khoan van 13 mot cau hoi can duogc giai dap (Kaestli et al.,
2019). Hon nita, ngay ca khi gia dinh th nhat xdy ra, thi sy hién dién cia B.
pseudomallei trong cac giéng khoan khong chi 1a hau qua cia sy nhiém ban dau ma
con phu thude vao cac théng sd 1y hoa ciia nude thich hop cho su t6n tai va sinh
truong cua B. pseudomallei hay khéng (Draper et al., 2010). Méi lién hé chit ché
giita dic tinh 1y hoa cta nudc véi sy hién dién cta B. pseudomallei cho thay rang
cac thong sd nay co thé dugc coi 1a chi thi dé xac dinh 6 nhiém loai vi khuan nay

(Draper et al., 2010).
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Moi quan hé di truyén cua cac ching B. pseudomallei phan 1ap tir ngoai moi
truong va trong lam sang da dugc danh gid qua phéan tich MLST 20 chung B.
pseudomallei. Két qua cho thiy ca 20 chung déu thudc ST 541, cu thé gdbm 7 chung
tir giéng khoan A, 6 ching tir dat tai khu vudn sau xung quanh giéng khoan A, 5
chung tr ruong lua va 2 ching lam sang tir 2 dua tré. Nghién ctru ctua luan an chi
bét gip mot ST duy nhét cua cac ching B. pseudomallei phan 1ap tir cac miu moi
truong va 1am sang, trong khi cac nghién ctru & Uc va Thai Lan di phat hién su da
dang cac ST tir nudc giéng khoan, dat va bénh pham 1am sang (Wuthickanun et al.,
2009; Mayo et al., 2011). Vi ca 3 ca bénh nhiém tring melioidosis déu xay ra & tré
em, nén viéc 1ay nhiém B. pseudomallei dugc dy doan co thé xay ra do nan nhan da
ubéng nude bi 6 nhiém trong khi tam; dic biét 1a khi nan nhan 13 thang tu6i khong
tiép xtc v6i dat vuon hay rudng lua. Kha ning nuét phai vi khuan B. pseudomallei
cling c6 thé giai thich cho céc triéu ching tiéu hoa ma tré biéu hién khi phat bénh.

Chung vi khuan B. pseudomallei ST541 di duoc béo céo tir cac truong hop
nhiém melioidosis trén ngudi tai mién Bic Viét Nam va duoc phan 14p tr mau dat
thu tai mién Bic va bac Trung bd (Phuong et al., 2008, Trung et al., 2018). Ngoai
cac chung B. pseudomallei c6 ngudén goc tir Viét Nam, co so dit lieu MLST

(https://pubmlst.org/organisms/burkholderia-pseudomallei) chi bdo cdo mot ching

ST541 dugc phan lap tir bénh nhan melioidosis thuéc Hai Nam, Trung Quéc. Qua
tra ciru dir liéu 14m sang, 5 trong s6 8 bénh nhan nhiém B. pseudomallei ST541 da
tor vong, diéu nay cho théy ST541 c6 doc luc manh hon cac ST khac, tuy nhién van

can dugc nghién ctru thém.
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KET LUAN

1. Phat trién va tmg dung ky thuit mién dich xét nghi¢ém nhanh melioidosis tir
méu bénh phim lim sang

Phat trién thanh céng k¥ thuat WC/Hepl-ELISA sir dung khang nguyén tir
chung B. pseudomallei VTCC 70157 thudc ST46 phd bién & Viét Nam dé xét
nghi¢m melioidosis & nguoi Viét c6 do nhay va do dac hi¢u cao twong ing 1a 98,4%
va 95,1%. WC/Hcp1-ELISA phat hién 52/511 (10,2%) va 41/500 (8,2%) mau huyét
thanh duong tinh v&i melioidosis tai BVPK tinh Ha Tinh va BV TU Hué. Trong do,
co 14/14 (100%) va 21/23 (91,3%) bénh nhan duong tinh v&i melioidosis dugce
khang dinh bang nudi cdy tai 2 bénh vién trén duoc phat hién bang WC/Hcpl-
ELISA.
2. Phat trién va tng dung ky thuit nudi ciy c6 do nhay cao dé diéu tra vi
khuin B. pseudomallei ngoai méi truong.

Phat trién thanh cong k¥ thuat nudi cdy lam giau hai budc (TBSS-C50 48 gid
+ EM 96 gio) diéu tra B. pseudomallei trong dat voi ty 18 phat hién cao hon gan 2
lan so v6i huéng dan chuin (TBSS-C50 48 gio) khi dénh gia bang real-time PCR
TTSS1; cao hon 6 lan khi danh gia bang phan 1ap trén dia thach Ashdown. K§ thuat
lam giau hai buéc (TBSS-C50 48 gio + EM 96 gid) phat hién 348/800 (43,5%) sb
mau nudc rudng laa tai Triéu Son-Thanh Hoa; 100% mau nudc giéng tam va 57,8%

mau dat vuon tai Soc Son-Ha Noi dwong tinh vai B. pseudomallei.
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KIEN NGHI

Danh gid d¢ nhay va d dac hi¢u chinh xac cua k¥ thuat xét nghiém két hop
WC/Hcpl-ELISA trén bénh nhan nghi ngd melioidosis tai ba thoi diém 1a: nhap
vién, diéu tri va tai kham sau xuét vién 2 tuan; so sanh ching v6i phwong phap nuédi

ciy va real-time PCR.
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PHU LUC
Phu luc 1. Trinh tu gene BPSS1498, BPSL2697 va BPSL2096 (Holden et al., 2004)
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Phu luc 2. Sic ky db giai trinh tu gen BPSL2697
Sic ky do két qua giai trinh ty cia vector nhan dong cho gen BPSL2697 sir dung moi T7
promoter cho chiéu forward (Sir dung phan mém SnapGene Viewer Version 5.1)
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Sic ky dd két qua giai trinh tu cua vector nhan dong cho gen BPSL2697 sir dung mdi gen
dic hiéu cho chiéu reverse (Sir dung phan mém SnapGene Viewer Version 5.1)
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BPSL2657 GTCGRAACATCCGCGACCTGTTGCCGGTGCTCGAGCARGTCGCGARAGGCTGGCCG |GARAGACCGTTGCGETCARGGCGCCGGGCTTCGGCGATCGTCGCARGGLGA
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BPSL2697
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Két qua so sanh trinh ty gen BPSL2697 ma hoa protein GroEL tir chung chuan B.
pseudomallei K96243 va trinh tu gen giai duoc tir vector nhan dong st dung khuén DNA
cua chung B. pseudomallei VTCC 70157 véi bdn nucleotide thay d6i nhung khong anh
hudng dén ma hoa protein (Sur dung phan mém BioEdit version 7.2.5). Codon TTG->CTG
cung ma héa cho Leu234, GCG->GCA cung ma hoa cho Ala278, ACA->ACG ma hda cho
Thr357, GTT->GTC ma héa cho Val381.



Phu luc 3. Tom tat dit liéu 1am sang va tinh trang xuat vién cua 38 bénh nhan cé huyét thanh duong tinh véi WC/Hep1-ELISA nhap vién diéu tri

tai BVDK tinh Ha Tinh
Tuoi/gidi Biéu hi¢n vachan | Nudi cay sinh | WC-ELISA | Hcpl-ELISA Khéng sinh} Nam vién Thong tin theo doi§
tinh doan sinh* (ODag0) T (ODag0) T (ngay)
Nhom 1: Bénh nhan duoc tai khang dinh duong tinh véi melioidosis (n=2)
47/Nam Vét thuong nhiém Khéng 1,674 +0,004 | 0,603 0,007 | Ampicilin/sulbactam, 13 Sau khi ra vién, bénh nhan sot cao va nhap vién
trung ofloxacin, va tinidazole tai BV Bénh nhiét d6i TW va duoc xét nghiém
nubi ciy duong tinh véi B. pseudomallei Bénh
nhan da hdi phuc tét sau khi tiém khéang sinh
dudng tinh mach trong 2 tuan va diéu tri khang
sinh dudng udng trong 2 thang.
51/Nam Sot khong ré nguyén | Nudicay mau?2 | 0,646 +0,029 | 0,254 £ 0,004 | Cefoperazone/sulbactam 9 Sau khi xuat vién, bénh nhan sét tra lai, xuat hién
nhan, tiéu duong mau (-) va metronidazole nhiéu 6 &p xe da & chan. Bénh nhan da duoc ti
nhap vién va xét nghiém nudi ciy phat hién duoc
B. pseudomallei tir bénh phdm mu. Bénh nhan da
duoc diéu tri bang céc loai khang sinh khuyén céo
hién nay va hdi phuc tét.
Nhém 2: Bénh nhan tir vong (n=9)
74/N Mét moi Khéng 2,145+0,126 | 0,330+ 0,005 | Cefoperazone/sulbactam 13 Sau khi xuat vién, bénh nhan nhap vién khac va
va ciprofloxacin duogc chan doan ung thu gan. Bénh nhan qua doi
vao thang 9/2021.
82/Nir Thiéu mau, suy than Khéng 0,631+0,004 | 0,230+0,015 | Khéng sur dung khéang 3 Sau khi xuat vién, bénh nhan nhap vién khac dieu
sinh tri suy than. Bénh nhan qua doi vao thang 4/2021.
74/Nam Viém phdi va bénh Khéng 0,423+ 0,004 | 0,531 +0,008 | Cefoperazone/sulbactam, 9 Bénh nhan tir vong sau khi ra vién mot tuan.

phdi tac nghén man

ciprofloxacin, va




tinh

amikacin

44/Nam Xo gan va suy than Khéng 0,390+ 0,008 | 0,526 £ 0,004 | Ceftriaxone va ofloxacin 10 Bénh nhan chuyén ning va tir vong sau khi ra
vién
59/Nam Viém phoi, xo gan, Nubicaymaul | 1,376 £0,027 | 0,171+0,001 | Cefoperazone/sulbactam, 16 Bénh nhan duoc chuyén dén mot bénh vién khac
huyét ap cao mau (-) ceftazidime, va & Ha Nbi va duoc chin doan mac bénh ung thu
ciprofloxacin phéi. Thang 6/2021, bénh nhan bi viém phdi nang
tran dich mang phdi va tir vong.
43/Nam Viém phoi, xo gan Nubi cay mdu 1 | 0,607 £0,008 | 0,492 + 0,018 | Ciprofloxacin 6 Bénh nhan xuat vién do khong du diéu kién kinh
va ung thu gan mau (-) té diéu tri. Bénh nhan tir vong thang 3/2021.
59/Nam Séc nhiém trung, Nudi cdy mau 1l | 0,802+0,056 | 0,413+ 0,002 | Cefoperazone/sulbactam, 25 Sau 10 ngay ké tir ngay ra vién, bénh nhan ter
suy hd hap va suy mau (-) ciprofloxacin, vong vao thang 12/2020.
than man tinh moxifloxacin, va
meropenem
84/Nit Viém phdi va thiéu Nudi cay dich | 0,207 +£0,000 | 1,211+ 0,036 | Cefoperazone/sulbactam, 13 Sau khi xuat vién, stc khoe caa bénh nhan tién
méu mang phdi (-) ciprofloxacin, va trién x4u va tir vong vao thang 12/2020.
moxifloxacin
79/Nir Soc nhiém tring va Nubi cay médul | 0,665+0,018 | 0,903+ 0,012 | Cefoperazone/sulbactam, 3 Sau 9 ngay ra vién, sac khoe cua bénh nhan ngay
viém phoi mau (-) ciprofloxacin, amikacin, cang yéu va tir vong vao théng 2/2021.
Nubi cay dom 1 va ampicilin/sulbactam
mau (-)
Nhom 3: Bénh nhan 6m yéu (n=17)
T4/NQ Sét, tiéu duong va Khong 0,610+ 0,062 | 0,242 +0,005 | Khdng co dir liéu 8 Bénh nhén thinh thoang bi ho va dau tac nguc
huyét &p cao
50/Ni U tai va nhuc dau Khong 0,650+ 0,005 | 0,422 +0,016 | Khdng co dir liéu 0 Bénh nhén thinh thoang bi dau bung
45/Nam Viém phoi, xo gan, Khong 0,761 £ 0,248 | 0,784 £0,012 | Ciprofloxacin 4 Nguoi bénh thinh thoang cam thay mét moi




nghién ruou va xuat

huyét duong tiéu

hda
87/Nam Xo gan va huyét ap Khéng 0,977 £0,057 | 0,385+0,013 | Ceftriaxone va 7 Bénh nhan bi chuéng bung to
cao ciprofloxacin
69/Nam Phu phoi va suy than Khong 0,512 £0,028 | 0,611+ 0,028 | Khong co dit liéu 9 Bénh nhan mét moi
man tinh
60/Nam Xo gan va nghién Khong 0,310 £ 0,030 | 0,556 £ 0,025 | Khong st dung khang 8 Bénh nhan mét moi
ruou sinh
40/Nam Xo gan va nghién Khoéng 0,955+ 0,001 | 1,033+0,058 | Khéng sir dung khang 8 Dén thang 7/2021, bénh nhan nhap vién khéac do
ruou sinh sét, loét nhiéu viing chan trai va méng
89/Nam Tiéu duong Khoéng 0,621 + 0,037 | 0,439 +0,004 | Khéng co6 dix liéu 0 Bénh nhan thinh thoang cam thiy mét moi
70/Nam Viém phdi va bénh Khéng 0,181+ 0,006 | 0,568 + 0,005 | Cefoperazone/sulbactam 7 Bénh nhan nhap vién khac va dugc chan doan ung
phdi tic ngh&n man thu phoi
tinh
73/Nam Suy than man tinh Khéng 0,321+ 0,013 | 0,635+0,030 | Khéng c6 dix liéu 0 Bénh nhan thuong xuyén nhap vién dé loc mau
87/Nir Tiéu duong Khéng 0,465+ 0,009 | 0,530+ 0,010 | Khéng st dung khéng 0 Bénh nhan sau d6 nhap vién va dugc chan doan
sinh méc bénh ung thu phéi. Bénh nhan khée manh
sau 6 thang sir dung thudc thao dwoc cb. Hién tai
bénh nhén bi viém khdp hang nang kém theo
sung do.
76/Nam Sbc nhiém tring va Khong 0,609+0,030 | 0,270 £0,012 | Khdng st dung khang 7 Bénh nhan di nhap vién va dugc chan doan ung
viém phoi sinh thu tuyén tién liét.
59/Nam Séc nhiém triing, Nudi cay maul | 1,049+0,011 | 0,207 £ 0,000 | Cefoperazone/sulbactam 10 Bénh nhan thudng xuyén cam thay mét moi.

nhiém tring duong

mau (-)




tiéu hda va xo gan

68/Nir Suy than man tinh Nudi cy tiéu 1,128 + 0,054 | 0,304 £ 0,000 | Cefoperazone/sulbactam 8 Bénh nhan thuongc nhap vién dé diéu tri bénh
(duong tinh va ciprofloxacin than
Proteus
mirabilis)
63/Nam Viém phoi va dot Nudicay maul | 0,873+0,021 | 0,566 +0,005 | Cefoperazone/sulbactam 9 Bénh nhan bi dot quy va liét
quy mau (-) va tinidazole
Nudi cay dom 1
mau (-)
66/Nam Viém phdi va viém Nudi cdy mau 1 | 0,323+0,012 | 0,620+ 0,006 | Cefoperazone/sulbactam 10 Bénh nhan duoc chan doan mac bénh ung thu
mo té bao mau (-) va vancomycin phdi vao thang 5/2021
Nudi cay dich
(duong tinh
Staphylococcus
aureus)
42/Nam Viém phoi va tiéu Nubicaymaul | 1,800+0,091 | 1,525+ 0,004 | Cefoperazone/sulbactam 11 Sau khi xuat vién, bénh nhan c6 cam giac dau tac
duong mau (-) va moxifloxacin nguc va xuong khdp. Bénh nhén thinh thoang bi
sbt nhe va d6 md hdi trom.
Nhom 4: Nguoi khoe manh (n=10)
61/Nam Viém phoi va nghi Khong 1,001+ 0,011 | 0,674 +0,002 | Khong str dung khang 4
ngd ung thu phoi sinh
60/Nam Bénh phoi tac nghén Khong 0,637 £0,058 | 0,172 +0,004 | Cefoperazone/sulbactam 10
man tinh va ciprofloxacin
75/Ni Viém phoi Khong 0,231+0,000 | 0,550+ 0,008 | Moxifloxacin va 11

ampicilin/sulbactam




44/Nam Sot va dau dau Khong 1,733+ 0,035 | 0,330+0,010 | Khdng sir dung khang 8
sinh
61/Nam SOt va dau dau Khong 0,725+ 0,058 | 0,569 £+ 0,016 | Khdng c6 dir liu 0
72/Nam Tiéu duong Khong 0,366 £ 0,008 | 0,583+ 0,002 | Khdng co dir liéu 0
65/Nam Kho tho Khéng 0,281 +0,021 | 0,728 0,001 | Khéng sur dung khang 0
sinh
81/Nir Tiéu duong Khéng 0,644 + 0,011 | 0,318 £0,002 | Khéng c6 dix liéu 0
89/N@ Viém phoi va tiéu Khong 0,717 £0,032 | 0,557 £0,007 | Khong st dung khang 0
duong sinh
70/Nir Viém da khép Nubicayméul | 0,678 +0,048 | 0,304 + 0,007 | Cefoperazone/sulbactam, 12
mau (-) ciprofloxacin, va
levofloxacin

*Thdng tin nudi cay vi sinh trong thoi gian nhap vién.

tData are presented as mean * standard deviation.

St dung khang sinh khi nam vién.

§Thong tin dugc thu bang cach goi dién truc tiép cho bénh nhan hoic nguoi nha.




Phu luc 4. S6 luong ca nhiém melioidosis & Viét Nam ghi nhan tir thang 01/2015-
12/2017
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Phu luc 5. Biéu d nhiét d6 va luong mua trung binh ¢ Ha No6i, Hué va Viing Tau

nam 2015-2017 (https://www.qgso.gov.vn/so-lieu-thong-ke/).
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Phu luc 6. M6t s6 hinh anh rudng Ita tai cac thoi diém thu mau nuéc

27/2/2019 ; gl 10/4/2019




Phu luc 7. Phén tich da hinh cac kiéu gen cta cac chung vi khuan B. pseudomallei phan 1ap tai Triéu Son-Thanh Hoa

STT | Ching Loai ace | gltB | gmhD lepA | lipA | narK | ndh ST
1 TS 108.3 B. pseudomallei 3 4 11 3 5 1 1 543
2 2TS 36P.1 B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST méi
3 4TS 36P.1 B. pseudomallei 3 4 2 3 5 4 1 541
4 5TS*36P B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST méi
5 8TS 36P B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST méi
6 9TS 36P B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST méi
7 2TS 3T.1 B. pseudomallei 3 4 11 3 5 1 1 543
8 2TS 37P.1 B. pseudomallei 1 12 3 1 1 4 1 533
9 7TS 29P(T) B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST moi
10 | 7TS 35P(T) B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST moi
11 | 7TS 36P(T) B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST méi
12 | 7TS 37P(T) B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST méi
13 | 8TS8P(T) B. pseudomallei 1 12 3 1 1 4 1 533
14 | 8TS 39P(T) B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST méi
15 | 9TS 19P(T) B. pseudomallei 1 12 6 2 5 48 1 ST moi
16 | 9TS 26P(T) B. pseudomallei 3 11 3 6 22 3 542
17 | 9TS 27P(T) B. pseudomallei 3 11 3 6 22 3 542
18 | 9TS 28P(T) B. pseudomallei 3 11 3 6 22 3 542
19 | 9TS 9T(T) B. pseudomallei 1 12 3 1 1 4 1 533
20 | 9TS 27T(T) B. pseudomallei 3 11 3 6 22 3 542
21 | 9TS 28T(T) B. pseudomallei 3 11 3 6 22 3 542




Phu luc 8. So @6 phan b ST tai mot s6 diém lay mau nuéc ruong lda
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Phu luc 9. Hinh anh giéng khoan lién quan dén cai chét ciia 3 tré em do melioidosis.
A) Quang canh khu vuc xung quanh giéng khoan. Miéng giéng khoan nam duéi mat
dat bén trong tuong xay khoang 80 cm. Miii tén mau do chi ra cic vét nirt trén tuong
xay c6 thé tao diéu kién cho nudc mua va dat chui vao khu vuc miéng giéng khoan.

B) Nhin tir trén 16 khoan. Mili tén mau doé cho biét miéng giéng khoan khong dugc

day kin, c6 thé cho phép nuéc mua va dat chay vao mach nudc ngdm trong mua mua.




Phu luc 10. Cac chi s6 hoa ly ctia cac mau nudc giéng thu tir giéng A nhiém vi khuan

B. pseudomallei va cac giéng khac

Giéng A nhiém B. o )
) Céc giéng khac
STT Chi s6 hoéa ly pseudomallei
(n=13)*
(n=1)

1 |pH 3,91 6,13 (3,98 — 7,19)
2 | Tong sé chat ran lo king (mg/L) 2,47 1,35 (0,85 — 2,67)
3 | NHs* (mg/L) ND 0,14 (ND - 0,4)
4 | NOs (mg/L) 4,80 3,08 (0,22 — 4,54)
5 | POs* (mg/L) ND 0,21 (ND - 0,23)
6 | Fe (mg/L) 0,34 0,19 (0,11 - 0,30)
7 | Tong sb carbon hitu co (mg/L) 4,70 3,31 (2,50 — 4,20)
8 | COD (mg/L) 6,00 5,50 (4,00 — 8,00)
9 | BOD (mg/L) 1,00 0,75 (0,00 — 2,00)

* Median (khoang). ND: khéng phat hién.




Phu luc 11. C4c chi s6 héa ly cua dat vuon va dat ruong*

DAt vuon Dit ruong lGa
Chi s6 hda ly Duong tinh | Amtinh Giatj | Duongtinh | Amtinh | Gijari
(n=14) (n=4) P (n=4) (n=10) P
pHkcl 3,73%£0,16 3,59+0,11 0,139 4,08+0,24 4,46+0,37 0,087
Do am (%) 14,30+£2,07 | 16,1+2,52 0,167 18,10+0,15 16,50+3,6 0,395
Do dan dién (uS/cm) | 75,48+25,93 | 112,60+42,92 | 0,043 105,50+53,17 | 98,25+44,73 | 0,798
Carbon hiru co (%) 0,99+0,19 0,98+0,47 0,935 0,76x0,40 0,66x0,39 0,673
Nito téng s6 (%) 0,06+0,01 0,05%0,03 0,458 0,05%0,02 0,05%0,02 0,741
Tong s6 P20s (%) 0,05+£0,01 0,06+0,04 0,385 0,07+0,03 0,06+0,03 0,633
Fe (9/KQg) 2,18+0,52 2,46x0,60 0,368 2,15+1,31 1,96+2,46 0,889
Téng s6 K20 (%) 1,48+0,49 0,57%0,28 0,003 0,96x0,17 0,72+0,26 0,115
Al (g/Kg) 475+059 |3,95:049 | 0026 |227+1,35 |1,94x080 |0571

* Mean £ SD; gia tri P




Phu luc 12. Panh gia do pha lodng huyét thanh va tin hiéu doc OD agonm trong xeét
nghiém Hcpl-ELISA

Hé s6 pha loang huyét thanh (1an) Mau

huyet

500 | 1000 | 2000 | 4000 | 8000 | 16000 | 32000 | 64000 | 128000 | 256000 | 512000 | 1024000 | thanh
1,040 | 0,639
1,154 | 0673 | 0450 | 0259 | 0,169 | 0,128
1,244 | 0770 | 0455 | 0272 | 0170 | 0122 | 0107
1,361
1,045 | 0595 | 0249 | 0119 | 0070 | 0,062
0,918 | 0,507 | 0279 | 0,161 | 0,009 | 0,067 | 0,059
0,995 | 0,608 | 0341 | 0,175 | 0,200 | 0066 | 0050 | 0,052
0,756 | 0,496 | 0,281 | 0,174 | 0,200 | 0,076 | 0,059 | 0,050 | 0,048 | 0,057
0,758 | 0,443 | 0248 | 0125 | 0089 | 0073 | 0,067
0,640 | 0520 | 0,302
0894 | 0597 | 0,369
0,950 | 0,544 | 0,296 | 0,174 | 0,19 | 0,085
0,888 | 0,536 | 0,320 | 0,187 | 0,125 | 0,106
1,115 | 0,698 | 0429 | 0260 | 0,188

0,933 | 0594 | 0356 | 0,237 | 0,168 ,
1,160 | 0,754 | 0,453 | 0285 | 0185 | o131 | Huyet

08a| 0ol | oos | ozee | enh

' ' ' i melioidois
1,349 | 0,889 | 0550 | 0,328 | 0,99 | 0,30 | 0,204 | 0,083
1,323 | 0866 | 0518 | 0308 | 0196 | 0133
1,177 | 0,798 | 0,501 | 0,303 | 0,200 | 0,227 | 0,097 | 0077 | 0071 | 0,064
1,055 | 0,653 | 0,395 | 0,256 | 0,231
1,054 | 0,942 | 0,680 | 0,333 | 0,261
1,454 | 1,087 | 0,791 | 0,503 | 0,310 | 0,184 | 0,117 | 0091 | 0074 | 0065 | 0,066
1,359 | 0,838 | 0465 | 0272 | 0168 | 0,120
1,187 | 0,673 | 0395 | 0,239 | 0,249 | 0,205 | 0,083 | 0071 | 0,063
0,931 | 0,689 | 0,471 | 0,204 | 0,203 | 0,141 | 0,202 | 0,082 | 0068 | 0063 | 0059 | 0,057
1,187 | 0,746 | 0404 | 0220 | 0,165
1,479 | 1,005 | 0,668 | 0,394 | 0,238 | 0,152 | 0,208 | 0082 | 0073 | 0064 | 0,059
1,409 | 0896 | 0517 | 0316 | 0210 | 0,160
1,345 | 0,853 | 0464 | 0274 | 0182 | 0137 | o111 | 0,123
1,242 | 0,776 [ 0,453 | 0,265 | 0,185 | 0,136 | 0,115 [ 0,127 | 0205 | 0,207
1,158 | 0,809 [ 0,505 | 0,304 | 0,100 | 0,248 | 0121 | 0110 | 0106 | 0,207
0,920 | 0,589 [ 0,349 | 0,218 | 0,130 | 0,087 | 0,065 | 0,055 | 0049 | 0047 | 0,050
0,987 | 0,605 | 0,423 [ 0,256 [ 0,254 | 0,202 | 0,072 | 0,057 | 0,052 [ 0,047 | 0045 | 0,047
1,029 | 0,770 [ 0,569 | 0,390 | 0,255 | 0,172 | 0,203 | 0066 | 0063 | 0,065
0,957 | 0,658 | 0,465 | 0324 | 0,219 | 0,137 | 0086 | 0080 | 0070
1,053 | 0,639 [ 0,383 | 0,256 | 0,163 | 0,004 | 0,073 | 0065 | 0054 | 0059 | 0,056
0,982 | 0,714 | 0,453 [ 0275 [ 0,174 | 0,118 | 0,087 | 0,070 | 0,062 | 0056 | 0056 | 0,060




1,073 | 0,797 | 0,505 | 0,301 | 0,184 | 0,123 | 0,090 | 0,071 | 0,063 0,057 0,057 0,056
1,083 | 0,879 | 0,608 | 0,433 | 0,257 | 0,195 | 0,136 | 0,096 | 0,076 0,066 0,058 0,060
g 1,466 | 1,041 | 0,646 | 0,387 | 0,231 | 0,139 | 0,091 | 0,068 0,059 0,052 0,048
0,931 | 0,641 | 0,419 | 0,256 | 0,155 | 0,101 | 0,070 | 0,056 | 0,051 0,046 0,049 0,045
1,323 | 0,950 | 0,656 | 0,413 | 0,247 | 0,151 | 0,102 | 0,073 | 0,060 0,050 0,046 0,045
1,044 | 0,699 | 0,409 | 0,241 | 0,139 | 0,096 | 0,071 | 0,056 | 0,042 0,048 0,045 0,045
1,170 | 0,789 | 0,437 | 0,252 | 0,134 | 0,088 | 0,063 | 0,052 | 0,047 0,046 0,042 0,044
1,167 | 0,819 | 0,502 | 0,292 | 0,163 | 0,111 | 0,077 | 0,061 | 0,050 0,047 0,043 0,045
0,710 | 0,455 | 0,275 | 0,157 | 0,100 | 0,070 | 0,056 | 0,048 | 0,045 0,047 0,043 0,045
1,512 | 1,251 | 0,846 | 0,557 | 0,349 | 0,216 | 0,143 | 0,095 | 0,077 0,065 0,059 0,057
0,980 | 0,672 | 0,425 | 0,251 | 0,272 | 0,115 | 0,084 | 0,068 | 0,061 0,060 0,056 0,058
1,216 | 0,864 | 0,632 | 0,426 | 0,279 | 0,185 | 0,113 | 0,084 | 0,075 0,062 0,057 0,059
1,464 | 1,068 | 0,759 | 0,501 | 0,308 | 0,195 | 0,129 | 0,095 | 0,077 0,076 0,068 0,061
1,666 | 1,236 | 0,821 | 0,526 | 0,324 | 0,216 | 0,140 | 0,103 | 0,079 0,071 0,067 0,060
0,894 | 0,576 | 0,358 | 0,219 | 0,150 | 0,105 | 0,079 | 0,070 | 0,063 0,063 0,061 0,057
1,466 | 1,123 | 0,717 | 0,454 | 0,275 | 0,173 | 0,111 | 0,084 | 0,068 0,064 0,061 0,060
1,572 | 1,123 | 0,762 | 0,458 | 0,271 | 0,169 | 0,111 | 0,082 | 0,068 0,061 0,061 0,077
1,106 | 0,748 | 0,481 | 0,309 | 0,196 | 0,132 | 0,095 | 0,075 | 0,065 0,060 0,058 0,062
0,729 | 0,485 | 0,315 | 0,213 | 0,135 | 0,098 | 0,076 | 0,065 | 0,060 0,059 0,059 0,058
1747 | 1,365 | 0,969 | 0,658 | 0,402 | 0,253 | 0,163 | 0,134 | 0,117 0,113 0,106 0,105
1,007 | 0,672 | 0,454 | 0,307 | 0,214 | 0,161 | 0,139 | 0,118 | 0,115 0,108 0,107 0,106
1,478 | 1,074 | 0,791 | 0,552 | 0,332 | 0,217 | 0,158 | 0,132 | 0,130 0,116 0,110 0,114
0,516 | 0,336 | 0,275 | 0,207 | 0,155 | 0,129 | 0,122 | 0,109 | 0,112 0,108 0,108 0,107
1,137 | 0,754 | 0,530 | 0,387 | 0,265 | 0,187 | 0,148 | 0,136 | 0,121 0,119 0,112 0,115
0,989 | 0,761 | 0,473 | 0,280 | 0,169 | 0,122 | 0,072 | 0,061 | 0,050 0,047 0,043 0,047
0,487 | 0,323 | 0,239 | 0,170 | 0,105 | 0,089 | 0,059 | 0,058 | 0,053 0,048 0,051 0,057
1,096 | 0,878 | 0,666 | 0,469 ( 0,284 | 0,180 | 0,115 | 0,082 | 0,067 0,057 0,055 0,060
0,823 | 0,628 | 0,432 | 0,270 | 0,181 | 0,118 | 0,088 | 0,071 | 0,059 0,054 0,055 0,055
0,903 | 0,726 | 0,522 | 0,358 | 0,220 | 0,139 | 0,101 | 0,076 | 0,063 0,056 0,051 0,055
0,920 | 0,717 | 0,461 | 0,287 | 0,278 | 0,128 | 0,089 | 0,068 | 0,059 0,055 0,051 0,053
0,931 | 0,747 | 0,511 | 0,409 | 0,270 | 0,157 | 0,113 | 0,083 | 0,067 0,058 0,056 0,053
0,851 | 0,705 | 0,556 | 0,391 | 0,263 | 0,164 | 0,109 | 0,080 | 0,065 0,055 0,052 0,051
0,892 | 0,560 | 0,333 | 0,190 | 0,108 | 0,076 | 0,058 | 0,050 | 0,045 0,044 0,043 0,043
1,175 | 0,815 | 0,482 | 0,268 | 0,152 | 0,105 | 0,074 | 0,060 | 0,052 0,048 0,046 0,047
0,836 | 0,549 | 0,355 | 0,221 | 0,139 | 0,098 | 0,071 | 0,058 | 0,050 0,047 0,046 0,047
1,465 | 1,198 | 0,740 | 0,427 | 0,246 | 0,151 | 0,095 | 0,068 | 0,057 0,055 0,050 0,049 Huyét
-I 1,764 | 1,183 | 0,766 | 0,463 | 0,271 | 0,172 | 0,109 | 0,083 0,065 0,060 0,057 thanh_
1,468 | 1,205 | 0,886 | 0,591 | 0,370 | 0,213 | 0,137 | 0,076 | 0,064 0,059 0,054 0,057 1}gu€y|
0,959 | 0,684 | 0,452 | 0,256 | 0,172 | 0,125 | 0,088 | 0,071 | 0,061 0,055 0,054 0,052 khoe man
1,011 | 0,755 | 0,508 | 0,363 | 0,225 | 0,125 | 0,092 | 0,062 | 0,059 0,057 0,057 0,055
1,252 | 0,868 | 0,610 | 0,379 | 0,249 | 0,157 | 0,114 | 0,080 | 0,069 0,063 0,061 0,060
0,941 | 0,677 | 0,433 | 0,258 | 0,161 | 0,107 | 0,078 | 0,061 | 0,057 0,052 0,052 0,051
1,529 | 1,185 | 0,814 | 0,558 | 0,340 | 0,211 | 0,157 | 0,100 | 0,077 0,063 0,059 0,053
1,237 | 0,845 | 0,539 | 0,321 | 0,189 | 0,120 | 0,088 | 0,067 | 0,058 0,055 0,052 0,050
1,692 | 1,275 | 0,908 | 0,550 | 0,359 | 0,225 | 0,149 | 0,103 | 0,079 0,080 0,064 0,063




0,99 | 0,678 | 0,448 | 0,274 | 0,174 | 0,123 | 0,093 | 0,076 | 0,069 0,065 0,062 0,061
1,266 | 0,945 | 0,658 | 0,401 | 0,241 | 0,160 | 0,110 | 0,084 | 0,069 0,064 0,060 0,057
1,638 | 1,334 | 0,977 | 0,654 | 0,429 | 0,278 | 0,191 | 0,141 | 0,116 0,132 0,104 0,111
1,268 | 0,917 | 0,701 | 0,530 | 0,349 | 0,233 | 0,167 | 0,126 | 0,109 0,101 0,101 0,099
1,557 | 1,185 | 0,946 | 0,655 | 0,405 | 0,256 | 0,166 | 0,135 | 0,112 0,107 0,106 0,106
1,088 | 0,801 | 0,689 | 0,441 | 0,291 | 0,200 | 0,154 | 0,140 | 0,121 0,116 0,110 0,108
1,487 | 1,105 | 0,887 | 0,634 | 0,376 | 0,232 | 0,167 | 0,143 | 0,123 0,120 0,110 0,116
1,348 | 1,038 | 0,921 | 0,653 | 0,402 | 0,257 | 0,187 | 0,144 | 0,131 0,124 0,105 0,105




Phu luc 13. Gia tri ndng do pha loang (titers) cua cac mau huyét thanh xét nghiém Hcp1-
ELISA chan doan melioidosis

Gia tri pha lodng huyét thanh
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Melioidosis
Nhiém khuin khéic

Khoe manh

* two-tail P-value < 0.05 (unpaired t-test)
ns: non-significant, two-tail P-value =0.65



