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MO PAU

Burkholderia pseudomallei la cin nguyén giy nhiém tring
melioidosis-bénh truyén nhidm cip tinh c6 ti 1& tir vong cao va nhanh.
Viét Nam duoc coi 1a nuéc nim trong tim diém luu hanh cua
melioidosis. Tuy nhién, s6 liéu diéu tra ty 1€ melioidosis tai nudc ta con
rat xa so véi 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 cac bénh vién gip
rat nhiéu kho khin va doi hoi ngudi xét nghiém phai duoc dao tao va
¢6 kinh nghiém trong viéc nhan dang B. pseudomallei. Hon nira, xét
nghiém thudng quy B. pseudomallei kéo dai tir 3-5 ngay, trong khi bénh
nhan melioidosis séc nhiém khuan huyét co thé tir vong trong 48 gio
nhap vién néu khong duge diéu tri dang khang sinh kip thoi. Diéu nay
ddt ra yéu cau cip thiét can phai co quy trinh xét nghiém nhanh
melioidosis dé phuc vu cho diéu tri.

Bén canh d6, B. pseudomallei ton tai ngoai méi trudng nén viée
hiéu v& dich t& hoc vi khuan rit c6 ¥ nghia voi stc khoe cong dong.
Hién nay, nudi cdy va qQPCR TTSS1 I hai phuong phap chinh duoc
dung trong diéu tra B. pseudomallei tir mau méi truong. Trong do, nudi
cdy theo huéng dan chuan tuy da co nhimg thanh cong trong viéc phat
hién B. pseudomallei nhung d6 nhay thip. gPCR cho d6 nhay cao hon
nhung két qua dwong tinh méi 1a nhan dinh ban dau vé khu vuc 6 nhiém
vi khuan ma khong thé thay thé cho nuéi cdy vi khuan dé khang dinh
sy ¢6 mit ctia vi khuan vira phuc vu nghién ctru. Vi véy, phat trién
phuong phép nudi cdy c6 do nhay cao trong diéu tra B. pseudomallei
ngoai moi truong rat can dugce quan tim nghién ciru.

D& tai “Nghién citu phat trién cdc ky thudt méi img dung dé phét
hién vi khudn Burkholderia pseudomallei trong cdc mdu bénh pham lam

sang va ngodi méi truong” duge thuc hién nhim phat trién k§ thuat méi



phuc vu xét nghiém nhanh melioidosis trong 1am sang, va diéu tra vi khuin
B. pseudomallei ngoai moi truong vai do nhay cao.

Muc tiéu ciia nghién ciru:

- Phat trién va tmg dung dugc k¥ thuat mién dich xét nghiém
nhanh melioidosis tir mau bénh phim l4m sang.

- Phat trién va ing dung dugc ky thuat nudi cdy c6 do nhay cao
dé diéu tra vi khuan B. pseudomallei tir mdu moi truong.

Tinh méi cua luian an:

- Phat trién thanh céng WC/Hepl-ELISA st dung khéang
nguyén B. pseudomallei VTCC70157 thudc ST46 phd bién & Viét Nam dé
xét nghiém melioidosis ¢6 d nhay va do dac hi€u cao (98,4% va 95,1%).
K¥ thuat dugc tng dung xét nghiém melioidosis tai BVDK tinh Ha Tinh
va BV TU Hué.

- Phét trién thanh cong k¥ thudt nudi cdy lam giau hai budc
(TBSS-C50 48 git + EM 96 gio) diéu tra B. pseudomallei trong dét véi
ty 1& phat hién cao hon gan 2 va 6 lan so v6i huéng dan chuén (TBSS-
C50 48 gid) khi danh gia bang qPCR va phan 1ap trén thach Ashdown.
K§ thuat img dung dé diéu tra sy c6 mit ciia B. pseudomallei ngoai moi
truong tai Tri€u Son (Thanh Hoéa) va Séc Son (Ha Noi).

CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. VI KHUAN Burkholderia pseudomallei VA BENH NHIEM
TRUNG MELIOIDOSIS
1.1.1. Giéi thiéu vé chi vi khuin Burkholderia va loai B.
pseudomallei

Chi vi khuan Burkholderia thudc ho Burkholderiaceae, bo
Burkholderiales, 16p Betaproteobacteria, nganh Proteobacteria (Vio et
al., 2020). Mot trong cac loai dau tién cta chi Burkholderia duoc mé ta
la Burkholderia caryophylli (truéc day dugc goi la Phytomonas
caryophylli) - gay bénh théi than & thuc vat (Dowson, 1929). Nam 1942,



loai vi khuan nay da duoc nha vi sinh vat hoc ngudi My 1a Walter
Burkholder phén loai lai vao chi Pseudomonas nhém II véi tén goi la
Pseudomonas caryophylli (Burkholder, 1942).

Nam 1992, Yabuuchi va cs da phéan loai chi Pseudomonas
nhom 11 thanh chi Burkholderia gdm 7 loai (Yabuuchi et al., 1992). La
nhiing loai dau tién thudc chi Burkholderia, B. pseudomallei va B.
mallei 1a tac nhan gay bénh cho nguoi va dong vat; B. caryophylli va B.
gladioli giy bénh trén thuc vat; loai B. cepacia theo m ta ban dau la
tac nhan gy bénh thdi cii trén hanh tay; riéng 2 loai B. solanacearum
gdy bénh trén thuc vat va B. pickettii gdy bénh co hoi trén nguoi sau do
dugc chuyén sang chi Ralstonia (Eberl and Vandamme, 2016). Loai B.
cepacia duoc chi dinh 13 loai chuan (Depoorter et al., 2016).

Thudc chi Burkholderia, loai B. pseudomallei 14 vi khuan gay
nhiém tring melioidosis dugc Whitmore va Krishnaswami mé ta 1an
dau tién ¢ Rangoon, Myanmar vao nim 1912 (Whitmore and
Krishnaswami, 1912). Do doc luc cao, kha ning gy bénh nguy hiém
cho nguoi va dong vat cung v6i mdi lo ngai vé viée 1y truyén qua
duong khi dung, B. pseudomallei di dugc Trung tim Kiém soat va
Phong ngtra Dich bénh Hoa Ky (US CDC) phan loai la tac nhan gay
khiing b6 sinh hoc & cip do vi sinh vat nguy hiém loai B. Trén cay phéat
sinh chung loai, B. pseudomallei cung véi 2 loai B. mallei va B.
thailandensis ¢ quan hé rat gan giii véi nhau. Trong khi B. mallei ky
sinh bat budc trén dong vt va ciing dugc CDC xép vao nhém tac nhan
de doa sinh hoc cap do B, thi B. thailandensis phan bé tu nhién trong
dat va trong nudc va khdng gay bénh cho nguoi va dong vat.

1.1.2. Bénh nhiém trung melioidosis

Melioidosis dugc ghi nhan 1an dau tién & Rangoon, Myanmar

(Whitmore and Krishnaswami, 1912). Céc con dudng lay truyén chinh

cua melioidosis la (i) qua ti€p xuc truc tiép vét tray xudc da véi dat hodc



nude nhiém khuan; (i1) qua hit phai cac hat bui hoac hat khi dung c6
chtra vi khuan; (iii) qua duong tiéu hoa khi an udng phai thyc
pham/nude nhiém khuan. Melioidosis 1a bénh truyén nhidm cap tinh
nguy hiém gy tir vong cao va nhanh (trong vong 48 gid nhap vién) néu
bénh nhan khéng dugc chan doan sém va diéu tri kip thoi ding khang
sinh (Wiersinga et al., 2012).

Biéu hién 1am sang ciia melioidosis v cung da dang, tir nhiém
tring huyét cap tinh dén bénh 1y man tinh, nhiém tring tiém an co thé
khoi phat sau nhiéu thap ky phoi nhiém (Maharjan et al., 2005). Do vay,

~, G

melioidosis cling dugc goi véi thuat ngit “the great mimicker” nhim 4m
chi mot bénh c¢6 triéu chimg 1am sang khong dién hinh va thuong bi
nham 13n véi cac bénh truyén nhiém khac nhu lao phdi hodc s6t thuong
han (Vidyalakshmi et al., 2008). Ty 1¢ t&r vong do melioidosis dao dong
tir 30-70%, tiy thudc vao diéu kién y té & timg qudc gia va bénh nhan
c6 bi nhiém trung huyét hay khong (Vidyalakshmi et al., 2008;
Puthucheary et al., 2009).
1.2. NGHIEN CUU VE B. pseudomallei VA MELIOIDOSIS TAI VIET
NAM

Biang chimg dau tién vé kha niang song hoai sinh ngoai moi
treong tuy nhién cua B. pseudomallei da dugc Vaucel chirng minh tai
Viét Nam vao nam 1937 (Vaucel 1937). Khoang 20 nam sau, Chambon
dd cong bd bang chung phan 1ap truc tiép B. pseudomallei mau moi
truong tai mién Nam Viét Nam (Chambon 1955). Nam 1961, Luong
cling phan 1ap duoc hai chung cac miu nude rudng rau mudng tai mién
Nam Viét Nam (Luong and Kim 1961). Ciung v6i d6 tai mién
Nam,nghién ctru khéc ciing cong bd phan lap duoc B. pseudomallei tir
cac mau dat thu rudng laa & ngoai thanh Tp HCM tir ndm 1992-1998
(Parry et al. 1999). Dy doan gin ddy vé& phan bd caa B. pseudomallei

trén toan thé gidi cho thiy tinh chét tw nhién cta dat trén phan 16n lanh



thd Viét Nam rat phu hop cho su ton tai cia B. pseudomallei
(Limmathurotsakul et al. 2016).

Ca nhiém melioidosis dau tién & ngudi tai Viét Nam dugc
phat hién vao nam 1925 trén mét bénh nhan nit dang mang thai thang
tht nim, séng tai Tp HCM (Pons and Advier 1927). Céac ca nhiém
melioidosis sau d6 dugce cong bd boi Menard vao nam 1928 ¢ Tp
HCM va nam 1930 ¢ Ha No§i (Pons 1930). Sau d6, cac truong hop
nhiém melioidosis dugc xac nhan bang nudi ciy, bao gdm cic
trudng hop lién quan dén tai nan giao théng, da dugc cong bd & Hué
va mién Bic (Vaucel 1937). Nam 1947, 28 ca nhiém melioidosis cip
tinh, ban cip tinh va man tinh di dugc mo ta & cac bénh vién tai
mién Nam (Alain et al. 1949). T ndm 1951-1953, 5 truong hop
viém phéi nhiém melioidosis da dugc chan doan tai cac bénh vién &
mién Nam Viét Nam va Phap. Tat ca cc truong hop nay déu 1a cong
dan Phap tung cu tra hoac dong quan tai cac khu vuc Pong Duong
(Duroux 1965). Tt nam 1948-1954, khoang 100 ca melioidosis da
duoc bao cao trong sd 400.000 quan Phap dong tai Viét Nam, Lao
va Campuchia (Sanford 1978).

Trong khi sd lugng 16n cac ca melioidosis lién quan dén Viét
Nam trong thoi gian ndy dugc cong bd, nhung rat it thong tin vé
bénh nay dugc bao cao trén nguoi Viét. Nam 1991, mot luadn an tai
Pai hoc Y Ha Noi dd mo ta 16 ca melioidosis tai cac bénh vién & Ha
Noi trong thoi gian tir 1980-1990 (Trinh et al. 2018). Sau d6, Phung
va cs (1993) da cong bd 6,4-31,8% ngudi dan thude cac ving dan
cu séng & ngoai thanh Ha Ngi c6 huyét thanh dwong tinh véi xét
nghiém IHA. Nam 1999, nghién ciru hoi ciru di cong bd 9 ca
melioidosis tir 3.653 ca cAy mau cua bénh nhan sdt nhip vién tai
bénh vién bénh nhiét d6i 16n nhat Tp HCM vao nam 1992-1998
(Parry et al. 1999). Nam 2008, nghién ctru hoi ciru khac tai BV Bach



Mai dd bao céo 55 ca melioidosis x4c nhan bang nudi cdy tir nim
1997-2005. Dua vao dia chi cu trit ciia cac bénh nhén, nghién curu
két luan melioidosis phan b rong va xdy ra & it nhat 18 trong s6 25
tinh phia Bac (Phuong et al. 2008).

Tur dé tai “Thiét 1ap mang ludi Quéc gia vé& nghién ctru chan
doan va diéu tri bénh melioidosis tai Viét Nam” (RENOMAB),
Trung va cs (2018) da cong bd 70 ca melioidosis trong 7 thang tai 5
bénh vién & Bac Trung Bo. Theo két qua diéu tra, melioidosis chiém
ti 16 3,4-10,2% sb ca cdy mau duong tinh. Mic di RENOMAB d3
dat dugc nhitng két qua quan trong, nhung ciing nhu nhiéu khu vuc
khac caa Viét Nam, ganh ning thuc su cia melioidosis & Bic Trung
Bo van can duoc tiép tuc nghién ciru diéu tra (Trinh et al. 2018).
1.3. CAC PHUONG PHAP XET NGHIEM VI KHUAN B.
pseudomallei TU MAU BENH PHAM LAM SANG
1.3.1. Cac phuong phap xét nghiém phu thudc nudi ciy

Bénh pham duogc nudi cdy truc tiép trén moi truong dia thach
thudng quy hodc chon loc Ashdown nham phan l4p khuén lac vi khuén
nghi ngd 1a B. pseudomallei. Ddi véi cac bénh pham tap nhiém, budc
lam giau trong moi truong dich thé chon loc s& duoc thuc hién trude
khi cdy trai trén dia thach. Sau d6, cac khuan lac nghi ngo B.
pseudomallei s& dugc dinh danh bang cac k¥ thuat khac nhau, tuy diéu
kién ctia phong xét nghiém.
1.3.1.1. Dinh danh bang hinh théi khudn lac va té bao

Nudi cdy thuong quy B. pseudomallei tai phong xét nghiém vi
sinh gip nhiéu kho khin do vi khuan c6 tdc do sinh truong cham, din
dén bi loai sinh trudong nhanh 14n at va thudng bi bo sot. Hon nita, khuan
lac B. pseudomallei c6 hinh thai da dang din dén nhdm 13n trong nhan
dang. Do vay, nhan dang khuin lac B. pseudomallei doi héi k§ thuét
vién duoc dao tao va thuong thao tac vai B. pseudomallei.



1.3.1.2. Binh danh bang phwong phdp thuwong quy

Céc hé thong dinh danh B. pseudomallei thudong quy duoc sir
dung rong rai trong phong xét nghiém nhu API 20NE, VITEK 2,
Phoenix va MicroScan WalkAway 96. Tuy nhién, nhiéu nghién ctru cho
thy cac xét nghiém trén c6 thé dinh danh nham B. pseudomallei (Lowe
et al., 2006, Kiratisin et al., 2007, Deepak et al., 2008)
1.3.1.3. Binh danh bang phwong phdp phan tir

Hién nay, MALDI-TOF MS dugc danh gia 1a mot cong cu
linh hoat va hiéu qua dé xac dinh nhanh B. pseudomallei néu co so di
liéu phu hop va lién tuc dugc cdp nhiat (Wang et al., 2016). Bén canh
d6 phan tich trinh ty gen rRNA 16S 1a mot phan khong thé thiéu trong
dinh danh nhiéu chi vi khuan, nhung viéc sir dung gen nay trong phan
loai chi Burkholderia c6 nhiéu han ché, dc biét la cac loai B. cepacia
complex. Trong khi d6, gen recA da dugc sur dung rong rai trong cac hé
thdng phan loai vi khuan (Karlin et al., 1995) va 1a cong cu hiéu qua
trong dinh danh cac loai B. cepacia complex (Mahenthiralingam et al.,
2000). Ngoai ra, cac phuong phap sinh hoc phan tir khac ciing dugc
nghién ctru dé dinh danh B. pseudomallei. Novak va cs (2006) da phat
trién real-time PCR khong chi dya trén tinh dic hiéu 1y thuyét ma con
dwa vao su da dang phan bd cua cac chung. Poan trinh ty dich c¢6 kich
thude 115 bp thudc gen orf2 cua cum TTSS1 c6 thé phan biét B.
pseudomallei véi cac loai khac (Novak et al., 2006). Nam 2020, k¥ thuat
PCR déng nhiét (iiPCR) khuéch dai gen dich bimA (BPSS1492) dé dinh
danh B. pseudomallei di duwgc Chua va cs (2020) phat trién.
1.3.1.4. Binh danh bang phwong phdp mién dich

Steinmetz va cs (1999) d phit trién k¥ thuat ngung két mién dich
latex str dung MAb3015 IgG1 va danh gia hiéu qua trong dinh danh nhanh cac
chung B. pseudomallei phan 14p tir céc ving dia Iy khac nhau cho thay 100%
chuing B. pseudomallei cho phan tmg duong tinh manh mé voi latex MAb3015,



va khong c6 phan tng chéo (Steinmetz et al., 1999). Nam 2014, Duval va cs
ciing phat trién thanh cong va thuong mai latex test sir dung MAb4B11 dinh
danh nhanh B. pseudomallei c6 d¢ nhay 98,7% (Duval et al., 2014). Tuy nhién,
latex test co han ché trong phan biét B. pseudomallei va B. thailandensis phan
1ap tr m6i truong (Songsri et al., 2018).
1.3.2. Céc phuong phap xét nghiém khong phu thudc nudi cay
1.3.2.1. Xét nghiém melioidosis bang phirong phdp sinh hoc phén tir

Nhiéu k¥ thuat PCR phat hién nhanh B. pseudomallei tir mau
bénh pham da duoc cic 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).
1.3.2.2. Xét nghiém melioidosis bang phirong phdp mién dich

Xét nghiém nhanh bang ky thuat ngung két hong ciu gian tiép
(THA) phat hién khang thé khang B. pseudomallei trong huyét thanh ciia
nguoi bénh da dugc phat trién tir ndm 1965 va duoc st dung phé bién
trong cac bénh vién. Tuy nhién, dd nhay va déc hiéu cta phuong phap
IHA khong cao, c6 thé cho két qua duong tinh gia do phan tmg chéo
v6i mot sb khang nguyén tir cac loai c6 quan hé gan giii véi B.
pseudomallei nhu B. mallei va B. thailandensis (Tiyawisutsri et al.,
2005; Gilmore., 2007). Vi vy, phuong phap IHA chi dung dé xac dinh
kha ning phoi nhidm véi vi khuan B. pseudomallei chir khong co gié tri
chan doan melioidosis vi ty 16 huyét thanh dwong tinh véi IHA cia
ngudi dan sinh séng trong ving dich bénh luu hanh 14 rat cao.

ELISA 1a mét k¥ thuat xét nghiém nhanh, c6 d6 nhay cao dé
phat hién su c6 mit cta protein dic hiéu trong mau can phan tich. Trong
xét nghiém melioidosis, nhiéu nghién ctru di céng bd khang nguyén

gdy dap tng mién dich c6 d6 nhay va do dac hiéu cao (Chantratita et



al., 2007; Hara et al., 2013; Chieng et al., 2015; Pumpuang et al., 2017,
Kritsiriwuthinan et al., 2018).
1.3.2.3. Xét nghiém meliodosis bang que sdc ky mién dich

Ké thira két qua tir qua trinh nghién ctru tim kiém cic khang
nguyén c6 d6 nhay va dac hi€u cao trong xét nghiém melioidosis, cac
nhom nghién ctru tai My, Thai Lan va Dt da phat trién thanh cong cac
que test nhanh sic ky mién dich xét nghiém melioidosis tir mau bénh
phém véi do nhay va d6 dac hiéu cao (Houghton et al., 2014; Peeters et
al., 2018; Phokrai et al., 2018; Felgner et al., 2009; Kohler et al., 2016;
Wagner et al., 2020). Hién nay, ba san phim trén van dang trong qué
trinh thuong mai hoa, chua chinh thirc duoc st dung cho xét nghiém
melioidosis tai cac bénh vién.

1.4. CAC PHUONG PHAP PHAT HIEN B. pseudomallei NGOAI
MOI TRUONG
1.4.1. Phuwong phap nudi ciy

Hién nay phuong phap nubi ciy van duoc xem 1a “tiéu chuén
vang” trong xac dinh B. pseudomallei tir cac mau 1am sang hodc moi
truong (Cheng and Currie, 2005). Cac méi trudng nudi cay chon loc
duoc khuyén nghi st dung dé lam giau vi khuén, sau do két hop voi
thach Ashdown dé phan 1ap B.pseudomallei. Pic biét, cac miu bénh
phim tap nhiém va miu méi truong s& duoc 1am giau trong moi truong
chon loc trudc khi phan lap trén thach Ashdown (Ashdown, 1979;
Galimand and Dodin, 1982; Wuthiekanun et al., 1995).

Tai Hoi nghi qudc té 1an thir VI vé melioidosis (2010), cac nha
khoa hoc d thanh 1ap nhém chuyén gia qudc té vé “Phat hién vi khuan
Burkholderia pseudomallei ngoai moi truong” (DEBWorP). Nam 2013,
16 nha khoa hoc cia DEBWorP dua ra huéng dan chuan sir dung TBSS-
C50 1am giau 48 gid dé didu tra B. pseudomallei ngoai moi trudng nhim



han ché két qua am tinh gia va c6 thé ap dung & cic qudc gia luu hanh
bénh (Limmathurotsakul et al., 2013).
1.4.2. Phwong phap sinh hgc phan tir

Nhiéu nghién ctru chimg minh PCR ¢6 hiéu qua trong viéc phat
hién B. pseudomallei ngoai méi trudng véi do nhay cao hon dang ké so
vO1 nuoi céy (Kaestli et al., 2007; Trung et al., 2011; Gohler et al., 2017;
Dance et al., 2018). Mot nghién ctru ¢ Lao st dung real-time PCR dé
danh gia mau dich lam giau TBSS-C50 di phat hién DNA cua B.
pseudomallei & mirc cao hon nhiéu so véi ty 18 phan 1ap dugc (Knappik
etal., 2015).
1.5. NOI DUNG NGHIEN CUU CUA LUAN AN
1.5.1. Céch tiép can ciia nghién ciru phat trién k§ thuit xét nghiém
nhanh melioidosis

Trén co s tham khao cac cong trinh nghién ctu, luan an da lua
chon 3 khang nguyén protein Hep, GroEL1, AhpC va khang nguyén
toan té bao WC dé phat trién k§ thuat ELISA. Két qua ciia nghién cau
1a co s¢ dé phét trién que test nhanh, dap tng duoc nhu cau sir dung tai
chd cho céc bénh vién tuyén noi diéu kién co s& vat chit con han ché.
1.5.2. Céch tiép can caa nghién ciru phét trién ky thuat phat hign
vi khuin B. pseudomallei ngoai méi truong

Quy trinh 1am giau B. pseudomallei tir mau dat st dung mdi
truong méi EM va méi truong theo huéng dan chuan TBSS-C50 duoc
so sanh, danh gia qua k¥ thuat 1am giau mot budc (48 gio va 144 gio)
va hai budc (budc 1 trong 48 gio va budc 2 trong 96 gio). 640 dich lam
giau 80 mau dét trén hai loai méi trudng (TBSS-C50 va EM) st dung
hai quy trinh nudi ciy (Iam giau mot bude va hai budc) di dwoc phan
tich bang qPCR TTSS1 va nudi cay trén thach Ashdown dé danh gia
hiéu qua cua ky thuat nudi ciy mai.
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CHUONG 2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CcUU

2.1. NGUYEN VAT LIEU
2.1.1. Chung vi sinh vat

Chung B. pseudomallei VTCC 70157 (thuoc ST46- phd bién &
Viét Nam) duoc sir dung dé chuan bi khang nguyén toan té bao va khang
nguyén tai to hop AhpC, Hepl va GroEL1.

2.1.2. Mdu huyét thanh

Bo huyét thanh dé phat trién phuong phap ELISA: 185 mau
huyét thanh dugc thu tai 4 BVDK tinh: Bic Giang (n= 13), Nghé An
(n=76), Ha Tinh (n=13) va Binh BDinh (n= 83) trong khoang thoi gian
tir thang 1/2018-12/2020. Mau huyét thanh duoc chia thanh 3 nhom: (1)
nhom duong tinh v&i melioidosis dugc khing dinh bang phwong phap
nudi cdy (n=63); (2) nhom duong tinh véi nhiém khuan khac duoc
khing dinh bang nudi cay (n=62) va (3) nhém khoe manh (n=60).

B6 huyét thanh dé tmg dung phuong phap ELISA: 1.011 mau
duoc thu tai BVDK tinh Ha Tinh (n=511) va BV TU Hué (n=500) vao
thang 10-11/2020. Huyét thanh duoc thu tai ngay tha 1 dén 5 sau khi
bénh nhan nhap vién véi cac biéu hién nghi ngo nhiém melioidosis.
2.1.3. Mdu méi truong

Mau dat dé phét trién phuong phap nudi cay: thang 6-7/2018,
80 mau dét duoc Iy tai 16 diém, gom 9 diém ¢ Béc Trung Bo (noi co
nhiéu ca melioidosis: Thanh Hoa (n=3), Ha Tinh (n=6)); va 7 diém &
Nam Trung B (noi chua c6 ca melioidosis: Quang Ngdi (n=2), Binh
binh (n=3), Phl Yén (n=1) va Khanh Hoa (n=1)).

Mau méi truong cho wng dung phuong phap nudi cay:

(1) Mau nudc rudng lda tai Triéu Son-Thanh Héa: Nam 2019, 800 mau
nudc rudng lua da duoc thu tai 100 dién khac nhau (mdi diém cach
nhau 2,5 m) vao 8 thoi diém trong thoi gian canh tac la (27/2; 10/4;
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9/5; 23/5; 11/6; 16/7; 15/8 va 20/9) huyén Triéu Son-Thanh Hoa.
(2) Mau dat va nuoc tai khu vuc gia dinh 3 tré em tar vong do
melioidosis (huyén Séc Son-Ha N6i) duge thu vao 2 dot:

Pot 1 (17/11/2019): 7 mAu dt vuon & do sau 10 cm, 9 miu
nudéce giéng tir 3 giéng (giéng tam A, giéng chan nudi B va giéng an C)
va 1 miu nudc udng cua gia dinh nan nhan.

Dot 2 (23/11/2019): 46 mau dat vuon tai 10 diém quanh giéng
A & cac d6 sau khac nhau (10-50 cm); 40 mau dét rudng tai 8 ruong lda
& do sau 30 cm; 26 miu nudc giéng tir giéng A sau mdi 5 phat bom tir
phat 0 d&én 240; 39 mau nudc giéng tir giéng B, C va 11 giéng cua cac
ho hang xom; 30 miu nudc ao tir 10 ao xung quanh khu dat nha nan
nhan.
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Phuong phdp chuan bi khang nguyén toan té bao (WC)
2.2.2. Phuong phdp chuan bj khang nguyén tai té hop
2.2.3. Phuwong phdp ELISA chan dodn nhanh melioidosis
2.2.4. Phuong phép nudi cdy tryc tiép vi khuan B. pseudomallei
2.2.5. Phuong phdp nuéi cdy 1am giau vi khuan B. pseudomallei
2.2.6. Phuong phdp real-time PCR TTSS1
2.2.7. Phuong phap phdn tich MLST
2.2.8. Thong ké xu ly sé liéu

12



2.3. So dd nghién ciru

So' db cic bwdc nghién citu phat trién va ing dung

ky thuit mién dich xét

i

Chuén bi
4 loai khang nguyén

l

Lira chon khang nguyén
phat trién ky thuit ELISA

l

Panh gia d§ nhay va dic hiéu
ciia ky thuit ELISA

Ung dyng ky thuit ELISA trong
xét nghiém melioidosis

)

)

[

PPy

W @

J )

nhanh meli is tit miu bénh phim lAm sang

Chuén bi 1 khing nguyén toan té bio;
Biéu hién 3 khang nguyén protein tai to hep.

M

[ Danh gia tin hiéu phan tmg ELISA cua 4 loai khang
nguyén trén bd 185 mau huyét thanh (bénh nhén
| melioidosis. nhiem khuan khac va nguoi khoe manh).

[" Téi wu noéng do khéng nguyén, d¢ pha lodng khing
thé va mot s diéu kién khac nham nang cao @ nhay
L va dac hiéu cua k¥ thuat ELISA.

3

Xét nghigm ELISA 1.011 mau huyét thanh nghi ngos
melioidosis thu tai BVDK tinh Ha Tinh va BV TW
Hué.

S0 db cac buwdc nghién ciru phat trién va ng dung
k¥ thuiit nudi ciy dé diéu tra vi khuin B. pseudomailei ngoai mai trwong

Nghién ciru phat trién ky thuft
nudi ciy Jam giau vi khuan

B. pseudomallei tir mau moi trwong

AN

Nubi ciy lam giau vi khuan B. pseudomailei tir 80
mau moi treong trén 8 t6 hop moéi treong va thoi gian.

O]

l

Dinh gia hiéu qua cia k¥ thuft
nudi cay lam giau B. psendomallei
bang real-time PCR TTSS1

-

640 mau dich nubi cay lam giau dwoc tach chiét DNA
va thye hién real-time PCR TTSS1 dé phat hién vi
khuan B. pseudomallei.

@

|

Panh gia hiéu qua cia ky thuit nudi
cily 1am giiwu B. pseudomallei
bang nudi cay phan lap

Céc dich nudi cédy lam giau dwong tinh véi B.
pseudomailei bing real-time PCR dugc pha lodng va
cAy trai trén moi treong dia thach Ashdown.

3)

|

Ung dung ky thuit nudi ciy aé diéu
tra B. pseudomallei ngoai moi treong

[

Biéu tra vi khuan B. psendomallei trong:
(1) 800 méu nudc ruéng lua tai Tri¢u Son Thanh Hoa
(2) 198 mau dat/nudc tai Séc Son, Ha Noi

] @
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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

Céc protein khang nguyén tai t6 hop AhpC, Hepl va GroEL1
duoc ma hoa bai cac gen BPSL 2096, BPSS1498 va BPSL 2697 da duoc
biéu hién thanh trén dong E. coli BL21(DE3) pLysS véi kich thuéc
tuong (ng 12 20,7, 22,3 va 59,1 kDa va nong do lan luot 14 19,0; 9,9 va
21,4 pg/mL.

Hiéu qua cia 4 xét nghiém WC/AhpC/Hcpl/GroEL1-ELISA dugc
danh gia véi bo 185 mau huyét thanh. Két qua cho thay gié tri OD trung binh
cta nhoém bénh nhan melioidosis cao hon dang ké so vai caa hai nhém con
lai (P <0,0001) (Hinh 3.5), va gia tri OD trung binh cua nhdm céc bénh
nhiém tring khac bang vai gi tri OD ciia nhom nguoi khoe manh (P> 0,05).
Xét nghiém Hepl-ELISA cho gié tri OD trung binh cao nhat trén nhém
meliodosis (1,916), sau d6 la WC-ELISA (1,530), GroEL1-ELISA
(0,920) va AhpC-ELISA (0,680).

wC p<0.0001 Hepl p < 0.0001
p = 0.0001 — p<0.0001
159 —_— 254 oo
. ) p = 0888 20 L]
3] e - - ;2 o B e
S 1sq g 2 154 .
H =+ H 0390
£ 1o BE Z 1.0 L L
g . . 2 - 5
2 it 2 .
= = = s B SO ——
: ﬁ % 11 q"\”i! =
X
ME KK KM ME NKK KM
AhpC p < 0.0001 GroEL1

p = 00001

X B p=0.179

arbanee (OD gy

1
I

s .
1] ; . ‘
B - I v T
- £ " o =
ME NKK KM : ME NKK KM

Hinh 3.5. Gia tri ODago cua cac xet nghiém WC/Hcpl/AhpC/GroEL1-ELISA
str dung bo 185 mau huyet thanh cua cac nhom (1) bénh nhan melioidosis (ME,
n=63); (2) bénh nhan nhiém khuan khac (NKK, n=62) va ngudi khée manh
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(KM, n=60). Nét dut ngang thé hién gia tri cut-off cua mdi xét nghiém ELISA
dam bao do dac hiéu >95%.

Puong cong ROC biéu dién mbi twong quan giira gia tri cut-off
va d¢ nhay, do dac hi¢u cua xét nghiém ELISA. Dién tich dudi duong
cong ROC cua xét nghiém WC-ELISA (0,982) va Hcpl-ELISA (0,957)
1a cao hon so v&i GroEL1-ELISA (0,854) va AhpC-ELISA (0,832).

Gia tri cut-off duogc udce tinh dé tat ca cac xét nghiém ELISA
dat duoc do dic hiéu trén 95%. O ngudng cut-off 1a 0,60, do nhay va
d6 dac hiéu cuia WC-ELISA twong ng 1a 93,7% va 97,5%. O ngudng
cut-off 1a 0,50, d6 nhay va d6 dic hiéu cia Hepl-ELISA lan luot 14
87,3% va 96,7%. O ngudng cut-off 1 0,68, do nhay va do dic hiéu cua
GroEL1-ELISA lan luot la 61,9% va 95,1%. O ngudng cut-off 1a 0,6,
d6 nhay va d¢ dic hiéu cia AhpC-ELISA lan luot 12 57,1% va 95,1%.

Khi két hop hai két qua xét nghiém WC-ELISA va Hcpl-
ELISA, d6 nhay va do dic hiéu cua xét nghiém chan doan huyét thanh
tuong ng 14 98,4% va 95,1%. Vi vay, xét nghiém két hop WC/Hcpl-
ELISA di duoc lya chon dé chan doan huyét thanh bénh nhan nghi
nhiém melioidosis.

3.1.2. Panh gia hi€u qua xét nghiém melioidosis cia WC/Hcpl-
ELISA

3.1.2.1. Két qud #ng dung WC/Hcpl-ELISA xét nghiém melioidosis tai
BV TU Hué

Xét nghiém WC/Hcpl-ELISA phat hién 41/500 (8,2%) mau
huyét thanh thu tai BV TU Hué duong tinh véi melioidosis (Bang 3.6).
Trong d6, s6 huyét thanh duong tinh v6i melioidosis bang xét nghiém
WC-ELISA 12 41 (8,2%) mau cao hon dang ké so véi Hcpl-ELISA la
24 (4,8%) mau (p<0,05). So sanh két qua giira mdi xét nghiém cho thay
24 (100%) mau huyét thanh duong tinh véi Hcpl-ELISA ciing dwong
tinh voi WC-ELISA.
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Trong s6 500 bénh nhan dugc thu thap huyét thanh, c6 23
(4,6%) bénh nhan duoc chan doan nhiém melioidosis bang phuong
phap nudi cay. Xét nghiém WC-ELISA, Hcpl-ELISA va két hop
WC/Hcp1-ELISA di phat hién lan luot 21/23 (91,3%), 12/23 (52,2%)
va 21/23 (91,3%) bénh nhan nhidm melioidosis duoc khang dinh nudi
cay (Bang 3.7). Két qua xét nghiém ELISA cho thay kha nang phat hién
melioidosis cia WC-ELISA la cao hon so véi Hepl-ELISA. C6 2/23
(8,7%) trudng hop dwong tinh v6i melioidosis duoc khang dinh bing
nudi ciy nhung khong duoc phat hién bang ELISA. ELISA am tinh gia
duoc béo céo & 20% ca melioidosis khdng c6 khang thé IgG dic hiéu
v6i tat ca cac xét nghiém OPS/CPS/WC/CF-ELISA (Suttisunhakul
2016. ). Hién tuong nay c6 thé do bénh nhan nhap vién ngay khi khoi
phat nhiém tring va khang thé IgG dap ung khang nguyén B.
pseudomallei chua tao thanh khi xét nghiém ELISA.
3.1.2.2. Két qua iring dung WC/Hcp1-ELISA xét nghiém melioidosis tgi
BVDK tinh Ha Tinh

52/511 (10,2%) mau huyét thanh thu ai BVDK tinh Ha Tinh
duong tinh véi melioidosis bang xét nghiém két hop WC/Hcp1-ELISA.
Hai xét nghiém WC-ELISA va Hepl-ELISA cho s6 luong huyét thanh
duong tinh v&i melioidoisis twong duwong nhau (p>0,05), 39 (7,6%) mau
dwong tinh bang WC-ELISA va 34 (6,7%) miu duong tinh bang Hepl-
ELISA (Bang 3.6). Tuy nhién, chi c6 21 (61,7%) mau huyét thanh
duong tinh bang Hepl-ELISA dwong tinh voi WC-ELISA.

Bing 3.6. Két qua xét nghiém ELISA huyét thanh thu thap tai BV TU Hué
va BVDK tinh Ha Tinh duong tinh v&i melioidosis
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WC-ELISA Hepl-ELISA T
Bénh vién Xét nghiém ket hop

(cut-off > 0.6) (cut-off > 0.5) WC/Hepl-ELISA
BV TU Hué . o 0
ees00) 41 (8.2%) 24 (4,8%) 41 (8,2%)
B\ff)]ir::;]l'ga Tinh 39 (7.6%) 34 (6,7%) 52 (10,2%)

Trong s6 511 bénh nhan duoc thu huyét thanh, c6 14 (2,8%)
bénh nhan dwong tinh v&i B. pseudomallei bang xét nghiém nubi cay.
Ca hai xét doc 1ap WC-ELISA va Hepl-ELISA déu phat hién duoc
13/14 (92,8%) truong hop nudi cay xac nhan nhiém melioidosis. Xét
nghiém két hop WC/Hcp1-ELISA da phat hién 14/14 (100%) ca nhiém
melioidosis dwoc xac nhan bang nudi cay vi sinh (Bang 3.7).

Béng 3.7. Céc ca duong tinh v6i melioidosis tai BV TU Hué va BVDK tinh
Ha Tinh duoc khang dinh bang nudi cay duong tinh vai xét nghiém ELISA

S6 ca duong tinh melioidosis dugc phat hién

Bénh vién -
Nudi cay WC-ELISA  Hepl-ELISA  WC/Hepl-ELISA
BV TU Hué (n=500) 23 21(91,3%) 12 (52.2%) 21 (91,.3%)
BVDK tinh Ha Tinh 14 13 (92,8%) 13 (92,8%) 14 (100%)

(n=511)

Bén canh d6, nghién ciru da theo doi tinh trang cta 38 bénh
nhan am tinh véi melioidosis bang nudi ciy hoic khong duoc xét
nghiém nudi cay nhung c6 huyét thanh duong tinh véi WC/Hcpl-
ELISA sau 9 thang xét nghiém huyét thanh. Két qua la 38 bénh nhan
dugc chia thanh 4 nhém (i) bénh nhan dugc xac nhan lai bang nudi ciy
nhiém tring melioidosis (n = 2; 5,3%), (ii) bénh nhan ti vong (n = 9;
23,7%), (ii) bénh nhan khong khée manh (n = 17; 44,7%), va (iv) nguoi
khoe manh (n = 10; 26,3%). Gia tri OD trung binh caia WC-ELISA va
Hcpl-ELISA khéng cho thay su khéc biét dang ké giira cac nhdm nay.
Dang chii ¥ & nhém xac nhan lai bang nudi cay nhidm tring melioidosis
(n=2), 1 bénh nhan khéng dwogc chi dinh xét nghiém nudi ciy vi sinh

17



trong thoi gian nam vién va 1 bénh nhan am tinh véi B. pseudomallei
bang xét nghiém nudi cay vi sinh.

Nhu vay, xét nghiém két hop WC/Hcp1-ELISA di phat hién ra
s6 lugng nhiéu hon cac bénh nhan duong tinh véi melioidosis nhap vién
sau c4c hién tuong thoi tiét khic nghiét.

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

3.2.1. Nghién ciru phat trién ky thuat nudi cdy phat hi¢n vi khuan
B. pseudomallei ngoai moi truwong

Vi ky thuat lam giau mét budc, gié tri Cr trung binh cua cac
dich lam giau TBSS-C50 144 gio (Cr 27,49) va EM 144 gio (Cr 30,46)
thip hon dang ké so véi cac dich 1am giau TBSS-C50 48 gio (Cr 32,55)
va EM 48 gio (Cr 33,48). Bén canh do, ti 1é mau duong tinh vai real-
time PCR ¢ dich 1am giau 144 gio 1a nhiéu hon so vai dich 1am giau 48
gio (Hinh 3.6A).

Iip duge

jiu phan
domaliel

ol
vikhudn 8. peeu

56 miu dich l4m

B CaTd  CaB  Cam | CaME | G Caek  Caum
B0 | 3180 4380 4180 7280 3580 4380 a4im0
TBSS- TBSS- TBSS- TBSS- EM  EM  EM  EM

50 C50 Cs0 c50 h 144 h h 48 h
h 144 h 48h 48h

80882

+ + TBSS.

TBSS- EM96h 9h  C50

(=] 96 h
96 h

Hinh 3.6. Hiéu qua ctia k¥ thuat lam giau vi khuan B. pseudomallei tir 80 mau
d4t duoc danh gia bang real-time PCR TTSS1 (A) va phan 1ap (B). Mau duong
tinh véi real-time PCR TTSS1 trinh bay dudi dang ddu chim véi gia tri Ct
tuong tng trén truc hoanh.

Vi ky thuat lam giau hai budc, dich lam giau TBSS-C50 48 gio +
EM 96 gid (Cr 21,93) hoic EM 48 gio + TBSS-C50 96 gidy (Cr 24,18) ¢6 tai
lugng B. pseudomallei cao vuot troi thé hign qua gia tri Cr trung binh thap
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hon dang ké so véi dich lam giau mot bugc TBSS-C50 144 gid (Cr 27,49)
va EM 144 gio (Cr 30,46). Ti Ié duong tinh & dich 1am giau trén 2 loai moi
truong két hop khac nhau khong dang ké, 51% (41/80) mau duong tinh &
TBSS-50 48 gidy + EM 96 gicr 50 Vi 55% (44/80) mau duong tinh & EM 48
gio + TBSS-C50 96 gio. Dong thoi, tai lwong B. pseudomallei trén 2 loai
dich 1am giau nay ciing khong khac biét vai gid tri Cr trung binh lan luot Ia
21,93 va 24,18. Cung la ky thuat 1am giau hai budc, nhung dich lam giau
don mdi truong TBSS-C50 48 gidy + TBSS-C50 96 gidr (Cr 31,33) cho hicu
qua lam giau kém hon so véi dich 1am giau két hop TBSS-C50 va EM. Bén
canh d6, ti 1é mau duong tinh nudi cdy & dich l1am giau TBSS-C50 48 gio +
EM 96 gio (58%) cao hon so véi céc dich lam giau con lai nhu TBSS-C50
48 gicy (9,8%) va TBSS-C50 144 gity (25,5%) va TBSS-C50 48 gioy + TBSS-
C50 96 gioy (31,4%).

Phan 1ap vi khuan B. pseudomallei dugc thyc hién voi 408 dich
lam gidu cia 51 miu dat dwong tinh tir xét nghiém real-time PCR
TTSS1 & trén. Lugng mau 100 pL duge cdy trai trén dia thach
Ashdown, 1 tai 40°C trong 7 ngay. Két qua cho thiy ty 18 phan lap duoc
vi khuén B. pseudomallei tir dich lam giau TBSS-C50 48 gis + EM 96
gi0 (30/51; 58%) cao hon so vdi cac dich lam giau con lai (Hinh 3.6B).
Két qua duoc tom tit nhu sau: (i) nuéi cdy lam giau trén TBSS-C50
hoac EM trong 144 gio lam tang kha nang sinh truéng cua B.
pseudomallei va ting s6 mau duong tinh so véi nudi cay lam giau trén
TBSS-C50 48 gid theo huéng dan chuén. (ii) 1am giau hai budc (TBSS-
C50 48 gio + EM 96 gio) gilp cho B. pseudomallei sinh truéng manh
mé nhét va cho sé mau duong tinh nudi cay cao gap 6 lan so voi TBSS-
C50 48 gio.

3.2.2. Ung dung k§ thuat nudi ciy lam giau hai bwéc trong diéu tra
sw cO mat caa B. pseudomallei ngoai méi trwong

3.2.2.1. Diéu tra sir 6 mdt cua vi khudn B. pseudomallei trong nudéc
rugng lba tai huyén Triéu Son-tinh Thanh Hoa
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Diéu tra tn xuat bat gap vi khuan B. pseudomallei trong 800
mau nudc ruong lda (100 mau/thoi diém) cho thiy c6 su bién dong lon
giira cac thoi diém thu thap mau (Hinh 3.8A). S6 miu duong tinh ting
khi nén nhiét do tai khu vuc ldy miu ting (Hinh 3.8B). Téng s6 mau
nuée duong tinh véi B. pseudomallei thu tir thang 6 dén thang 9 l1a
258/400 (64,5%), cao gap gan 3 lan so véi tong sé mau dwong thu tir
thang 2 dén thang 5 (90/400, 22,5%). Nhiét d6 méi trudng trung binh
tai tinh Thanh Hoa tir thang 2-5 1a 22,75°C thap hon dang ké so Vi
thang 6-9 (29,1°C). Ghi nhan nay cho thiy nhiét d6 méi truong cd moi
tuong quan vai tan xuat bat gap vi khuan B. pseudomallei trong nudc
ruong lda.

K3 thuat nudi ciy 1am giau hai budc phét hién 348/800 (43,5%)
mau duong tinh v&i B. pseudomallei, trong khi d6 k¥ thuat nudi cy
truc tiép chi phat hién dugc 13/800 (1,6%) mau duong tinh véi B.
pseudomallei. Bang chi y, ki thuat nudi cy tryc tiép chi phat hién duoc
vi khuén B. pseudomallei ¢ cac thang 7, 8 va 9 véi s6 mau duong tinh
lan luot 12 4, 2 va 7/100 va mat do trung binh lan luot 1a 32; 25 va 158
CFU/mL. Két qua nay ching minh nhiét 6 anh huéng khong chi dén
tan xuat bat gap ma con dén mat do vi khuan.

100
A _ B 809 —+ Luong mua ~ Nhiét 46
8 80+ 2 _— _ 700 .
e £ 600
33 oz% £ Fal =z
23 60- E 500 [\ z
5 g ) 2 400 / [\ a
.%§ 40 33% 37% 2 300 Pt [ X . s
" : [ X o
E § 26%  26% £ b [ \
R 20 3 / / .
5% 1004 o/ A | % M
3 < i J %
ol 2 2 2 E = S N 04—+t T —T T
272 10/4 OS5 23/5 116 167 158 2009 01234567829 101112
Thanh Héa, nam 2019

Thoi diém thu méu, nam 2019
Mdu duong tinh véi B. pseudomaliei bing nudi cdy lam gidu hai buée
wmm  Miu duong tinh véi B. pseudomallei bang nudi cy tryc tidp

Hinh 3.8. (A) S6 mau nude duong tinh véi vi khuan B. pseudomallei ¢ 8 thoi
diém lay mau bang 2 kg thuat nudi cy tryc tiép va lam giau hai buéc; (B)
Nhiét d6 va lugng mua trung binh thang tai tinh Thanh Hoa ndm 2018
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20 chung B. pseudomallei gdm 13 chang vi khuan B.
pseudomallei dwoc phan lap tryc tiép tir mau nudc va 6 ching duoc
phan 1ap tir dich nudi cdy lam giau, 1 chung duoc phan lap tir dit ruong
(nam 2015) duoc lya cho cho phan tich MLST. Két qua cho thiy céc
chung nay thudc 5 ST gom ST541 (n=1), ST543 (n=2), ST533 (n=3),
ST542 (n=5) va ST1994 (1a ST mai) (n=9). Tai cing mot thoi diém lay
mau, c4c vi tri mau gan nhau c6 xu hudng xuat hién cac ST gidng nhau
va cac diém xa nhau c6 xu huéng gap cac ST khéac nhau. Mac du mdi
mau dugc phan lap ngau nhién 1 chang, va chi ¢ 20 chung dugc lya
chon cho phan tich MLST, nhung két qua da cho thdy su da dang cua
cac dong vi khuan B. pseudomallei lwu hanh trong nudc rudng lta &

mot khu vuc 1ay mau hep.
3.2.2.2. Diéu tra sy ¢6 mat cua vi khuan B. pseudomallei ngoai moi
trirong tai huyén Soc Son-Tp. Ha Ngi

Thang 11/2019, Trung tdm Y té Soc Son bao cio vé 3 trudng
hop tré em tu vong trong cung mot gia dinh tai huyén Séc Son (Tp Ha
Noi) do nhiém khuan B. pseudomallei trong vong 8 thang. Piéu tra
ngudn lay nhiém vi khuan B. pseudomallei cho thay 2/3 mau nuéce giéng
khoan A dwong tinh véi B. pseudomallei bing nudi cdy lam giau 2 budc
va 1/3 miu duong tinh bang nudi cay truc tiép véi mat do 1-3 CFU/mL,
trong khi cac mau nudc giéng B, C va mau dat déu am tinh. T4t ca cac
mau nude dugc lay tir téc nuéc bom tir giéng twong ng.

Sau khi phat hién B. pseudomallei trong nuéc giéng khoan A,
dot thu mau lan thtr 2 di dwoc tién hanh nham mé rong diéu tra nguon
6 nhiém. Theo théng tin dwoc cung cap, 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 pha 1én vuon mét Iop dat, dan dén
lam miéng 16 khoan nim dudi bé mat dat khoang 80 cm. Cudi nim
2018, bo phan con thu trong duong dng hit ciia may bom nuée bi hong
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va dugc sira chita. Nhung sau d6, miéng 16 khoan khong dugc bit kin,
viéc nay c6 thé di tao diéu kién cho nudc mua kéo theo cac hat dat bé
mit bi nhiém B. pseudomallei chay vao mach nuéc ngam qua miéng 16
khoan bj ho. Dé kiém tra gia thuyét nay, nghién ciru da tap trung vao
viéc thu miu nudc giéng A va dat vuon xung quanh giéng A. Két qua
cho thy 26/26 (100%) mau nudc bom truc tiép tir giéng A va 27/46
(58,7%) mau dat vuon tai 8/10 (80%) diém dwong tinh véi B.
pseudomallei. Trong dé, nudi cay tryc tiép chi phat hién 5 mau dat vuon
tai 2 diém dwong tinh voi B. pseudomallei, trong khi nudi ciy lam giau
2 budc phét hién thém 26 mau nuéc giéng A, 22 mau dat vuon va 5
mau dat ruong. Didu nay ching minh gia thuyét B. pseudomallei cd thé
bi kéo theo cling véi dat bé mat vao mach nudc ngam qua miéng giéng
khoan khong day kin trong mila mua nam sau, bat dau tir thang 4/2019,
trung thoi diém phat bénh va tr vong cua dira tré dau tién. Nudi cy
dinh luong phat hién 5 mau dat vuon tai 2 vi tri thu mau c6 mat do B.
pseudomallei trung binh 13 406 CFU/g dit (dao dong tir 12 dén 746
CFU/g dit) (Bang 3.21).
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Bang 3.21. Két qua nudi cdy xac dinh sy c6 mit cua B. pseudomallei trong
dat va nudc thu thap tai gia dinh nan nhan va khu vuc xung quanh tai thon

D6 Luong, xi Bic Son, huyén Soc Son, Ha Noi

|| e e | S e ey
Loai mau S0 mau S0 diem buéc /tl'-ing <& mau /tﬁl]\lg s0 mau (%) (Mit
(%) doe CFUIg;VCFU/‘mL,
khoang)
Thu méu lin 1 (17/11/2019)
Dét vuon treée 7 7 0/7 (0) 0/7 (0)
Nuéc giéng A 3 1 3/3 (100) 3/3 (100) (1-3)
Nuéc 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 miu lan 2 (23/11/2019)
?;;“gf‘;;a; 46 10 27/46 (58,7) 5/46 (10,8) (12-746)
Dit rugng lua 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) 073
Nh‘;z; }g;':lg 33 11 0/33 (0) 0/33
Nudéc ao 30 10 0/30 (0) 0/30
Tilé mAu dwong tinh/tong s6 mau 61/198 (30,96%) 8 19%(;%] /:25)1’746

MAi quan hé di truyén cua cac chung B. pseudomallei tir ngoai
mdi trudng va trong 1am sang duoc phan tich, két qua cho thiy ca 20
chung déu thugc ST 541, cac ching duoc phan lap tir giéng A (n=7),
dat vuon quanh giéng A (n=6), dat ruong (n=5) va bénh nhan (n=2).
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KET LUAN
1. Phat trién va vng dung ky thuit mién dich xét nghi¢m nhanh
melioidosis tir mAu bénh phim lam sang

Phat trién thanh cong ky thudt WC/Hep1-ELISA st dung khang
nguyén tir chung B. pseudomallei VTCC 70157 thudc ST46 phd bién &
Viét Nam dé xét nghiém melioidosis ¢ ngudi Viét cd d0 nhay va do dac
hiéu cao tuong tng 1a 98,4% va 95,1%. WC/Hepl-ELISA phat hién
52/511 (10,2%) va 41/500 (8,2%) mau huyét thanh dwong tinh véi
melioidosis tai BVDK tinh Ha Tinh va BV TU Hué. Trong do, co 14/14
(100%) va 21/23 (91,3%) bénh nhan duong tinh voi melioidosis dugc
khang dinh bang nudi ciy tai 2 bénh vién trén dugc phat hién bing
WC/Hcpl-ELISA.

2. Phat trién va ing dung ky thuat nudi ciy cé do nhay cao dé diéu
tra vi khuin B. pseudomallei ngoai méi trudng.

Phét trién thanh cong k¥ thuat nudi cdy lam giau hai budc
(TBSS-C50 48 gio + EM 96 gio) diéu tra B. pseudomallei trong dét véi
ty 16 phat hién cao hon gan 2 1an so voi hudng dan chuin (TBSS-C50
48 gid) khi danh gia bang real-time PCR TTSS1; cao hon 6 1an khi danh
gia bang phan lap trén dia thach Ashdown. K§ thuat lam giau hai budc
(TBSS-C50 48 gid + EM 96 gid) phat hién 348/800 (43,5%) sb mau
nudéc rudng laa tai Triéu Son-Thanh Hoa; 100% mau nudc giéng tim
va 57,8% mau dit vuon tai Soc Son-Ha Noi duong tinh voi B.
pseudomallei.

KIEN NGHI
1. Banh gia d6 nhay va d¢ dac hi€u chinh xac cta ky thuat xét nghiém
két hop WC/Hcep1-ELISA trén bénh nhén nghi ngd melioidosis tai ba
thoi diém 1a: nhap vién, diéu tri va tai kham sau xuét vién 2 tuan; so
sanh ching v6i phuong phap nudi cy va real-time PCR.
2. Banh gia d6 nhay cua ky thuat 1am giau hai buéc TBSS-C50 48 gio
+ EM 96 gio trén céac loai mau dat va nudc.
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