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PAT VAN PE

Nao ting thuy 14 bénh 1y vé than kinh thudng gip & tré so sinh va dén nay
van 12 mot thach thire ddi voi nén y hoc thé gidi. Hang ndm c6 khoang 400.000
truong hop mic bénh nio ung thuy & tré em trén thé gidi, hdu hét ca bénh xuat
hién & cac nudc dang phat trién va nguyén nhan chinh 1a do nhiém trung [51].
Céc nhiém tring nay thudng bat ngudn tir nhidém tring so sinh, ndo Gng thiy
sau nhiém tring c6 thé xuat hién & tré nho sau khi mac nhiém tring so sinh.
Nhiém tring so sinh (NTSS) rat hay gip va la nguyén nhan hang dau gay ti
vong & tré so sinh, dic biét 1a ¢ tré so sinh non thang. Ty 1¢ tré mac ndo ung
thity va nhiém tring so sinh & cac nudc thu nhap thip va trung binh 14 cao hon
nhiéu 1an so vdi cac nude phat trién, dic biét 1a khu vuc chau Phi va Dong
nam 4 trong d6 ¢ Viét Nam [140]. Cac nghién ctru trén thé gi6i da dua ra cac
vi khuan gay nén ndo Ging thily va nhiém tring so sinh bao gdm nhém vi khuin
gram am Proteobacteria, vi khuin Mycoplasma hominis, Paenibacillus,
Streptococcus B (GBS), Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter va Proteus...

Hién nay, cac k¥ thuat sinh hoc phan tor nhu PCR, real-time PCR, giéi
trinh ty gene dd va dang dugc ap dung tai cic phong xét nghiém tuyén
tinh/thanh phé tai Viét Nam. V&i nguyén 1y xac dinh trinh tu nucleotide ctia
mot gene cu thé hodc c4 hé gene, k¥ thudt giai trinh tu gene 1a sy lya chon dau
tién cho viéc xac dinh cac tac nhan méi noi, phan loai cac chung vi sinh vat,
phan tich vé dich t& hoc phan tir, phat hién cac dot bién, ddu 4n gy ung thur...,
dac biét tai cac phong thi nghiém phong chéng cac bénh nhiém trung bénh
vién, chan doan trudc sinh, va cac phong xét nghiém tham chiéu. Gan day, ky
thuat giai trinh tu gene thé hé méi (next generation sequence) voi hiéu ning

cao da lam giam gi4 thanh cta ky thuat giai trinh ty gene dang ké va cho phép



doc trinh tu véi d6 dai co thé bang ca hé gene (hang ti cip base) vi vay k¥
thuat nay khong chi ap dung gidi han trong cac nghién ctru co ban. Tuy nhién,
viéc ap dung k¥ thuat giai trinh ty gene cho chan doan tic nhan giy nhiém
trung trén tré em con chua kha thi dé thuc hién tai cac bénh vién, dic biét ddi
v61 bénh ndo ung thuy. Thém vao do, van dé duoc dat ra vé su phan bd cta vi
khuan gdy bénh nio ung thuty va nhiém tring so sinh & Viét Nam 1a nhu thé
nao? Phuong phap nudi ciy truyén théng va sinh hoc phan tir hién nay ¢ bénh
vién c6 thé phat hién duogc cac tdc nhan tiém an khéc khong? Kha ndng phat
hién céac tac nhan gdy bénh cua giai trinh ty 16S rRNA va RNA 1a nhu thé
nao?

Chinh vi vay, chung t6i d tién hanh nghién ctru dé tai “Xdc dinh tic
nhén gy ndo ting thity va nhiém tring so sinh biang phwong phdp gidi trinh
tw RNA va 16S rRNA tai Bénh vign Nhi Trung wong” nham cung cap co s
dir 1iéu khoa hoc cho cac cau hoi trén va thuc hién cac muc ti€u sau:

1. M6 ta mot s6 dac diém 1am sang va can 1am sang cuia bénh nhi ndo ung thiy
va nhiém trung so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong, 2019-2020.
2. Xac dinh mot sd tac nhan giy ndo ung thily va nhidm trung so sinh bang

phuong phap giai trinh ty RNA va 16S rRNA.



Chwong I. TONG QUAN

1.1. Nao ung thuy
1.1.1. Dinh nghia nao ung thuy

Nao ing thay 14 thuat ngir dé chi mot tinh trang bénh 1y ciia hé than kinh, mo
ta tinh trang qué nhiéu dich ndo tiy trong cc ndo that va khoang dudi nhén [202].
N6i cach khac d6 1a tinh trang tich tu qua nhiéu dich ndo tiy trong ndo that do
rdi loan cac qua trinh san xuét, luu thong va hap thu dan dén tinh trang gian cac

néo that va tang ap luc hop so.
1.1.2. Phan loai nio ung thuy
1.1.2.1. Phan logi theo cin nguyén

Cian nguyén giy bénh nio tng thuy rat da dang, thuong xép thanh hai
nhom cin nguyén chinh 13: bam sinh hodc mac phai.
a. Ndo ving thity bam sinh: 13 tinh trang em bé sinh ra dd méc ndo Gng thuy.
Nguyén nhan c6 thé do tat nit dot séng than kinh bam sinh hodc do nhiém
tring trong giai thai ky ctia nguoi me hodc ¢ thang dau tién cua tré. Cac can
nguyén bao gdm: hep cbng ndo, thoat vi mang ndo-tiy, di tdt Arnold-Chiari
loai II, hoi ching Dandy-Walker, nang dich bam sinh, hoi ching Bicker-
Adams, chay méau ndo thit ¢ tré dé non, nhidm tring bam sinh, nhiém
Toxoplasma bam sinh, nhiém virus dai cy bao bam sinh (Cytomegalovius-
CMV)...
b. Néo ting thity mdc phdi: 13 tinh trang tré sinh ra khoé manh nhung sau d6 lai
mic ndo ung thily. Ndo Gng thity méc phai c6 thé xuat hién ¢ ca nguoi 16n 1an
tré em. Thong thuong 1a xuat hién sau khi nhiém tring than kinh, viém mang
ndo, u ndo hoic tai nan chan thuong vung dau.

Cu thé cac truong hop nay duoc md ta nhu sau:



« Nhiém trung hé than kinh [128]: tinh trang nay gay bit tic cic nat mach
lam giam kha nang hap thu dich ndo tay hay viém tai cac dam rdi mach mac
gay tang tiét dich ndo tay.

Qua trinh viém: cac hién tugng xo hoa va dinh tic cac nut mach do viém
thuong gay nén ndo Ung thuy. Trong truong hgp viém mang ndo mu, dich
ndo-tay c6 do quanh 16n gy tro ngai dbi véi luu thong dich ndo-tay, dén khi
cac dich d6 tao mo6 xo va dinh, dich nado-tuy s€ khong lot qua dugc cac 16
trong hé thong nio that.

Nguyén nhan gay nhiém tring c6 thé do vi khuan, vi rit, hodc ky sinh tring
gdy nén. V&i truong hop viém nao thi cac tac nhan thuong gap nhu vi rit Herpes
simplex, cytomegalovirus., vi khudn Strepfococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis,  Streptococcus spp. nhoém B, Listeria  monocytogenes,
va Haemophilus influenzae.

« Chéan thuong ¢ ving dau: c6 thé gdy chdy mau trong nio that, phu né
nhu mé nio gay chén ép hé thong nio that.

Céc di tat trong mang nhén nhu: viém mang nhén xo hod, cic u nang
dang biéu bi ciing c6 thé gy hau qua ndo Gng thiy.

« Mot sb thude dung trong diéu tri nhu chat can quang (Thorotrast): ¢6 thé

gy nén nio ung thuy véi mot ty 16 nhat dinh.
1.1.2.2. Phan loai theo co ché bénh sinh

Nao ung thuy dugc phéan lam 2 loai theo churc nang:

« Nio Ung thily thé khong thong — con goi 1a ndo Ung thily tic nghén
(Obstructive hydrocephalus) [77]: Xay ra khi dong chay cua dich ndo tuy bi
chan doc theo mot hoac nhiéu doan hep ndi gifra h¢ théng néo that. Tac nghén
duong luu thong binh thudng cia dich ndo tiy gay gidn hé thong nio that phia

trén chd tic, tai céng Sylvius hodc 16 day (Magendie va Luschka).



« Nio tng thuy thé théng (Communicating hydrocephalus) [156]: Xay ra
khi dong chay ctia dich ndo tuy bi chin sau khi ra khoi ndo that nhung dich
ndo tuy van luu thong trong ndo that. Tinh trang nay phat sinh do sy hap thu
khong day du hodc do sb lugng dich ndo tuy dugc san xuét ting bat thuong.

Ngoai ra con ¢6 ndo Ung thuy ap binh thuong: La mot hinh thirc dic biét
ctia ndo ung thuy thé khong tic nghén, thuong gip ¢ ngudi 16n dic trung boi

hé théng néo that gian rong, c¢o su lién tuc tang, giam ap luc dich nao tuy.
1.1.3. Dich t& hoc bénh nio ting thiiy & tré em
1.1.3.1. Tinh hinh ndo ting thiiy é tré em trén thé giéi

Bénh ndo Ging thiy xuat hién & ca tré em va ngudi gia nhung phd bién
hon ca 14 & tré so sinh. Hién nay, du doan trén thé gii khoang 400,000 truong
hop tré mac moi ndo Gng thiy mdi nam [51] va ty 1é mac bénh & tré em la
85/100,000 tré [62]. Cac thong ké vé tinh hinh méc bénh nio ung thily & tré em
trén thé gidi mang tinh rai rac theo timg khu vuc va giai doan.

Tai Thuy Dién, Fernell va cong su dd nghién ctru trong giai doan 1967-
1970 va giai doan 1979-1982 c¢6 ty 1¢ xuit hién ndo Gng thuy lan luot 1a
0,53/1000 va 0.63/1000 [137, 138]. Trong d, ty 1& xuat hién trudc sinh 1a 70%,
trong thoi ky chu sinh 1 25% va sau sinh 13 5%. Garne va cong sy tong hop tir
bbn nghién ctru & chau Au giai doan tir 1996 dén 2003 ty 1& méc nio ng thiy
bam sinh 14 4,65/10.000 [143] rat ra két luan tan suat mic bénh khong phu
thudc vao chung toc, dia du... Tuy nhién bénh c6 xu hudng gia tdng hién nay
khoang 0,5-0,8/1000. Bén canh d6, ty 16 mic ndo tng thily so sinh & cac nudc
chau Au 1a 110/100,000 tré [184] duoc thong ké trong nghién ctru cia Munch
va cong sy nam 2012. Nam 2008, Simon va cdng sy da nghién ctru tai Hoa Ky
va cong bd ty 18 tré so sinh mac ndo tng thay 1a 1/1000 tré sinh ra véi chi phi
cho chita tri va nam vién khoang 2 triéu 6 moi nam [219]. Tai Chau Phi, khu

vuc can Sahara, cac truong hop tré so sinh mac nao ung thuy cé thé 1én dén



200 ngan tré trong mot nam, phan 16n do nhiém tring so sinh [233]. Bdo c4o
nam 2018 di tinh toan ty 1& méc ndo ung thuy cua tré em dua trén thong ké cac
bai bao nghién ctru trén toan thé gidi va chi ra ty 16 mac ndo Gng thuy cua tré
s0 sinh & cac nudc c¢6 thu nhap thap va trung binh cao hon & cac nude phat trién
[132]. Cu thé ty 1 mac & khu vuc chau Phi va My La tinh 1 145 va 316/100,000
tré, trong khi d6 ty 18 niy thap nhat & My va Canada [132]. Tuy nhién, theo tac
gia, cac thong ké nay con chua day du do cac nghién ctru chu yéu dya trén két
qua bao cao tir bénh vién, va dy bao ty 1¢ méc ndo ung thuy trén thyc té co thé

cao hon.
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Hinh 1.1. Ty 1¢ mic néo ting thily phan theo khu vue ciia T6 chirc y té
thé gioi [132]
1.1.3.2. Tinh hinh bénh nao ung thuy o tré em Viét Nam
Tai Viét Nam, ndo ung thuy xuat hién kha sém nhung chua c6 théng ké

day di vé tinh hinh méic bénh. Theo nghién ctru cta tic gia Nguyén Quang Bai,



ty 16 mac bénh ndo Gng thity & Viét Nam tuong duong véi cac nudc trong khu
vue va 6 ty 18 méc ¢ bé trai va gai 1a sip xi [16]. Theo nghién ctru & 128 tré
tai khoa Phau thuat than kinh, Bénh vién Nhi Trung wong to nam 2017-2018
cua tac gia Tran Vin Si, ty 1¢ méc bénh & nam cao hon nit, cu thé ty 1€ nay la
nam/nit = 1,8/1, ty 1 méc ¢ tré dudi 6 thang tudi 1a cao nhat (38,3%) va c6 3
truong hop tir vong [28]. Bén canh d6, chan doan nguyén nhan nio tng thuy
do nhiém trung 1 38 tré va chua rd nguyén nhan 1a 28 tré [28].

Céc théng ké dich t& vé ndo ung thiy & Viét Nam con it va chua co tinh
hé théng. Thong tin chii yéu nho 1 trong cac bénh vién va chua c6 bao cao vé

con s6 thuc té trén ca nudc.
1.1.4. Chan do4n va diéu tri niio \ing thiiy & tré nhé
1.1.4.1 Chin dodn

a. Triéu chung 1am sang
* So sinh [235]

O tré nho do cac khop so chua dong kin, triéu chimg 16 rang nhat 14 kich
thudc ctia ddu tang 1én nhanh bat thudng do bi gidn ra dé dap tmg vé6i viéc chira
dich ndo tuy du thira. Ngoai ra, da dau tré mong va bong, thop trude gidn rong
va cang, duong khdp gidn co thé & thdy thop trude lién véi thop sau. Cac mach
mau dudi da gian to, nhin rd sy bat thuong. Mat dau hiéu mach dap, tran tré rat
rong. Mit thuong & tu thé nhin Xuéng tao nén dau hiéu mat troi 1an.

*Tré 16n [161]

O tré 16n hon, khi cac khép so di dong kin mot phan, dau hiéu dau to
kho nhan biét hon. Tuy nhién & nhiing tré dén kham mudn thuong c6 dau to
bat thuong. Cac triéu ching thudng gip nhu sau:

- D& kich thich, kho chiu, mét méi, chan in, nén mira nhiéu vao budi sang.

Dau hiéu nhirc dau 1a dau hiéu ndi bat tré thudng dau dau nhiéu vao budi

sang kem non.



- Mo mit c6 thé c6 hoi chimg ndo gitra (Parinaud syndrome), phu gai thi
c6 thé teo gai thi, nhin d6i do 1iét day than kinh sé VI (do tang ap luc ndi
s nghi€ém trong).

- Vong dau ting trén 2 d léch chuan c6 thé thiy dau hiéu vo binh v
(Macewen sigh).

- Thay d6i dang di, ri loan diéu phdi.

- Thoai lui hoic cham phat trién tdm ly-van dong. Tang phan xa gin
xuong, tang truéng luc co do anh hudng cua hé thap.

- ROi loan phat trién thé chat: béo phi, ddy thi sém hoic cham day thi.

b. Can lam sang

* Chan do4n hinh anh:

Hinh 1.2: Chéan doan hinh dnh nhiém khuén than kinh, ton thwong (trai)
binh thuwdong (phai) [84, 174].

Chup CLVT/MRI: Tiéu chuan chinh dé chan doan bénh no ting thiy 1a
trén phim chup cat 16p vi tinh (CT) hodc chup cong huong tir (MRI) so nio,
danh gia kich thudc ndo that va cac hinh thai ton thuong ciu trac ndo khac
[207].

* Xét nghiém:

Bénh nhan nhiém trung cé thé tién trién thanh ndo tng thay. Thong

thuong, cac bac si s€ dua trén bénh str cua nguoi bénh dé xem xét ndo ung thuy

thudc thé nao (NUT sau nhidm trung, NUT khong nhiém tring). Céc xét



nghiém dich ndo thily & bénh nhan nio Gng thuy ciing duoc tién hanh dé xac

dinh cac dau hi€u cling nhu céc y€u t6 gay viém nhiém.
1.1.4.2. Diéu tri

a. Cac k¥ thuat phau thuat [1,3,9]

* Dan luu ndo that bén trong so

* Dan luu ndo that ra ngoai so

Van Spitz-Holter ra do1 vao ndm 1952 do Nulsen va Spitz dung van chay
mot chiéu bang cach dan luu ndo that vao tAm nhi [136].Tir 1970 dén nay da s6
phau thuét vién thudng dan luu ndo that vao 6 bung. O Viét Nam, phwong phap
mo dan luu ndo thit vao 6 bung da duoc ap dung tir 1978 dén nay [9]. Dan luu
dich ndo tuy hay con goi la dit dng Shunt.

Diéu tri bang phuong phap dat Shunt co thé tranh mot sb bién ching cua
bénh dan dén khuyét tat nhung néu khong duoc dung ding nhom ddi tuong va
dung cach cling c6 thé gay ra bién chimg. Vi thé, cin lya chon dung tré can
phai dat Shunt va phai dam bao cac diéu kién dat Shunt déu dat tiéu chuan trudc
khi str dung phuong phap nay [70].

b. Céc bién chting gan sau phau thuat [1,3,11-13]
He théng dan leu bi tdc

Néu hé théng dan lwu b tic, nguoi bénh s¢€ biéu hién cac triéu chirng cua
tang ap luc s va con nang hon khi chua thyc hién dan luu ndo that.
Nhiém tring

Sau khi dit dan luu hay gap la nhiém trung vét mo, nhiém trung nao that
hay viém mang ndo, nhiém trung hé thong van.
Mau tu trong so

Khi dat dong ré& tat (bic cau mach mau nio), ndo s& xep xudng va khong
con chiém nhiéu dung tich trong hdp s¢ nhu trude, vi vay néu tinh mach & vo

ndo bi thuong t6n dui rat nho ciing sé hinh thanh khéi mau tu dudi mang cing.
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Do vay, phau thuat vién phai cha y dat vi tri tré so sinh & tu thé nim ngura trong
3-4 ngay dé ndo co du thoi gian chiém lai dung tich hdp so va ngan ngira mau
tu mang cung.
c. Bién chimg xa sau phau thuat can thiép

Téc hé théng din luu

Nhiém tring hé thong dan luu.

Pong kinh: Ty 1¢ xuat hién dong kinh sau diéu tri can thiép 1a 54% theo
tac gia Kokkonnen (1994) va ty 1€ nay ¢ DBuc 1a 20% [14,15].
d. Phat trién tam-van dong tré ndo ing thily sau can thiép

C6 can thiép phau thuat: Mic du chua c6 nhiéu nghién ctru danh gia va
theo ddi sy phat trién tAm than - van dong cta tré sau phau thuat, nhung co thé
ké t6i nghién ctru cia Hoppe Hirsch (Phap, 1998) d bao céo sau phau thuat vé
su thiéu hut van dong 1a 60%; Anh huong thi giac 12 25%; Chi s6 IQ: trén 90
1a 32%, tir 70-90 1a 28%, tir 50-70 1a 19% va dudi 50 1a 21%; Chi khoang 60%
s tré co thé theo hoc trong hé thdng gido duc [16].

Khong can thiép phau thuat: Nghién ctiru & Anh theo ddi 182 truong hop
NUT khong dugc diéu tri phau thuat va nhan théy: 49% da tir vong trong khi
theo ddi trong d6 23 tré chét trude 18 thang, 35 truong hop chét trude 5 tudi.
45% s6 tré van song va dugc danh gia 1a ndo tng thiy nging tién trién; 5% s
tré bénh phat trién ngay cang niang hon; 1% khong theo ddi dugc. Trong s6
40% tré con sdng, chi sb tri tué (IQ) duoc xac dinh nhu sau: 27% dat chi s 1Q

dudi 50; 32% dat chi s6 1Q tir 50-84 va 41% dat chi s6 1Q trén 84 [17].
1.2. Nhiém trung so sinh
1.2.1. Dinh nghia nhiém trung so sinh

Nhiém trung so sinh (neonatal sepsis) 1a mgt hoi chiing 1am sang & tré <
28 ngay tudi; bao gdm cac triéu ching nhiém trang hé théng va/hoic nhiém

trang khu tri; do tac nhan gay bénh 1a vi khuan hién dién trong méau [120].
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Thuat nglr nhiém trung so sinh dugc st dung dé chi dinh mot tinh trang
toan than c6 ngudn gde tir vi khudn, vi-rit hodc ndm (nAm men) c6 lién quan
dén thay d6i trong méu va cac biéu hién 1am sang khac, din dén ty 1é méc bénh
va tir vong dang ké [190]. Mic du c6 nhiéu niam kinh nghiém l1am sang trong
viéc cham séc tré so sinh dugce xac nhan hodc nghi ngo nhiém trung so sinh,
nhimng thach thirc van con bao gém viéc khong cé dinh nghia dong thuén vé
nhiém tring & tré so sinh. Theo truyén théng, dinh nghia vé nhiém tring bao
gém phan lap mam bénh tr dich co thé vo trung thong thuong nhu mau hoac
dich nio tay (CSF) [190]. Tuy nhién, vi cac dic diém 1am sang ctia nhiém tring
c6 thé dugc gy ra boi cac cytokine tién viém manh, thut ngit hoi chting dap
g viém toan than (SIRS) ciing d duoc sir dung khi mo ta nhiém tring & tré
so sinh [176]. Nhiém trung & tré so sinh dd duogc phan loai 1a khdi phat sém
hozc khoi phat mudn tuy thude vao do tudi khoi phat va thoi diém khaoi phat.
Céc biéu hién 1am sang ctia nhiém trung khdi phat sém thuong xut hién trong
vong 72 gio dau doi; mot s6 bac si 1am sang xac dinh nhiém trung khoi phat
som, dic biét 1a do Streptococcus nhém B (GBS), vi nhiém trung xay ra dudi
7 ngay tudi [214]. Nhiém trung khoi phat sém méc phai trude hodc trong khi
sinh va thudng biéu hién lay truyén doc tir me sang con. Nhiém trung khoi phat
mudn xuét hién sau khi sinh, hodc trén 3 dén 7 ngay tudi, va dugce cho 1a do cac
sinh vat méc phai tir tuong tic vdi moi trudng bénh vién hodc cong dong [108].
Trong mot s trudng hop, cac vi khuan duoc cho 14 do nhidm trang khoi phat
mudn c6 thé mic phai khi sinh, nhung c6 biéu hién 1am sang 13 nhiém tring
sau 72 gio séng. O tudi thai nho va tré nhii nhi du thang c6 nguy co cao, nhidu
tré ndm vién kéo dai, viéc chi dinh nhiém trung khéi phat mudn co thé ap dung
cho bat ky dot nhiém trung nao tir khi sinh ra dén khi xuit vién bat ké tudi tac
tai thoi diém xay ra dot bénh [24]. Dbi v6i nhiém trung lién cau khuan nhom

B (GBS), khé1i phat mudn thuong dé cap dén bénh xay ratu 1 tudn dén 3 thang
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tudi, voi cac bénh nhidm trung phat trién sau 3 thang tudi dugc chi dinh la

nhiém trung khoi phat rat muodn [191].
1.2.2. Dich t& hoc nhiém trung so sinh
1.2.2.1. Ganh ning nhiém triing so sinh

Khoang 80% ca tir vong so sinh 13 do ba nguyén nhan chinh bao gom
sinh non va nhe cén, bién chimg va ngat khi sinh, va nhiém tring so sinh [92].
U'dc tinh c6 khoang 1,3 dén 3,9 triéu truong hop nhiém tring so sinh hang nim
va 400.000 dén 700.000 ca tir vong hang nim trén toan thé gidi, tiy thudc vao
nghién ctru [63, 93]. Trong s6 tré so sinh sinh ra bénh vién, nhiém tring mac
phai tai bénh vién chiém khoang 4% dén 56% tong sb ca tir vong trong giai
doan so sinh, tiy thudc vao nghién ctru va khu vuc dia 1y [141]. Udc tinh 84%
s ca tir vong so sinh do nhidm tring c6 thé duoc ngan ngira thong qua cac bién
phap nhu chan doan sém va quan 1y 1am sang kip thoi, phu hop [108]. Ty 1é
mac m&i nhiém tring so sinh cao nhat 1a & cac nude thu nhap thap va trung
binh (LMICs), dic biét 1a & khu vuc chau Phi [108]. Nhiém lién cau khuén
nhom B va Escherichia coli chiém 70% nhiém tring so sinh khéi phat sém
[110]. Giai doan so sinh (28 ngay dau doi) 1a thoi gian dé bi ton thuong nhat
ddi voi su séng con cla tré. Mdi nam, udc tinh co khoang 2,5 tri¢u tré so sinh
tir vong trong thang dau doi, chiém gin mot nira sb ca tir vong ¢ tré em dudi 5
tudi, theo wdc tinh ctia Nhom lién nganh cta Lién hop qudc vé Panh gia Ty
1€ Tt vong ¢ Tré em (UN IGME) [95].

Khoang 375.000 ca tir vong so sinh do nhiém tring so sinh xdy ra trén
toan cau vao nam 2018, chiém 15% tong s ca tir vong so sinh, theo dir liéu tir
IGME cua Lién Hop Qudc va dugc mo hinh héa boi WHO va Nhém udce tinh
dich t& hoc ba me va tré em (MCEE) [95]. Tién lugng cuia nhiém tring & tré so
sinh phu thudc vao viéc nhan biét sém va diéu tri thich hop, mac du céc dau

hi¢u va triéu ching thuong khong dic hiéu va co thé trung 1dp voi cac tinh
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trang nghiém trong khac, chang han nhu viém mang nio va viém phdi. Nhimng
dau hiéu 1am sang nay bao gdm suy ho hip va tim tai, ngung tho, kho an, tho
o hodc cau kinh va kém luu thong mau. Bé giup hudéng dan quan 1y 1am sang
cac bénh nhiém tring nghiém trong (chii yéu 1a viém phdi, nhiém tring huyét
va viém mang ndo) ¢ tré so sinh va tré nho, WHO da dé xuat phan loai 1am
sang vé 'nhiém tring nghiém trong c6 thé xay ra' (PSBI) cho tré so sinh tir 0
dén 59 ngay tudi, gitp thu thap dit liéu vé cac bénh nhiém tring nghiém trong,
bao gdm nhiém trung huyét, tir cac co sé c¢6 kha niang chin doan han ché [141,
214]. Uéc tinh ¢6 khoéang 6,9 triéu truong hgp PSBI xdy ra vao nam 2012 & tré
so sinh véi nguy co tir vong 1a 9,8% [82]. Nhiém trung huyét & tré so sinh
chiém khoang 25% (khoang tin ciy 95%, 16-34) cac truong hop PSBI.

Thém vao d06, udc tinh chinh xac ganh ning nhiém tring & tré so sinh
khac nhau tuy theo thiét 1ap, véi cac uwdc tinh khac nhau vé ganh ning gitta cac
qudc gia c6 mic thu nhap khac nhau. Xac dinh ty 1é nhiém tring & tré so sinh
1a rat quan trong va da trd nén phirc tap do sy thay doi trong méu sé duoc st
dung. Khi so sanh ty 1 nhiém trung so sinh, diéu quan trong can luu ¥ 1a mau
sO bao gdm tong sb ca sinh sdng hay mot bién phap khac, chang han nhu s lan
nhap vién. Nhu d3 luu ¥, diéu quan trong 13 phai xem xét néu ty 1& nhiém tring
so sinh dya trén dan s6 hodc tai bénh vién duge bao céo. Trong nhitng nam g?m
day, ti 16 nhiém trang so sinh giam nhiéu nho viée diéu tri khang sinh trong va
sau deé [141].
1.2.2.2. Tinh hinh bénh nhiém tring so sinh trén thé gidi va tai Viét Nam
a. Tinh hinh bénh nhiém tring so sinh trén thé gi6i

Theo théng ké vé tinh trang nhiém triing so sinh trén thé gioi, ty 1é tré so
sinh méc bénh 1a 2824 trén 100,000 tré sinh sdng (95% CI 1892 to 4194) voi
ty 18 tir vong 1a tir 17,6% [140]. Ty 1é tré so sinh mac nhiém tring so sinh & cac

nude nghéo va dang phat trién cao gap 10 1an so v&i cac nude phat trién [142].
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Tai Hoa Ky, ty 1 nhiém tring do vi khuan so sinh thay doi tir mot dén
bbn ca nhiém tring trén 1000 ca sinh sdng, voi vi tri dia Iy va thay doi thoi gian
[141]. Tré so sinh nam du thang c6 ty 1& nhiém trung cao hon tré so sinh nir di
thang, mac du méi lién quan nay chua thiy & tré sinh non. Ty 18 chung cta
nhiém trung khoi phat sém (dugc dinh nghia 1a nudi cdy mau hodc vi khuan
dich ndo tuy duong tinh dudi 72 gid tudi) 1a 0,77-1 ca nhiém trung trén 1000
ca sinh sdng [106]. Ty 1é mic va tir vong cao hon khi tré sinh ra nhe can, cu thé
ty 18 nay 1a 26/1000 ca sinh sdng va 8/1000 sinh séng v6i can niang tir 1000-
1500¢g [97].

Ti 18 nhiém tring thay ddi tuy theo tudi thai va can nang khi dé [103]. O
tré dé non, ti 1¢ nay cao hon nhiéu, dac bi€t & nhom tré can nang rat thép. May
va cong su nghién ctru tai Australia va New Zealand thiy ti 1& viém mang ndo
mu so sinh 13 9,2% [108]. Theo mot s6 tac gia khéc ti 1& viém mang ndo mi so
sinh dao dong tir 1,6 dén 4,5% tuy theo nam.

Barton va cong su nghién ciru tai mién tdy An D6 thay ti 1¢ nhiém trung
tiét niéu & tré so sinh 1a 3,8%. Ghaemi va cong su nghién ctru tai Bénh vién da
khoa khu Nemazee - Iran thay ti 1¢ nhidm tring tiét niéu & tré so sinh 13 5,8%,
Nhom cac nha khoa hoc cua Xinias nghién ctru tai Bénh vién Thessaloniki -
Hy Lap thiy ti 1& nhiém tring tiét niéu & tré so sinh 1a 6,5% [108, 214].

Nghién ctru ctia Bryce va cong su cho thay trén thé gidi 73% trong sb
16,6 triéu tré em dudi 5 tudi tir vong hang nim do 6 nguyén nhan chinh: viém
phdi 19%, tiéu chay 18%, sbt rét 8%, viém phdi so sinh 10%, dé non 10% va
ngat luc d¢ 8% [191, 201]. Cling theo nhom nghién ctru khodng 40% céc truong
hop tir vong & tré so sinh 1 do dé non, viém phoi, ngat lac sinh.

Theo Sazawal va cong su viém phoi hién nay van con 1a nguyén nhan
1am cho 2 triéu tré em tir vong trén thé gidi, chiém 20% céc trudng hop tir vong
& tré [191]. Khi phan tich Meta phat hién ra rang dwa vao cong dong can thiép

dé xac dinh va diéu tri viém phdi cling lam giam tong soO tir vong & tré so sinh
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13 27%, & tré nho 13 20% va 24% o tré tir 0 dén 4 tudi [214]. Ti 1é tr vong do
nhiém tring so sinh con rat cao tir 10 dén 20% d6i v6i nhiém tring so sinh
mudn, 18n t6i trén 50% ddi v6i cac nhiém trung ning trude va trong khi dé, dic
biét 1a & tré so sinh non yéu [226]. Theo T6 chirc Y té thé gidi, mot s nudc
dang phat trién ¢ chau A, chau Phi va chau My La tinh, ti 1& tr vong do nhiém
trung so sinh chiém tir 9 dén 84% tir vong so sinh, trong d6 ti 1é tir vong do
nhiém trung huyét chiém téi 27 - 69% [108]. Ti 1& tir vong do nhiém tring me
- con dao dong tir 4% dén 20% va 1én t6i 25 - 30% & tré so sinh non thang bi
bénh. Trong nhitng nim gan day, nho céac tién bo trong cham séc san khoa va
nang cao chat luong hi stc so sinh, phat hién va diéu tri sém nhiém tring da
lam giam ti 1& mac nhiém tring, giam ti 1& t&r vong so sinh do nhiém tring.
Céch day 20 nam, ti 1¢ tir vong do nhiém tring chiém 50% tir vong so sinh, dén

nam 1999 giam con 10 - 15% [229].
1.2.2.3. Tinh hinh nhiém trung so sinh tai Viét Nam

Tai khoa So sinh Bénh vién Nhi Trung wong trong hai nam 2000 - 2001
c6 88 tré nhidm tring huyét trong s6 4147 bénh nhan diéu tri tai khoa, chiém
2,1% (trong d6 tir vong 61 truong hop chiém 69,3%) [15]. Ciing tai khoa So
sinh Bénh vién Nhi Trung wong tir thang 7/2019 dén thang 6/2020 trong s6 133
tré so sinh vao diéu tri, ¢ 32 tré so sinh dugc chan doan viém mang nio nhiém
trung, chiém ty 1€ 24% [19]. Nghién ctiru cia Pham Thanh Mai va cOng sy tai
Bénh vién Phu san Trung wong (2003) c¢6 132 truong hop nhiém trung so sinh
som, trong d6 ¢6 9 truong hop tir vong chiém 6,8% [22, 26]. Nghién ctru nhiém
trung so sinh sém ¢ tré sinh md tai Bénh vién Phu san Trung wong da ghi nhan
tré du thang sinh thuong, cé ty 18 tré méc cao hon tré sinh md va ty 1& nhiém
trung so sinh sém 13 cao nhat & tudi thai > 37 — 38 tuan (50%) [27]. Tai Bénh
vién da khoa Trung wong Thai Nguyén trong 5 nam tir 2001 dén 2005 ¢ 2131

tré so sinh vao diéu tri, trong d6 c6 928 trudng hop duoc chan doan 1a nhidm
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trung, ti 1& nhiém tring so sinh dao dong tir 20 - 22% tuy theo nam. Ti 1& tir
vong so sinh 1a 17,5% (trong do ti I¢ tir vong so sinh non thang 76%) [14].
Ciing tai Bénh vién da khoa Trung wong Thai Nguyén, Pinh Thi Thuy Ha va
CS (2006) thay ti 1& viém phdi ¢ tré 0 - 3 ngay chiém 60%, ti 18 tir vong do
viém phéi so sinh 1a 13,3%. Két qua nghién ciru ctia Ta Vin Tram (2005) tai
Bénh vién da khoa trung tam Tién Giang, théy cO 643 tré so sinh nhap vién
trong tong s6 2.777 tré dudi 1 tudi vao vién, chiém 23,2% (trong d6 viém phdi
so sinh 8,2%, viém ron 1,7%, nhiém trung huyét 0,5%) [2, 26]. Theo Ly Thai
Minh, trong nghién ciru tai cac bénh vién tuyén tinh Pong Thap, ty 18 tir vong
so sinh theo phan loai ICD 10 ctia nhiém tring huyét va viém phdi lan luot 1a
64,1% (trong sb 59 tré), 54,3% (trong s6 50 tré) [12]. Theo nghién ctru tai khoa
Nhi cta bénh vién An Giang, ty 1& tir vong so sinh do nhiém trang huyét 1a
32,9% va do viém phoi 1a 23,5% [11]. Nghién ctru Duong Quynh Anh tir thang
7/2020 dén thang 12/2020 thay ti 1& tir vong ¢ nhém tré sinh non do nhiém

trung huyét so sinh 13 18 %, xuat huyét — viém mang néo 1a 18,8% [9].
1.2.2.4. Sinh ly bénh va phan loai nhiém trung so sinh

a. Nhiém tring so sinh khoi phat sém

Nhiém trung so sinh khai phat sém (early onset sepsis — EOS) dugc dinh
nghia 14 khi cac triéu chtng nhiém trung khoi phat trong vong nhitng ngay dau
sau khi sinh tuy nhién van c6 nhiéu y kién khac nhau vé d6 tudi khoi phat [223].
Nhiém tring so sinh khéi phat sém 14 triéu ching nhiém trung xuét hién duéi
72 gid sau sinh. Nhiém trung so sinh khéi phat sém (EOS) duoc xac dinh khéc
nhau dya trén d6 tudi khoi phat, nhu nhiém tring huyét hodc viém mang nio
do vi khuédn & thoi diém 72 gio voi tré ¢ phong chim soc dic biét danh cho so
sinh (NICU) [81]. O tré sinh non, nhiém tring so sinh khdi phat sém duoc cac
chuyén gia théng nhat xac dinh 1a cac nhidm trung xay ra trong 3 ngay dau doi

va tac nhan 13 vi khuan lay truyén tir me sang con trudc hodc sau khi sinh [102].
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Bén canh do6, nhiéu y kién khac dinh nghia nhiém tring so sinh khoi phéat sém
1a nhiém tring co céc triéu ching < 7 ngay tudi [81, 118].

Nhiém trung so sinh khoi phat sém xdy ra trong tir cung tir nhau thai
hodc phd bién hon 14 vi khuan ting dan xdm nhép vao tir cung tir moi trudng
am dao sau khi v& mang [97]. Ngoai ra, tré so sinh c6 thé bj nhiém bénh khi
tiép xtc voi vi khuan, vi rit hodc ndm c6 kha ning gay bénh trong qua trinh
sinh [118].

Sinh non dudi 37 tuan, v& 6i sém va thoi gian kéo dai trén 18 tiéng,
nhiém trung trong khi sinh tir me va tinh trang kinh té xa hoi kho khan c6 lién
quan chit ché voi nhiém trung so sinh khéi phat sém [97]. Nghién ciru cia
nhom tac gia Chan va cong sy nam 2013 di phan biét cac loai yéu t6 nguy co
thanh cac nhém sau: Nhiém trung tir me bi nhiém trung, nhiém tring xam lan
tir me, va cac yéu td nguy co nhiém trung tir me [119]. Nhiém trang tir me bi
nhiém trung dugc xac dinh dua trén céc tiéu chi nhu nhiém trung do vi khuan
phat hién qua nudi cdy, xét nghiém sinh hoc phan tr nhu nhiém tring huyét,
viém di, nhidm trung duong tiét niéu hodc viém mang bi, hodc qua cac d4u hiéu
1am sang nhu sét khi chuyén da & me, dau tir cung, dich tiét 4m dao c6 mui
[180]. Viém mang 6i 1a mot trong nhitng nguyén nhan giy nhiém tring so sinh
khoi phat sém [150]. Viém mang 6i, thuong duoc goi 1 nhiém tring trong 6i,
1a tinh trang viém cip tinh cta mang thai nhi, do nhiém trung. Hoi chimg 1am
sang ctia viém mang di c6 thé bao gdm cac dau hiéu va triéu chimg ctia me (sdt,
tang bach cau, tiét dich duc hodc c6 mui, va dau bung dudi) va cac d4u hiéu
ctia thai nhi (nhip tim nhanh 13 phd bién nhét) [68, 98]. Nhiém trung xam lan
tr me duoc xac dinh néu vi khuan gay nhiém trung ¢ nguoi me xuét hién & tré
so sinh ngay ca khi c6 hodc khong c6 dau hiéu hodc triéu chimg nhiém tring
(thong qua nudi ciy, xét nghiém duong tinh), mot sd nghién ctru d xac nhan
vai tro ctia nhiém tring xam l4n tir me ddi voi sy phat trién tiép theo ctia nhiém

trung huyét & tré so sinh (dic biét d6i v6i Streptococcus nhém B) [31]. Céc yéu
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t6 nguy co nhiém tring tir me bao gdm v& di trude khi chuyén da (vo 6i trude
khi chuyén da & tuan thai > 37), v& 6i trudc khi chuyén da (v& 6i trude khi
chuyén da & < 37 tuan tudi thai) va v& 6i kéo dai ctia mang (thoi gian vo mang
> 8-24 g1 hodc khong xac dinh) [119].
b. Nhiém trung so sinh khéi phat mudn hodc méic phai

Nhiém tring so sinh khoi phat mudn (late onset sepsis) mot sé chuyén
gia dinh nghia nhiém tring so sinh khéi phat mudn 1a nhiém tring khéi phat &
thoi diém > 72 gio tudi [214]. Trong khi d6, nhiéu y kién khic dinh nghia
nhiém triung so sinh khoi phat muodn 1a nhiém tring co6 céc tridu ching khdi
phat > 7 ngay tudi va kéo dai dén 3 thang tudi. Nhiém tring so sinh khai phat
mudn thuong li€n quan dén lay nhiém qua can thi€p thu thuat xam nhap hoac
nhiém trung bénh vién. Trong 3 thang dau doi, hé thong mién dich bam sinh,
bao gdm thuc bao, té bao tiéu diét ty nhién, té bao trinh dién khang nguyén va
hé théng bo thé, cung cép kha nang bao vé chéng lai mam bénh [36]. Giam
chirc nang bach cau trung tinh va ndng d6 globulin mién dich thap lam ting
tinh nhay cam cua tré sinh non déi v6i nhiém trung [115]. Tré so sinh c6 hé
thdng mién dich chua truong thanh cé thé 1ay nhiém vi sinh vat tr moi truong
bén ngoai. Nhiém trung so sinh khéi phat mudn cé nhiéu kha nang 1a do vi
khuan Gram duong, bao gdm tu cdu khuan coagulase am tinh va lién cau khuan
[215]. Hau hét cac truong hop viém mang nio 1a nhiém trung khoi phat mudn
do lay lan qua dam réi mang dém vao than kinh trung wong [189]. Viém mang
ndo khoi phat muodn 1a két qua ciia nhiém tring cac khuyét tat ong than kinh
mo, dudng xoang bam sinh, xdm nhép vét thuong tir da dau thai nhi; Hinh thanh
ap-xe, viém ndo that, nhiém tring mau, nio Ging thuy va tran dich dudi mang
cting 1a cac bién ching ciia viém mang nio xay ra ¢ tré so sinh [13].

Nhiém tring so sinh khoi phét rit muon (late, late onset sepsis) 1 nhiém
tring co cac triéu ching khoi phat > 3 thang tudi, hay gip & tré sinh non va rat

kho phat hién cling nhu theo doi [53].
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Nhiém trung so sinh bénh vién (neonatal nosocomial infections): Theo
Trung tdm kiém soat va phong ngira bénh tat My (CDC), nhiém tring bénh
vién so sinh dugc dinh nghia 14 bat cir tinh trang nhiém tring nao khong hién
dién hodc G bénh & thoi diém tré so sinh nhap vién, ma méc phai trong qua trinh
nam vién hoac dén 48 gio sau khi Xuat vién [144]; va ngoai trur nhitng truong
hop nhiém trung bao thai do TORCH (TO: Toxoplasma gondii, R: Rubella, C:
Cytomegalovirus, H: Herpes simplex virus; nhitng tdc nhan khac nhu giang

mai, HBV) [186].
1.2.2.5. Triéu chirng va diéu tri

a. Triéu chung

Khi xdm nhép vao co thé, vi sinh vat gdy ra mot loat cac phan tng cua
hé mién dich thé hién nhidm khuan hé théng, biéu hién trén 1am sang bang cac
d4u hiéu rdi loan chirc nang nhiéu co quan.

Céc triéu chiung 1am sang cta nhiém trung so sinh da dang, khong dic
hiéu, nhét 14 & tré dé non [205]. Mac du cac biéu hién 1am sang cua nhiém trung
so sinh khong ddc hi€u, viéc kham lam sang can than van 1a cach tt nhat dé
phét hién tré c6 kha ning nhiém trung.

- Nhiém tring ho hap [181]:

+ Truong hop viém nhe co céac triéu ching: tré ¢ thé chay miii hodc
khong, c6 thé ho va ba it hon binh thuong.

+ Truong hop nang co cac triéu chirng: Pun bot cua, tim tai, s6t cao hodc
ha nhiét d9, thé nhanh trén 60 1an/phit, bi kém. Nghe phoi co thé thay ran am
nho hat hodc khong.

+ Truong hop rat nang: Tré ngl lim hodc kich thich quiy khoc, c¢6 thé
s6t cao hodc ha nhiét d9, rdi loan nhip thd hodc c6 con ngung thd, thd rén hodc

ngu lim, tim tai dau chi va toan than. Tré c6 bi€u hién tat Iom 16ng nguc manh,
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b6 bu, chuéng bung, nghe phdi ¢ thé thay cé thay ran 4m nho hat hodc khong
(tré dé non).

- T6n thuong trén da: tén thuong ndng hodc su, chira nude trong hoic
mun duc c6 mu. Vi tri thuong gap ¢ tran, gay, lung, ¢, nach, ben, co thé & toan
than.

- Tai ron: viém da va t6 chuc da quanh ron, ron thuong rung mudn, ron
udt.

- Triéu chimg 1am sang ciia nhiém khuan tiét niéu so sinh thuong it dic
hiéu, c6 thé c6 nhiéu triéu ching, ¢ thé khong co tridu chimg. Céc triéu ching
thuong gap: sbt hodc ha nhiét do, bu kém - bo bu, vang da, sut can, biéu hién
nhiém trung huyét [173].

- Triéu ching thuong gip trong viém mang ndo mu so sinh [169]: st 38
- 39°C; Ia chay 1a triéu chting thuong gip; Chudng bung, ndn vot (xay ra
mudn); Thop phong (thudng xay ra mudn), li bi hodc kich thich, rdi loan truong
luc co, co giat, co thé khong co thop phong néu cé ia chay nang.

- Trigu ching chung cua nhiém trung huyét [158]: 1i bi, ha nhiét do
(thudng gip & thé ning va dé non), vang da, tim tai hodc da xam, suy hd hap
(thd rén hoac thé nhanh, thé cham), tuan hoan ngoai vi giam, tim dap yéu, roi
loan ti€u ho4 (ia chay, chudng bung, n6n), gan - lach to, trong truong hop nang
c6 thé co suy than cép, dai it, co thé gap phu ctrng bi, ndi ban, xuét huyét dudi
da.

b. Diéu tri

Ddi voi nhidm trung so sinh, khang sinh dugc st dung trong diéu tri dua
trén két qua kham 1am sang, két qua xét nghiém va danh gia yéu t6 nguy co.

Theo nghién ctru ctia Lé Pirc Quang va Nguyén Thi Quynh Nga tai Bénh
vién Nhi Trung wong, tré so sinh mac nhiém trung huyét do Staphylococcus
aureus dugc diéu tri chil yéu bang vancomycin, mot sé bénh nhan khong dap

g thi duoc thay thé bang linezolid [20].
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Pinh Thi Thuy Ha va cong su khi nghién ciru viém phdi so sinh cho thay
ampiciline dugc dung nhiéu & nhém tré dé non chiém 40,6% [4]. Ti 1é st dung
két hop giita cefotaxim voi gentamycin ¢ nhom tré dé non cao nhat chiém
53,1%, ampiciline két hop vé6i gentamycin duoc dung nhiéu & nhom tré du
thang chiém 39,3%. Str dung 3 loai khang sinh trong diéu tri gip & nhom du
thang chiém 3,6%. Str dung mdt loai khang sinh don thuan duoc dung nhiéu
hon & nhom tré dé non, chiém ti 1& 56,3%. Phéi hop tir hai loai khang sinh tr&
1én & nhom du thang 1a 82, 1% va nhom dé non 1a 81,3%.

Nguyén Thi Thanh khi nghién ciru dic diém l1am sang viém mang nio
mi so sinh, thdy mirc d6 nhay cam ctia mot sé chung vi khuan thudng gip trong
viém mang ndao mu so sinh nhu sau [17]:

+ Klebsiella pneumoniae chi con nhay cam voi ofloxacin va tienam,
khang lai hau hét cac khang sinh con lai thugc nhom betalactamin thé hé ba va
amikacin.

+ Tu cau vang chi con nhay cam véi vancomycin va tienam, ngay véi
ofloxacin da khang t&1 50%.

+ Lién cau khuan nhom B con nhay cam véi penicillin 83%, ceftazidim

83%, ceftriaxon 83%, cefotaxim 83%, vancomycin 83% va tienam 100%.
1.3. TAc nhan giy bénh nio ting thiy va nhiém trung so sinh

Khi phéan loai ndo tng thuy, cac nha khoa hoc chia thanh hai nhom theo
nguyén nhan gay bénh 1 ndo Ging thiy sau nhiém triung va nio ing thuy khong
do nhiém tring [240]. Nio ung thiy ¢ thé xdy ra sau nhiém tring, giy nén céc
tich tu dich & khoang so ndo [47]. Nao tng thity sau nhiém trung (PIH) thuong
do tac nhan vi sinh vat gay nén cac nhiém trung nhu lién cau khuin nhom B
(GBS), Escherichia coli va Haemophilus influenzae. Cac vi khuan nay gy nén
viém mang ndo va lao mang ndo. Bén canh do, theo nghién ctru ctia nhém nha

khoa hoc thugc dai hoc Bang Pennsylvania thuc hién tai Uganda, vi khuén gram
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am thudc nhom Gamma-proteobacteria (bao gdm Pseudomonas, Escherichia,
va Acinetobacter) va Betaproteobacteria (Burkholderia) 1a can nguyén gay
bénh nhan nio ung thuy ¢ tré so sinh [72]. O nghién ctru tiép theo tai Uganda,
cac nha khoa hoc di tim ra vi khuan Paenibacillus thiaminolyticus giy nén nio
Ging thily sau nhidém tring & tré em [84]. Tai Viét Nam, cic nghién ctru vé can
nguyén gay bénh ndo ung thiy chua c6 bao céo cu thé va thuong mé ta rat it
trong cac bao c4o s6 liéu 1am sang. Theo bao céo cta tic gia Puong Hong Hung
thuc hién tai Bénh vién Nhi Trung wong nam 2015, cdn nguyén cua nio Ung
thity gdm rat nhiéu yéu t6 trong d6 co6 viém mang ndo va nhiém tring do
Cytomegalovirus (CMV) [7]. Nghién ctru nay khong dua ra can nguyén vi sinh
vét cy thé ctia viém mang nio gy ndo ung thity nhung c6 dé cip dén cac nhiém
tring sau dat ng dan luu dich ndo tuy do cac vi khuan Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli va Klebsiella pneumoniae [7]. Nao
ing thity sau nhiém tring c6 thé tién trién tir nhiém trang so sinh nhu viém
mang ndo, viém nao hay nhiém CMV bam sinh.

Gidng nhu & nio Ging thay, lién cau khuan nhém B (GBS) va Escherichia
coli 1a hai nguyén nhan pho bién nhit gay ra nhiém tring so sinh [166, 223].
Trong mo{t nghién ctru vé EOS duoc thue hién boi Vién Stre khoe Tré em va
Phat trién Con nguoi Qubc gia (NICHD), ty 1& mac EOS do Escherichia coli
va GBS gay ra 0 tré so sinh c¢6 can ning so sinh rat thap lan luot 1a 5,1 va 2,1
trén 1.000 ca sinh séng, d6i véi tré so sinh ¢6 can ning so sinh tir 1.500 g dén
2.500 g, ty 1& méc 1an luot 12 0,5 va 0,4 trén 1.000 ca sinh sdng [225]. Tac nhan
gdy bénh phd bién nhit cia LOS 1a CoNS (Coagulase-negative
staphylococcus), dac biét 1a & tré sinh non. Trong nghién ctru vé LOS do
NICHD thuc hién, gén mot nira sé LOS & tré so sinh nhe can 1a do CoNS (48%),
tiép theo 13 22% vi khuan Gram duong khac bao gdm Staphylococcus aureus,
Enterococci, GBS; va 18% vi khuan gram 4m bao gdm Escherichia coli,

Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia va nam (12%) [224]. Dac
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biét, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter va Pseudomonas aeruginosa co
lién quan dang ké dén LOS ¢ tré so sinh dugc dua vao khoa San soc tich cuc
so sinh (NICU) [93]. Theo nghién ctru tai Bénh vién Nhi Trung wong, can
nguyén giy nhiém tring so sinh bao gém cac vi khuan Streptococcus spp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae va Serratia
marcescens trong d6 Streptococcus spp. 1a can nguyén thudng gip nhat giy
nhiém trung huyét so sinh som va Klebsiella pneumoniae chiém ti 1¢ cao nhat
& nhom nhiém trung so sinh mudn [6].

Trén thé gidi, nhidu nghién ctru di thuc hién va dua ra cac tac nhan vi
sinh vét phd bién gy nén nhiém tring so sinh khai phat sém va nhiém trung

so sinh kh&i phat mudn, cac tac nhan duogc liét ké trong Bang 1.1.

Bang 1.1. Cac tic nhin chinh gy nhiém triung so sinh trén thé gigi

Nhiém trung so sinh khéi

Nhiém trung so sinh khéi

phat s6m phat mudn
Vi khuan Gram duong Vi khuan Gram duong
Lién cau khuan nhém B (GBS) CoSN (Coagulase negative
staphylococci)

Listeria monocytogenes

Staphylococcus aureus

Enterococcus

Enterococcus

Nhom Streptococci: Streptococcus
pyogenes, Streptococcus viridans,

Streptococcus pneumoniae
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Nhiém trung so sinh khéi Nhiém trung so sinh khéi
phat s6m phat muén
Vi khuan Gram 4m Vi khuan Gram 4m
» Escherichia coli *  Escherichia coli
*  Haemophilus influenzae *  Klebsiella spp.

*  Pseudomonas aeruginosa
e  Enterobacter spp.

e (itrobacter spp.

o  Serratia spp.

e  Candida spp.

Khi x4c dinh cac tac nhan gy nhiém tring so sinh, c¢6 thé phan chia theo
vi tri nhiém tring nhu nhiém tring da, niém mac, nhiém tring ho héap, viém
phoi, nhiém trung tiét niéu, viém mang ndo va nhiém tring huyét. Cac nhiém
trung nay c6 thé do mot hodc nhiéu tac nhan giy nén va mot tic nhan ciing co
thé gay nhiém trang & nhiéu vi tri.

Theo nghién ctru tai bénh vién san nhi Ngh¢ An, cdn nguyén viém phéi
& tré so sinh 1a vi khuan Klebsiella pneumoniae chiém 42,9%, can nguyén giy
viém da 13 tu cdu vang chiém 100%, cin nguyén giy nhiém tring huyét la
Klebsiella pneumoniae chiém 30,6% va vi khuan Staphylococcus aureus chiém
18,5% [14].

Nhiém trung da: vi khuan gy bénh thuong gap nhat 14 lién ciu nhém A
gy nén cac nhidm khuan néng ¢ da nhu viém quang va cac myn phong ngoai
da [222]. Céac nhiém khuin sau hon nhu nhot va cum nhot thuong do tu cau
vang. Nhiém khuan da sau chan thuong, giai doan dau thudng do tu cau vang,

giai doan mudn thudng do truc khuan mu xanh (P. aeruginosa) [157].
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Nhiém tring niém mac tré so sinh: nhiém khuan két mac thuong gip do
Chlamydia trachomatis va lau cau (Neisseria gonorrhoeae) [199]. Nhiém
khuan niém mac miéng thudng gip do nam Candida [227].

Nhiém tring hé hap: vi khudn gay bénh hay gip nhat 1a cac vi khuan
gram am, Haemophilus influenzae [125].

Nghién ctru tai bénh vién Tré em Hai Phong, tdc nhan gay bénh viém
phdi cong dong & tré so sinh bao gdm vi khuan Staphylococcus aureus (60,4%),
Haemophilus influenzae (12,3%), Moraxella catarrhalis (7,7%) va
Streptococcus pneumoniae (6,5%) [3].

Nhiém trung tiét nidu: vi khuan gy bénh pho bién 1a E. coli, tiép theo la
Klebsiella, Enterobacter, Proteusmirabilis, Pseudomonas, Enterococcus,
Staphylococcus. Ngoai ra c6 thé do Mycoplasma, nam.

Viém mang ndo mu & tré so sinh xuat hién & tré c6 nhiém tring, thuong
gip O tré dé non hodc ¢ nhitng trudng hop me c6 nhidm khuan khi mang thai
hozc nhiém khuan khi dé [41]. Nguyén nhan giy bénh do vi khuan gram am
duong rudt E. coli va lién cau tan huyét nhoém B (Streptococcus nhdém B) [154].

Nhiém tring huyét [152]: hién nay con gip kha nhiéu, co thé xay ra tién
phat hozc thir phét sau cac nhiém khuén cuc bd nhu nhiém khuén da, rén, mang
no... n6 lién quan t6i nhidém khuin quanh dé tir me, nudc 6i, thai bi nhiém
khuan truéc dé. Nguyén nhan giy bénh do vi khuan gram am, thudng gip nhu
E. coli, Pseudomonas, Klebsiella va do vi khuan gram dwong nhu lién cau p
tan huyét nhom B (Streptococcus nhom B), Listeria monocytogenes, tu cau,
phé cau. Pham Thi Xuan Tt khi nghién ctru dic diém 1am sang, sinh hoc cta
nhiém trung huyét so sinh cho thay vi khuan gay nhiém trang huyét so sinh chi

yéu 1a vi khuan gram am, dung dau 1a Klebsiella chiém 58,0% [24].
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Bang 1.2. Tac nhan vi rut va vi sinh vat khac gay nao ung thiy va

nhiém triing so sinh

Vi rut Khac

Adenovirus Mycoplasma hominis
CMV Toxoplasma spp.
Enterovirus Candida spp.

Herpes simplex virus
HIV

Hepatitis B virus
Rubella virus

Rotavirus

Rét nhiéu nghién ctru di chi ra vi rat dai thue bao (Cytomegalovirus —
CMV) 1a moét trong nhitng tac nhan gay nén nao Gng thuy [197]. Bén canh do,
mat s6 nghién ctru ciing cho thay Herpes simplex virus 14 nguyén nhan gy nén
nhiém tring so sinh va c6 thé phat trién thanh ndo Gng thity [151]. Theo nghién
ctru cua truong dai hoc Utrecht, Adenovirus, CMV, Enterovirus, HSV, Rubella,
Rotavirus, Parvovirus, Zika va Toxoplasma spp. 14 cac tac nhan gy nén nhiém
trung so sinh, cu thé 1a tac dong 1én h¢ than kinh cua tré so sinh gay viém nao,
viém mang ndo [129]. Céc vi rat ndy duoc phan nhoém vao nhiém truing TORCH
hay nhiém tring lay tir me sang con. Nhiém tring TORCH bao gdm céc tac
nhan gay nén nhu Toxoplasma, Rubella, Cytomegalovirus (CMV), Herpes
simplex virus (HSV) va mot s loai tac nhan khac. Tac gia Cao Thi Mai Lé da
c¢6 nghién ctru diéu tra tai Bénh vién Nhi Trung wong vé nhoém nhiém tring
TORCH cho thay sy luu hanh cta céc vi rit thuoc nhom ndy & tré so sinh [1].
Bén canh d6, theo nghién citu cua tac gia Nguyén Thi Quynh Nga va cong su
trén 68 tré so sinh tir nam 2018 dén 2021 tai Bénh vién Nhi Trung vong, ty 1¢
tré mac CMV 13 58,8%, Rubella 1a 4,4% va Toxoplasma la 4,4%, con lai la cac
tac nhan khac [187].
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1.4. Cac phwong phap sinh hoc phan tir chian doan nio \ing thity va nhiém

trung so sinh

Chan doan sém nhiém khuan so sinh, ndo tng thiy do nhiém tring va
diéu tri kip thoi s& giam ti 1& bénh niang va ha thap ti 1é tir vong, dic biét véi
ddi tuong 1a tré so sinh. Cac d4u hiéu va triéu chirng lam sang ctua nhiém trung
so sinh va ndo Gng thay & tré so sinh khong dic hiéu, va chan doan va diéu tri
som c6 thé rat quan trong dé cai thién két qua so sinh. Chan doan khong dung
nhiém tring so sinh va nfio ung thiy & tré so sinh c6 thé dan dén viéc sir dung
khang sinh khong phu hop c6 thé thuc ddy tinh trang khang khang sinh. Nudi
céy vi sinh vat trong méau hodc cac chét dich co thé vo trung khac 1a tiéu chuan
vang trong chan doan nhiém tring so sinh. Cdy mau thudng duoc cho 1a c¢6 do
nhay thip & tré so sinh vi nhitng 1y do sau: mirc d6 nhiém tring va ndo tng
thity so sinh thap; khéi luong tiém nho trong chai nudi cay; va sir dung khang
sinh trong khi sinh [94]. Ngoai ra, két qua nuéi ciy vi sinh vat khong co san
trong it nhat 24 dén 72 gio. Kha nang chan doan cua cac hé théng nudi cdy mau
da dugc cai thién trong thap ky qua voi su ra doi cia cac hé théng tu dong dé
theo doi nudi céy mau lién tuc. Mac du cac hé théng tu dong co thé tiét kiém
thot gian, nhung van phai thuc hién cac thir nghiém dac trung (vi du: sinh hoa)
dé xac dinh mam bénh. Mot xét nghiém chan doan 1y tuéng cho nhiém tring
so sinh va ndo ung thuy & tré so sinh phai nhanh, nhay va dac hi¢u; phat hién
tat ca cac vi khuén lién quan & tré so sinh; va khong bi anh hudng bai khang
sinh ctia me. Xét nghiém am tinh can phai chinh x4c va dang tin cay dé khong

co tré so sinh bi nhiém trung nao khong dugc diéu tri.
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Hinh 1.3. Céc phwong phap phén tich chin doan nhiém tring so sinh [43]

Nhiing tién bd trong sinh hoc phén tir d3 duoc 4p dung vao cac ki thuat
xét nghiém moi ¢ thé chan doan nhidm tring huyét va ndo ung thuy nhanh
hon so véi nudi ciy vi sinh vat. Cac xét nghiém phén tir c6 thé dugc hoan thanh
trong 12 gid va c6 thé c6 d6 nhay tot hon so véi nudi cay vi sinh vat. PCR pham
vi rong nham vao gene 16S rRNA, mot gene phd bién duoc bao ton trong tat
ca cac vi khudn va bao gdm ca tai bao ton va bién d6i [160]. Cac ving bao tén
duogc tach ra boi cac moéi chung hay moi phd rong (universal primers) dé xac
dinh vi khudn gy bénh va cac vung bién d6i dé xac dinh chi hoic loai bang xét
nghiém dac trung. V61 nguyén 1y xac dinh trinh tu nucleotide ciia mot gene cu
thé hodc ca hé gene, k¥ thuat giai trinh tu gene 1a su lua chon wu tién cho viéc
x4c dinh cac tic nhan méi ndi, phan loai cac chung vi sinh vat, phan tich vé
dich t& hoc phan tir, phat hién cac dot bién, ddu an gay ung thu..., dic biét tai
cac phong thi nghiém phong chong cac bénh nhiém tring bénh vién, chan doan
trude sinh, va cac phong xét nghiém tham chiéu. Gan day, k¥ thuat giai trinh
tir gene thé hé mai (next generation sequencing) v4i hiéu nang cao da lam giam

gia thanh cua k¥ thuat giai trinh tu gene va cho phép doc trinh tw vé1 do dai co
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thé bang ca hé gene (hang ti cip base) vi vay ky thuat nay khong chi 4p dung

gidi han trong cac nghién ctru co ban ma c6 thé dung trong chan doan 1am sang.
1.4.1 PCR trong chin do4n vi sinh vat gy bénh nhiém trung so sinh va
nio ung thuay

1.4.1.1. Phuwong phap PCR

Phuong phép phan tng chudi polymerase (PCR). Phuong phap nay duoc
khai thac b1 Chamberlain et al. vao ndm 1988, va n6 da duoc 4p dung nhu mot
cong cu chan doan nhidm trung tir nhitng nam 1990. PCR (viét tit cua
Polymerase Chain Reaction - chudi phan tng cua polymerase hay phan ting
khuéch dai gene) 1a phat minh cta nha khoa hoc ngudi My Kary Mullis va da
dat giai Nobel (1993) [87]. Phuwong phap nay dwa vao cac chu ky nhiét dé
“khuéch dai” tao ra mot sd lugng 16n cac ban sao cia DNA.

Loi ich ctia phuwong phap PCR gitip d& dang phat hién nhiéu bénh 1y cling
mot lac tir mot lwong mau nho; Két qua co thé duoc phén tich dé dang va
phuong phap tiét kiém thoi gian va chi phi [193].

Ky thuat PCR ngay cang dugc st dung rong rai trong cac nghién ctru
sinh hoc va ¢4 y hoc phuc vu nhiéu muc dich khac nhau, nhu phat hién cac bénh
di truyén, nhan dang van tay DNA, phat hién vi khuan hay vi rut & néng do
thdp trong cac miu mdi truong va bénh pham, tich dong gene, va xac dinh
huyét théng [76, 87]. Nghién ctru tai An Do tién hanh so sanh ba phwong phap
chan doan nhiém tring so sinh bao gém sang loc nhiém trung so sinh, nudi cdy
va PCR [237]. Két qua cho thiy sang loc nhiém tring so sinh duwong tinh & 24
(24%) ca bénh trong nhoém nghién ctru véi do nhay va do dac hi¢u lan luot 1a
100% va 83,5% [237]. Trong khi d6 nudi cdy mau dwong tinh & 09 (9%) véi
do nhay 69,2% va do dac hi¢u 100%; PCR duong tinh ¢ 13 (13%) ca bénh (9%
1a ca nudi cdy mau va sang loc nhiém tring huyét dwong tinh va 4% duong tinh

bang sang loc nhiém trung huyét); do nhay ctia PCR 1a 100% va d6 dic hiéu 1a
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95,6% [237]. Tac gia cling nhdn manh viéc sir dung khang sinh & cac ba me
trong giai doan tién san ciing 1am giam d6 nhay ctia xét nghiém [237]. Ciy mau
1a phuong phéap dang tin cdy nhat dé chan doan nhiém trung huyét & tré so sinh.
Phan tng chudi polymerase rat hitu ich va vuot troi so voi nudi ciy mau dé
chan doan sdm nhiém tring & tré so sinh.

Trong phan loai phan ttr, c6 thé nghién ctru ca DNA va RNA, céc ki
thuat chinh d3 duoc sir dung trong hé thong bao gdm xay dung ban do gisi han
va phan tich RAPD, RFLP, lai DNA-DNA, lai DNA-RNA va giai trinh tu bg
gene. Ky thuat RFLP duoc coi 1a phuong phap nhay cam nhat dé xac dinh
chung va mot s6 sinh vat d3 duoc nghién clru rOng rai bﬁng cach st dung ky
thuat nay [37]. RFLP 1a mot k¥ thuat khai thac cac bién thé trong chudi DNA
trong dong. Nghién ctru str dung RFLP dé ing dung phat hién sém nhiém tring
so sinh da dugc phat trién. Theo Rohit Anusha va cong su, ho st dung RFLP
v6i moi phd rong (universal primers) dé phat hién vi khuan trong méau bénh
nhan nhiém tring so sinh [91]. Cac vi khuan xac dinh dugc bao gdm
Streptococus aureus, Enterococcus spp., Acinetobacter spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. va Pseudomonas spp. Khi so sanh két qua RFLP-PCR v&i
nudi cy co do nhay 82,35% [91]. P9 dic hiéu ciia PCR 13 57,1% véi gia tri du
doan duong tinh (PPV) 1a 50,9% va gia tri du doan am tinh (NPV) 1a 85,71%
[91]. Piém dang luu ¥ 13 cac mAu nudi cdy am tinh trong nudi cdy c6 két qua
duong tinh véi PCR do cac miu ndy ciia ngudi bénh di diéu tri khang sinh.

Hién nay, cac ky thuat mdi dya trén nguyén ly PCR co ban dugc phat
trién manh trong viéc chan doan bénh nhiém tring so sinh va néo tng thuy,
trong d6 c6 phuong phap PCR da mdi (multiplex PCR). Multiplex PCR 14 mot
phuong phap sinh hoc phén tir phd bién nhdm khuéch dai nhiéu trinh ty DNA
chi trong mot phan tmg PCR. Trong qua trinh phan tich PCR da méi, nhiéu
trinh tu s& dugc khuéch dai cung lac st dung nhiéu cap mdi, tat ca cac thanh

phan dugc bo sung vao cting mot dng phan tmg. Nhu mot phuong phép cai tién
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ctia phan g PCR thong thudng, phuong phap niy gitp rit ngan thoi gian thyc
hién ma lai khong anh hudng t6i két qua thi nghiém.

Phuong phap PCR da mdi duoc str dung rong rii tai nhiéu noi trén thé
gidi dé x4c dinh nhidm trung giai doan sém (EOS). Trong nghién ctru tai Nhat
Ban, nhom nghién ctru so sanh phuong phap PCR da mdi va nudi ciy truyén
thdng trong viéc phat hién 8 vi sinh vat gay bénh phd bién & tré so sinh Group
B Streptococcus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, Ureaplasma urea- lyticum, herpes simplex
virus, Cytomegalovirus, and Candida albicans. Két qua cho thiy 8 tic nhan c6
thé phat hién nhanh bang phuong phap PCR da méi sau 3,5 - 4,5 gio [55]. Diéu
nay gitip cho cac bac si co phac dd diéu tri chinh xac cho ngudi bénh. Piém
han ché trong phuong phap nay khi so sanh v6i phuong phap nudi cay 1a do
nhay thap hon, nguyén nhan c6 thé ndng do vi sinh vat thap hoic do 15i trong
qua trinh tach chiét vat liéu di truyén tir mau mau. D¢ cai thién tinh nhay trong
chan doan phén tir, hién nay cac nha khoa hoc da str dung real-time PCR trong
nghién ctru, voi do nhay gan twong dwong véi phuong phap nudi ciy [79].

Ngoai ra, phuong phap qPCR (quantitative PCR) hay PCR dinh luong
cling duoc ng dung rat nhiéu trong nghién ctru chan doan bénh va dugc két
hop clng cac phuong phap giai trinh tir thé hé méi dé xac dinh chinh xac vi
sinh vat gy bénh nhiém tring so sinh va nio ing thuy [84].

1.4.1.2. Phwong phap real-time PCR

Puoc phét trién va cai tién dua trén phuong phap PCR, ki thuit real-time
PCR 12 ki thuat ma két qua khuéch dai DNA dich s& duoc hién thi sau mdi chu
ky nhiét ctia phan ing PCR. Két qua khuéch dai s& thu nhan thong qua céc tin
hiéu huynh quang dugc giai phong sau mdi chu ky nhiét ma may thu nhan dugce.

Va cac tin hi¢u dugc phat hiéu va ghi nhan lai dudi dang dd thi, thong qua dd



32

thi tin hiéu ma c6 dé danh gia cung nhu tinh toan dugc san phém khuéch dai
DNA dich c6 mit & mdi chu ky [30].

Pé khic phuc nhuoc diém ciia phuong phép cdy mau thong thuong dong
thoi dap tng nhu ciu diéu tri cia bénh nhan, cac nha khoa hoc trén thé gioi da
nghién ctru ing dung phuong phap real-time PCR da mdi (SeptiFast) dé chan
doan nhiém cac tic nhan giy nhiém trung huyét [71]. K¥ thuat real-time PCR
c6 d0 nhay cao hon va thoi gian cho két qua ngén hon, déng tho1 no con c6 kha
ning phat hién dugc cung mot lac nhiéu loai tic nhan gay bénh so véi phuong
phap cdy mau thong thuong. Sir dung k¥ thuat real-time PCR dugc xem 13
phuong phéap wu viét vi c6 thé chan doan vi khuin gay bénh ma phuong phap
cdy méu cho két qua 4m tinh do ngudi bénh da sir dung khang sinh trudc khi
ciy méu.

Phuong phép real-time PCR di duoc ung dung trong rat nhiéu nghién
ctru vé bénh truyén nhidém & tré so sinh. Dic biét phuong phap SeptiFast duoc
dua vao trong cic xét nghiém chan do4n bénh tai cac bénh vién va cac trung
tAm cap ciru so sinh voi muc tiéu xac dinh cin nguyén nhiém tring & tré. Tuy
nhién, theo nghién ctru cua Shy-Shin Chang va cong su, SeptiFast c6 d dac
hiéu cao v6i do nhay thip va thay ddi [46]. Khi c6 két qua SeptiFast duong tinh
& bénh nhan nghi ngd nhiém tring do vi khuan hodc ndm, bac si lam sang c6
thé chan doan nhiém tring hodc ndm va bat dau diéu tri khang sinh thich hop,
d6ng thoi bo qua xét nghiém chan doan bo sung khong can thiét. Tuy nhién,
két qua SeptiFast 4m tinh c6 kha ning 4m tinh gia va can duoc xac nhan bang
cac x6t nghiém chin doan 1am sang hodc xét nghiém khac néu két qua c6 kha
nang anh huong dén viéc diéu tri bénh nhan [46]. Trong mdt nghién clru khac
vé tmg dung cua real-time PCR da mdi cho thdy do nhay cua k¥ thut nay 77%,
do dac hiéu 81%, gia tri du doan duong tinh 1a 87% va gia tri du doan am tinh
13 68% so v6i nudi cdy mau [228].

Tai Viét Nam, qua nghién ctru vé tng dung phuong phap real-time PCR

da moi1 trong chan doan cac can nguyén gy nhiém trung so sinh & tré em cho
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thdy ty 1& phat hién 1a 43,3% trong khi phat hién bang phuong phap cay méau
truyén thong chi dat duoc 3,3% [25] . Didu nay c6 thé do anh hudng cia viée
st dung khang sinh dai tra trude khi nguot bénh dugce dén bénh vién diéu tri.
Viéc st dung khang sinh truéc khi vao vién s& anh hudng rat nhiéu téi két qua
nudi cdy gay tc ché chinh vi vay hau hét cac két qua cdy mau déu cho két qua
am tinh va khong phat hién dugc can nguyén gay nhiém trung huyét. Viéc ung
dung phuong phap real-time PCR da moi lan dau tién duoc st dung tai Viét
Nam nham xé4c dinh cic cin nguyén gay nhiém tring huyét dem lai hiéu qua
diéu tri cho nguoi bénh. Sy so sanh va danh gia ban dau vé do nhdy va kha
ning chin doan ciing nhu thdi gian cho két qua cua ki thuat real-time PCR so
v6i phwong phap cdy mau di dugc cong bd trong nhiéu nghién ctru gan day.
Theo mot nghién clru cia Lehmann nam 20009, ty 1¢ vé 36 dic hiéu cua k¥ thuat
real-time PCR so sanh v&i phuong phép cidy méu thong thudng trén 18 bénh
nhan nghi ngd nhiém tring cho thay ty 1& duong tinh cia PCR 13 0,81 va cta
cdy mau 12 0,64 [170]. Ngoai ra PCR con phat hién duoc 24 truong hop duong
tinh ma cdy mau di cho két qua 4m tinh, nhd d6 nghién ctru nay di két luan
real-time PCR c¢6 tiém ning dé thay thé cho phuong phap cidy méau thong
thuong [99].

Trong thap ky qua, cdc nha nghién ciru trong mot sé nghién cru da bao
c4o viéc sir dung real-time PCR dé chan doan nhiém tring huyét so sinh va
phan tich tong hop gan day chi ra rang PCR c¢6 thé 1a mot cong cu c6 gia tri
trong “kho vii khi” chan doan [45, 65, 80, 83, 107]. Nhém nghién ctru Jordan
va cong sy da tién hanh mot s6 nghién ctru st dung PCR gene RNA ribosome
16S pham vi rong dé chan doan nhanh nhiém tring so sinh c6 nguy co thip
[64, 66]. Trong mO{t nghién ciu khac da sit dung thanh cong PCR gram dac
hiéu dé phén biét gitta nhiém tring huyét gram duong va gram am dé du doan
qua trinh nhiém tring huyét gram am nghiém trong hon [45]. Mic du cac két
qua xét nghiém PCR nay rat hira hen, viéc ap dung rong rii van chua duoc tién

hanh, bdi1 vi cac xét nghiém nay doi héi cac bude bd sung dé xac dinh mam
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bénh & cip do loai, ton kém, ton nhiéu cong sirc va kéo dai. Multiplex real-time
PCR c6 thé khic phuc van dé nay, nhung chi duoc sir dung trong chian doan
nhiém tring khéi phat mudn véi cac nghién ciru nho 1é [67]. Mot uu diém khéac
cua real-time PCR 1a cho phép do dinh lugng vi vay c6 thé xac dinh tai lugng
DNA cuia vi khuan (bacteria DNA load - BDL) [101]. Ngay cang c6 nhiéu bang
ching cho thay mdi quan hé gitta BDL dugc do trong qua trinh nhiém tring va
muirc d6 nghiém trong ctia bénh [73]. Piéu ndy cho thdy, tiém ning cta viéc st
dung real-time PCR trong chan doan tré so sinh nhiém trung va nio tng thuy
1a rat 16n, can duoc phat trién song song cung cac k¥ thudt sinh hoc phan tir
khac.

1.4.1.3. Phwong phap PCR 16S rRNA cua vi khudn

Phuong phap PCR st dung cho khuyéch dai ving gene 16S rRNA cua
vi khuan duoc 4p dung rat nhiéu trong nghién ctru vé sy bién doi trong hé gene
ctia vi khuan. 16S rRNA 13 gene mi hoa ving gene cta Ribosome trong d6
Ribosome dugc ciu thanh tir hai tiéu don vi: Pon vi nho hon 13 30S va don vi
16n 1a 50S [203]. Mdi tiéu don vi c6 mdt hodc nhiéu hon mot phan tr RNA
ribosome (rRNA) va protein ribosome. Gene 16S rRNA ma hoa cho tiéu don
vi 30S [203].

Cac dic tinh cua 16S rRNA: 16S RNA la mot RNA ribosome can thiét
cho qua trinh tong hop tat ca cac protein nhan so va c6 cac dic diém sau:

Nhiéu ban sao: Mdi vi khuan chira 5 ~ 10 ban sao 16S rRNA, 1am cho
do nhay phat hién cao.

Pa thong tin: CAu tric bén trong clia gene 16S rRNA bao gdm céc ving
khac nhau va cac vung dugc bao tdn. Khu vuc dugc bao ton chia sé bai tit ca
cac vi khuan va cac ving thay doi c6 muc d6 khac biét khac nhau giita cac vi
khuan khac nhau, véi tinh dic hiéu caa chi hodc loai, va cac khu vuc thay ddi
va cac khu vuc béo ton dugc xen ké&. Do d0, cac mdi phé rong cua cac vi khuan

khac nhau c6 thé duogc thiét ké theo khu vuc bao ton va cac moi hoac dau do cu
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thé ctia vi khuan cu thé co thé dugce thiét ké theo khu vuc thay doi. Sy khac biét
giita cac thong tin chira trong cic ving bién ddi cia 16S rRNA 1am cho viéc
phat hién tré nén cu thé.

Chiéu dai vira phai: P dai cia gene mi héa 16S rRNA la khoang
1500bp, chtra khoang 50 vung chirc nang.

Céc chirc ning caa 16S rRNA [44, 203]: 16S rRNA c¢6 mot s6 chirc nang:
- Su ¢6 dinh ciia protein ribosome dong vai tro nhu gian gido. Pau 3' chira mot
chudi DNA ngugc duoc st dung dé lién két v4i bo ba phién ma mé dau AUG
cia mRNA. Su két hop ciia 3's 16S rRNA véi protein S1 va S21 dugc tim thay
c6 lién quan dén viéc bat dau tong hop protein. N6 twong tac vai 23S dé giup

tich hop hai don vi ribosome 50S va 30S.

Ribosome

} 30S subunit

} 508 subunit

16S ribosomal RNA

: 23S
Bacterial genome /,/ I 165 l I - ] I I,//
/ 16S rRNA gene 23S rRNA gene 5S rRNA gene
Vi V2 V3 V4 Vs § Q.
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 base
27F 341F 530F 685R 907R 1100R 1392R 1492R
> > <+ <+ <+ <+ ¢

Hinh 1.4. Ciu triic hé gene ribosome ciia vi khuan va vi tri ciia
16S rRNA [211]

V&i su xuit hién cia cong ngh¢ PCR va sy cai tién lién tuc cla cong
nghé nghién ctru axit nucleic, cong ngh¢ phat hién gene 16S rRNA da trd thanh
mot cong cu manh mé dé phat hién va xac dinh mam bénh. Véi su cai tién lién
tuc cta co s¢ dit li€u, cong ngh¢ co thé duoc ap dung dé phan loai, xac dinh va
phat hién mam bénh mot cach nhanh chong va chinh xac. Cong nghé nay c6 ba

budce chinh: thir nhat, thu thap DNA gene, thtr hai 1a thu nhan doan gene 16S
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rRNA va cudi cung la phan tich trinh ty gene 16S rRNA. Phan tich trinh ty 16S
rRNA: Nguyén tic co ban cua k¥ thuat phan tich trinh tu 16S rRNA 14 thu duoc
thong tin trinh tu 16S rRNA tir gene 16S rRNA trong mau vi sinh vét bang cach
nhan ban, giai trinh ty hodc ct enzyme va lai dau do, sau d6 so sanh véi dir
ligu trinh tu hodc dir li¢u khac trong co s& dit liéu 16S rRNA dé xac dinh vi tri
clia n6 trong cdy tién hoa, do d6 xac dinh cac mau c6 thé trong céc loai vi khuan

ton tai.

Bang 1.2. Cac ciip mdi sir dung cho phan ing PCR 16S rRNA [57, 135]

Primer name Sequence (5-3')
8F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG
U1492R GGT TACCTT GTT ACGACTT
928F TAA AACTYA AAK GAA TTG ACG GG
336R ACT GCT GCS YCC CGT AGG AGT CT
1100F YAA CGA GCG CAA CCC
1100R GGG TTG CGC TCG TTG
337F GAC TCC TAC GGG AGG CWG CAG
907R CCGTCA ATT CCTTTR AGTTT
785F GGA TTA GAT ACC CTG GTA
806R GGA CTA CVS GGG TAT CTA AT
533F GTG CCA GCM GCC GCG GTA A
518R GTA TTA CCG CGG CTG CTG G

1492R CGGTTACCTT
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Gene 16S rRNA 1a cong cu pho bién dé xac dinh vi khuan vi cac 1y do
nhu sau: do ngan vira phai (1,500bp), gene c6 10 ving phd bién xuat hién &
phan 16n cac vi khuan va duoc phan tach thanh 9 ving (V1-V9) [211]. Trong
d6 cac ving bao ton rat hiru ich trong xac dinh cac phan loai cao hon, trong khi
cac ving bién ddi c6 thé giup xac dinh chi hoic loai. Phan tich so sanh cac cong
d6ng vi khuan tir cac ving sinh thai riéng biét & ho Baikal duoc phat hién bang
phan tich si€u dit liéu st dung cac doan V2-V3 va V3-V4 cua gene rRNA16S
[130]. DNA tong s lay tir cac mau sinh hoc, duoc khuéch dai doc 1ap bang
cach str dung cac cap mdi duoc thiét ké cho cac doan V2-V3 va V3-V4 va duge
giai trinh ty, sau d6 udc tinh thanh phan cong ddng va da dang vi khuin bang
phuong phép tin sinh hoc [130]. Két qua cua nghién ctru cho théy réng udc tinh
cong dong vi khuan da dang phan loai bang cach sir dung 16S rRNA, trong d6
doan V2-V3 ¢6 d6 phan giai cao nhit cho cac phan loai bac thap (loai va chi).
PCR cua gene ribosome 16S rRNA ctia vi khuan lam phan tir dich c6 thé danh
gia sém sy ton tai ctia nhiém vi khuén va xac dinh mam bénh béng cach phan
tich thém cac san pham dugc khuéch dai va bu dip cho nhirng thiéu sot trén.
Day la m§t pham vi quan trong trong chan doan céc bénh truyén nhiém.

Phuong phap PCR 16S rRNA dugc ap dung trong chan doan nhiém
tring so sinh trong nhitng nam gan day. Mot nhém nha khoa hoc da thuc
hién thong ké cac két qua nghién ctru sir dung phuong phap PCR 16S rRNA
trong chan doan nhiém tring da cho két qua nhu sau: Trong 19 bao cao duoc
dua vao phan tich, do nhay cua phuong phéap nay 0,98 (95% CI: 0,85-1), d0
dac hiéu 0,94 (95% CI: 0,87-0,97), ty 1€ kha ndang duong tinh la 16,0 (95%
CI: 7,6-33,9), ty 1€ kh4 nang am tinh 1a 0,02 (95% CI: 0,00-0,18) va ty 1¢&
chénh léch chan doan 14 674 (95%CI : 0.85-1.0) [231]. Phuong phap nay con
duoc st dung trong xét nghiém nhiém trang khi dit dng dan lvu & bénh nhan
ndo ung thity. Trong nghién ctru ciia Tamara va cong sy, nhom phat trién xét

nghiém PCR 16S rRNA dinh lugng va phat hién tai luong vi khuan trong
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pham vi tir 2,5 x 10° xudng con 2,5 x 10* ban sao 16S/mL CSF trong diéu
kién thi nghiém ddi v6i nhiéu vi khuan Gram dwong va Gram am [96]. Tuy
nhién, khi 4p dung cho cac mau dich nfo tay dugce luu trir tir 25 dot nhiém
6ng din luu ndo that, mdi twong quan giita nudi cdy vi khuan duong tinh va
nong d6 16S rRNA chi dugc nhin thay trong mot nira s6 ca nhiém trung. Tai
lugng vi khuan duoc do bang PCR 16S rRNA khong cung cap du thong tin
ngoai nuoi cay vi khuan dé thong bao diéu tri nhiém trung shunt dich nio
tay [96]. Nghién ciru thi diém nay da thyuc hién dé kiém tra viéc ap dung dinh
lwgng phén tir tac nhan gdy bénh trong dich nio tiy cua bénh nhan dang diéu
tri nhiém trang 6ng dan lwu. Piéu nay cho thay tinh tng dung cua phuong

phap nay trong chan doan va diéu tri la rat hiéu qua.

1.4.2. Phwong phap Metagenomics va gidi trinh tw gene thé hé¢ méi (NGS

— whole genome sequencing)

Metagenomics 1a nghién ciru vé metagenomes, nham thu vat lidu di
truyén tryc tiép tir cac mau trong moi trudng [159]. Néu nhu di truyén hoc va
vi sinh vat hoc truyén thong giai trinh ty bd gene (genomic sequencing) clia vi
sinh vat dya trén mau la cac mau dong di nudi cdy, thi ngay tir nhitng nghién
ctru dau tién, di truyén hoc méi truong da nhan dong cac doan trinh tu gene dic
hiéu (thuong 1a gene 16S rRNA cho vi khudn va 23S cho vi rt) dé xay dung
dit liéu vé da dang sinh hoc cua quﬁn thé vi sinh vat [236]. Hién nay, nghién
ctru metagenomics dugc st dung dé phén tich trinh tr mau gene cta cac vi sinh
vat trong quan thé [50]. Tir d6, cac chudi ndy s& dugc phén tich, so sanh va xay
dung nén quan thé vi sinh vat c6 trong miu bénh pham.

Giai trinh tu thé hé tiép theo (NGS) dai dién cho mot s6 cong nghé giai
trinh ty hién tai sau giai trinh ty thé hé dau tién, duoc goi 1a Sanger. Trong 10
nam qua, cac nén tang NGS moi1 da dugce thyc hién véi cac tinh nang nhu kha

ning giai trinh ty nhanh, théng luong cao va chi phi thap. NGS khac nhau bao
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gdm cac nén tang 454 GS FLX cua Roche, HiSeq/MiSeq cta Illumina hay Ion
PGM cua lon Torrent, vé1 kha nang cho ra trinh tu hang triéu doan DNA trong
thoi gian ngan. Nguyén 1y chung cua giai trinh ty thé hé mai Illumina 1a dya
trén nhan dién huynh quang cua cac nucleotide (dANTPs). Khi cac nucleotide
dugc bd sung, cac tin hiéu huynh quang dugc phat ra dé xac dinh ting loai.
Qua trinh nay theo timg nucleotide nén giam thiéu sai 1am khi tong hop va thuc
hién dong thoi nhidu chudi cung lic. Vi vay, thay vi giai trinh ty mot doan
DNA duy nhét thi phuong phap nay c6 thé giai trinh tu hang triéu doan véi thoi
gian rGt ngin hon so voi cac phuong phap cii. Sau khi giai trinh tu, phan
tich metagenomics duoc tién hanh dé x4c dinh va mé ta dic diém bod gene
ctia vi khuan, ndm, ky sinh tring va vi rat truc tiép tir cdc mau 1am sang ma
khong can du doan trudc vé mam bénh cy thé. Kha niang phat hién tit ca
cac mam bénh tiém 4n trong mot mau lam cho giai trinh ty metagenomic thé
hé tiép theo tr¢ thanh mgt cong cu manh mé trong chan doan bénh truyén nhiém
[59].

Céc budc tién hanh v6i phan tich metagenomics sir dung giai trinh tur
gene thé hé méi trong phat hién tac nhan gay bénh [185]: 1) Giai trinh ty thé
hé tiép theo metagenomic (MNGS) ¢6 thé ap dung voi nhiéu loai bénh pham
nhu dich ndo tity (CSF), mau hodc mé. Diéu kién quan trong khi 1iy mau 1a
phai luu trir déng lanh ngay dé tranh 1am DNA va RNA tan rd. Cac mau can
dugc xtr Iy mot cach vo trung dé tranh 6 nhidm tir moi truong bén ngoai. 2)
RNA va DNA duoc tach chiét va khuéch dai ngiu nhién (sau khi phién ma
nguoc RNA) dé tao ra cac phéan tir cDNA dé giai trinh tu. 3) Hang triéu trinh
tu dugc tao ra va dugc phan tich béng tin sinh hoc. Cac trinh tu lién quan dén
bd gene ngudi, thudng bao gdm ~ 97-98% dit liéu mNGS trong mAu s& bi x0a.
Qua trinh chon loc tién hanh b sung, cac chudi con lai dugc tim kiém trén co
s dit ligu gene dé xac dinh dugc vi sinh vat tuong thich nhat. 4) Assembly

(ghép cac doan trinh ty): Pay 13 budc rt phirc tap. Véi su phat trién cia cong
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nghé giai trinh ty thé hé méi (voi két qua dudi dang cac short-read) thi viéc bi
16i trong xur 1y dir li€u la diéu rat dé mic phai. Nhu vay viéc ghép ndi cac doan
trinh ty cua metagenomic thanh cac hé gene sé rat rac roi va kho tin cay, dac
biét khi 1ap ghép cac doan DNA lap hay khi ghép céc doan trinh tu cia cac loai
khac nhau thanh mdt contig. V&1 bude nay, thuong phai st dung cac cong cu
tin sinh hoc dé phan tich va ghép doan. 5) Du doan gene: Dy do4n gene cua
phan tich metagenomic st dung tiép cén trong viéc cha thich (annotation) ving
ma hoa trong cac contig da dugc ghép ndi trude d6. Hudng tiép can nay dé phat
hién gene dya trén sy twong dong véi cac trinh ty trong ngan hang gene, thong
thudng bang cach tim kiém BLAST. 6) Pa dang loai: Dé x4c dinh ciu triic va
chirc ning ctia quan thé vi sinh vat trong metagenomics, cac doan trinh tu phai
duoc ¢ dinh hoa. Viée ¢d dinh nay dugc hiéu 1a qua trinh gén mot doan trinh
tu véi mot sinh vat cu thé. Cb dinh hoa dua trén su tuong déng bao gém cac
phuong phap nhu BLAST, duoc sir dung dé tim kiém marker hodc cac doan
trinh tu twong tu trong nhing dit liéu c6 san di cong bd. St dung thuat toan dé
xac dinh sy da dang cua quﬁn thé, danh gia da dang di truyén trong mat quén
thé sinh vat véi loai dit lidu 1a phan loai cac doan trinh ty thanh nhitng don vi
phan loai (Operational Taxonomic Units - OTUs) dua trén cac doan trinh tu
gidng nhau [153]. Cac OTU sau d6 c6 thé duoc sir dung cho viéc udc lugng
loai, da dang sinh hoc, thanh phan, muac do phong pht. 7) Bao cao vé danh sach
RNA hoic DNA cua vi rat hay ky sinh tring hodc nam va vi khuan.

Véi viée tng dung cong nghé giai trinh tir gene thé hé méi va phuong
phap phan tich metagenomics, viéc dinh danh cac vi khuan trong quan thé dugc
tién hanh nhanh hon, bén canh d6, con c6 thé phat hién duoc cac mdi lién quan
gitra cac vi khuan trong quan thé. Bén canh d0, cac cong nghé Omics cung cap
dit liéu vé biéu hién gene trén toan bg bg gene, dich ma protein va san xuét chét
chuyén héa dugc diéu chinh khéc biét trong nhiém tring huyét & tré so sinh

[32]. Proteomics do cac thanh phan protein duoc giai phong sau khi nhiém
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trung hodc viém. Proteomics mau cudng rén va nudc di di cung cip thong tin
lién quan dén phan tng cta thai nhi d6i voi cac viém nhiém trong i va da du
doan thanh cong nhiém tring so sinh giai doan sém (EOS) véi do chinh xac
>92% [39]. Proteomics bao gém bach cau trung tinh defensin 1-2, cathelicidin,
S100A12, S100A8, pro-apolipoprotein C2, apolipoprotein A-E-H, [-2
microglobulin, haptoglobin, desarginin tir nuéc 6i, mau cudng rén va huyét
trong duoc tim thay cé gia tri trong chan doan nhiém tring so sinh sém va
muon (EOS va LOS) [40].

Hién nay c6 rat nhiéu nghién ctru sir dung phuong phap metagenomics -
giai trinh tu gene thé hé mai trong viéc chan doan cac bénh nhiém triung so sinh
nhu viém ndo, viém rudt. Bao céo thong ké gan day cho thay cac nghién ciru
str dung giai trinh tu gene thé hé méi chi yéu tap trung vao danh gia kha ning
phat hién tic nhan gy bénh bang phuong phap nay tir cic mau di dugc xét
nghiém 13 4m tinh [29]. Piéu nay cho thiy viéc ing dung cta giai trinh ty gene
c6 thé giup phat hién cac truong hop bi bo x6t, dé c¢6 hudng diéu tri kip thoi
cho bénh nhan.

Phwong phap giai trinh tw 16S rRNA

Phuong phép gidi trinh tg 16S rRNA phan tich trén viung gene cua vi
khuan véi trinh ty gene khoang 1.550 bp [210]. Tinh da hinh va dic hiéu cua
16S rRNA c6 thé cung cip thong tin vé thanh phan loai vi sinh vat va c6 gia tri
thong ké. Giai trinh tu gene 16S rRNA duoc tmg dung phd bién hién nay va
duoc xac dinh cho s lugng 16n cac chung vi sinh vat trén ngan hang Genebank.
Bén canh do, gidi trinh ty 16S rRNA gitip do luong duogc mbi quan h¢ gitra cac
vi khuan gitip phan loai dugc & nhiéu cip do nhu chi, loai [209].

Phuong phap phan tich doan gene 16S rRNA chu yéu bao gom 3 loai sau
[49]: (1) Giai trinh tu c4c san phﬁm PCR trén vecto plasmid va so sanh véi trinh
tir trong co s& dit liéu 16S rRNA dé xac dinh vi tri ctia n6 trong cdy tién hoa va

xac dinh cac loai vi sinh vat c6 thé c6 trong mau. Thong tin thu dugc bang
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phuong phap nay 1a toan dién nhat, nhung trong mau Trinh ty phirc tap doi hoi
phai giai trinh ty rong rai. (2) Lai cac san pham PCR v&i cac dau do dic hiéu
16S rRNA dé thu duoc thong tin thanh phan vi sinh vat. Ngoai ra, dau do c6
thé duoc phat hién truc tiép béng cach lai tai chd véi mau. Lai tao tai chd khong
chi ¢o thé xac dinh cac dic diém hinh thai va sy phong pht cta vi khuan, ma
con phan tich su phan bd khong gian cia chung. (3) Phan tich da hinh chiéu dai
doan han ché cua cac san phém PCR da duogc thyc hién. Loai gene vi sinh vat
duoc xac dinh bﬁng cach quan sat ban dd dién di cit enzyme va phan tich, sau
d6 so sanh véi dir liéu trong thu vién ribosome va mdi quan hé gitra thanh phan
vi sinh vat ctia mau va loai vi sinh vét khac nhau da dugc phan tich. 16S rRNA
1a gene bao toan nhat cho tat ca cac vi khuan va mot sé gene bao toan nhat trong
qua trinh tién hoa. Mot sb trinh tu gene van bao toan trong qua trinh tién hoa
lau dai.

Nghién ctru cia nhém nha khoa hoc thyc hién tai Uganda, da sir dung
cac phuong phéap sinh hoc phan tor nhu phan tich 16S rRNA va phan tich
metagenomics dé tim ra tac nhan mdi gay nén nhiém tring so sinh va néo tng
thity & tré nho [84]. Phuong phap phdi hop phan tich s& mang lai hiéu qua va
huéng di méi trong nghién ctru vi sinh vat gay bénh truyén nhiém. Ngoai ra,
phuong phap nay con gitp phan tich mdi lién quan giita vi sinh vat ngoai moi
truong sdng, bénh vién va véi con nguoi.

Mic du vay, phuong phap ndy ciing ¢ nhitng gidi han vé mit théng tin
clia cc vi sinh vét gay bénh co thé chua diy du, thém vao d6 viéc phan tich
can nhiéu thoi gian va phai duoc dao tao bai ban.

Phuwong phap giai trinh tw RNA (RNA sequencing)

Giai trinh tu RNA (RNA-seq) la phuong phap duge img dung va phat
trién nhitng nam gan day s dung cong nghé gii trinh tu sau - giai trinh tu
thong luong cao dé 1ap hd so hé phién ma cua té bao [232]. Ngoai viéc dinh

luong biéu hién cua gene, dit liéu do RNA-seq tao ra co thé phat hién céac ban
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phién ma mai, xac dinh viéc cit noi thay thé cac gene va phat hién biéu hién
dac trung ctia alen [48]. Giai trinh ty RNA (RNA-seq) da 1am rd thém cac chuc
nang phurc tap cua qua trinh phi€én ma, bén canh phién ma mRNA (RNA thong
tin) con c6 RNA tong sd, tién mRNA va RNA khong ma hoa (miRNA va
ncRNA) dé tmg dung trong nghién ctru cac quan thé RNA (RNA population)
[179]. Viéc lya chon phuong phép gidi trinh ty RNA phu thudc vao muyc dich
va két qua nghién ctru. Hién nay c6 hai hudéng giai trinh ty RNA chinh d6 1a
giai trinh ty doan ngan (short read) sau d6 duogc lip rap lai thanh cac doan
contig va giai trinh ty doan dai (long read) vdi cac tip hop cac contigs gan két
vo1 nhau tao thanh scaffolds [48]. Mdc du cac cong nghé gidi trinh tw RNA
khac nhau nhung déu dua trén quy trinh gidng nhau trong viéc tao ra cac san
pham va phan tich thu vién giai trinh ty.
Ky thudt gene moi

Hién nay, cac nha khoa hoc cling dang tap trung nghién clru vao caic RNA
khong ma hoa. Cac RNA khong mi hoa (phién mé) bao gébm microRNA
(miRNA) va RNA tron diéu khién céc tin hiéu dén té bao bao gdm ting sinh,
biét hoa, phat trién, trao ddi chat, apoptosis va san xuat cytokine tién viém [56].
Ca hai biéu hién ting (miRNA 15-16a-23b-451) va giam (miRNA 25-129-132-
181a-223) déu duoc béo cdo, trong khi d0 nhay 80-89% va do dac hi¢u 79—
98% dugc tim thdy trong chan doan nhiém tring huyét so sinh [75]. Exosome
va by ngoai bao bach ciu trung tinh dugc giai phong trong qua trinh viém cé

thé 12 muyc tiéu diéu trj trong twong lai.
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Chuwong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Thiét ké nghién ciru

Pé tai nghién ctru thude du an nghién ctru tién kha thi vé tic nhan gay

bénh ndo Gng thily va nhiém trung so sinh giita Vién Vé sinh dich té Trung

uvong, Bénh vién Nhi Trung wong va Truong Dai hoc bang Pennsylvania.

Nghién ctru thuc hién theo phuong phap mo ta két hop phan tich phong thi

nghiém, thiét ké nghién ctru theo hai myc tiéu dé ra duoc mé ta trong hinh 2.1.

Trung tAm than kinh Trung tdm so sinh
Bénh nhén Bénh nhan
ndo ung thuy nhiém trung so sinh
Mau dich néo tuy Mau dich nio tuy
Mau méu

Giai trinh tu 16S rRNA
Giai trinh tu RNAseq

Muc tiéu 2: X4c dinh tac nhan gay
bénh NUT va NTSS bang phuong
phéap 16S rRNA va RNAseq

Thu thap thong tin bénh an
Nhap sd liéu vao REDCap

A 4

Muc tiéu 1: Mo ta déc diém dich té
hoc mot s6 tac nhan gy bénh ndo ung
thity va nhiém tring so sinh

Hinh 2.1. So dd thiét ké nghién ctru

2.2. Pia diém, thoi gian nghién ciru

Nghién ctru thyc hién tai Bénh vién Nhi Trung vwong, giai doan tur thang

10/2019 dén thang 12/2020. Mau bénh nhan dugc thu thap tai Trung tdm so

sinh va Trung tdm than kinh ctia Bénh vién Nhi, sau d6 chuyén vé luu trong
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diéu kién thich hop tai Vién Vé sinh dich t& Trung wong cho dén khi thyc hién

nghién ctru.

2.3. Poi twong nghién ciru

Nghién ctru thuc hién trén tré so sinh nghi ngd mac ndo ung thiy va nhiém

tring so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong, giai doan tir thang 10/2019 dén

thang 12/2020, dugc lay mau mau, dich nio tuy (DNT) dé xac dinh cin nguyén.

Tiéu chudn lwa chon va loai trur

2.3.1. Bénh nhan nao ung thuy

a. Tiéu chuan lya chon

Tir 12 thang tudi tré xubng co hiéu chinh tudi khi sinh (1ay gbc 1a 38 tuan
tudi).

C6 can nang tu 1000g tro 1én.

Tiéu chudn chan do4n 1am sang ndo ung thuy:

Tré nho con thop: bat dbi xung dau-mit do vong dau tang nhanh, nodn,
thop phéng, dau hiéu mat troi lan

Tré 16n: c6 hoi chirng tdng ap luc ndi so (non, phu gai thi)

Tiéu chuan can 1am sang:

X-quang sQ: cac d4u hiéu dian khop so, dau 4n ngon tay

Cit 16p vi tinh so ndo, cong hudng tir so ndo: ¢4 2 sung thai dwong >=2mm
va ti s6 FH/ID >50% (FH: khoang cach xa nhét ciia hai sing tran; ID:
khoang cach gitra 2 ban trong cta s¢ ¢ cung muc voi1 FH).

Khong ¢ tién sir mac ndo ung thily so sinh va mot trong hai nhom tiéu
chuan sau:

Nhom 1: Néo ving thiy sau nhiém trimg

C6 tién sir sot va/hodc co giat trong vong 3 thang trude khi ¢ cac biéu

hién 1am sang ctia ndo Ung thuy.
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C6 két qua chan doan hinh anh va ni soi cho thiy cac ddu hiéu viém nio
that trude d6 nhu c6 vach ngan, tui dich va xuét hién chat ban trong hé
thdng nio that.

Nhom 2: Néo ving thiy khong do nhiém tring

Dj dang bam sinh hodc cac ton thuong gy tic mach nhu khéi u, phinh
dong mach, di dang mach, u Dandy-Walker hoac cac di dang bam sinh
khéc ctia h¢ than kinh,

Hoac

Nio tGing thity hau xuat huyét: dich ndo tuy c6 mau, khéng co nguyén nhan
hau nhiém trung hodc di dang bam sinh hé than kinh.

Bd/me/nguoi giam ho trén 18 tudi dong ¥ cho tham gia nghién ctu.

b. Tiéu chuan loai trir

D3 c6 phiu thuét trude d6 trén hé than kinh (dit dng dan luu, pha san nio
that, hodc phiu thuat thoat vi mang néo tuy)
Tinh trang bénh 1y tiép lién da-than kinh nhu thoat vi mang nio tay, thoat

vi ndo, di tat bam sinh cot song, dudng ro sau sinh

2.3.2. Bénh nhian mic nhiém trung so sinh

a. Tiéu chuan lya chon

e Tré so sinh dudi 28 ngay tudi co hiéu chinh thoi gian sinh (lay gbc 1a 38

tuén tudi)

e (6 can nang sap xi 1000g trd 1én.

e Ticu chuan chan doan lam sang nhiém trung so sinh:

Sét, lo mo, bo ba
Hoac ha than nhiét, lo mo, bé bu

Hoic thép phong va/hodc co giat, st, bo bl

e Ticu chuan can lam sang:

Bach ciu trung tinh ting hodc giam (theo tudi)
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CRP tang
e Bd/me/ngudi giam ho trén 18 tudi dong ¥ cho tham gia nghién ctu.
b. Tiéu chuin loai trir
e Tinh trang nhiém trung khac ngoai nhiém tring so sinh da duoc x4c
dinh (trlr nhiém tring duong tiét nigu).
e Didang bam sinh d3 dugc xac dinh.
e Bit thuong trén nhiém sic the.
e LJ 10 trén da hodc 13 ro hé tiéu hoa da duoc chan doan.

e Tbn thuong khi sinh khac nhu vét thuong hoic gy xuong.
2.4. C& miu va lya chon ddi twong nghién ciru

2.4.1. C& mau

Do day la nghién ctru tién kha thi duoc thuc hién nham cung cép sb liéu
cho nghién ctru khac trong tuong lai, nén s€ khong ap dung cong thirc tinh toan
c& mau.

160
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117

—_
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-]

©]
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m Dich nao tuy
Mau

r

So lwrong

D
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41

20
0

Nao tng thuy Nhiém trung so sinh

Nhom nguoi bénh

Hinh 2.2. S6 lwgng miu
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Nghién ctru ndy 1dy mau thuan tién, thu tuyén tit ca cac bénh nhan dap
mg theo tiéu chuan lya chon. Thong tin thu thip dugc tir nghién ctru nay cé
thé c6 thé duge st dung dé xac dinh thiét ké nghién ctru chdt che hon cho céc
nghién ctru trong twong lai voi sé lwong bénh nhan 16n hon.

Sau khi thu thap trong giai doan tir 2019-2020, tong s6 bénh nhi nio Gng thuy
12 41 tré va nhiém trung so sinh la 142 tré. S6 mau bénh phém mau thu duoc tur
nhiém tring so sinh 1a 117 mau, nhom ndo Gng thuy khong thu mau méau. S6
mau bénh pham dich ndo tuy (CSF) 13 183 trong d6 41 mau ctia nhém néo Ging

thuy va 142 mau tir nhém nhiém tring so sinh.
2.4.2. Lwa chon ddi twong nghién ciru

Péi tugng nghién ctiru duge thu tuyén dong thoi & hai dia diém 1a Khoa
Than kinh va Khoa so sinh trong giai doan tir cu6i 2019 dén cudi 2020.

DPdi v6i bénh ndo ung thuy: dbi tuong nghién ctru s€ duoc lya chon tir cac
bénh nhan nhap vién va diéu tri ndo tng thuy tai Bénh vién Nhi Trung wong
(Khoa Than kinh). Viéc lya chon bénh nhan sé dugc thuc hién lién tuc tir khi
bat dau trién khai thu tuyén bénh nhan cho dén khi hét thoi gian thuc hién theo
tiéu chuan lya chon. Trong nghién ciru ndy, thoi gian lay mau tir cudi 2019 dén
cubi 2020, giai doan nay xay ra dich COVID-19 nén s6 lugng bénh nhan NUT
thu tuyén khong du nhu du kién ban ddu. Do vay, chi thu duoc 41 bénh nhan
dat tiéu chuan nghién ctu.

Péi voi bénh nhan nhiém trung so sinh: cac bénh nhan s€¢ dugc thu tuyén
tai Bénh vién Nhi Trung wong (Khoa So sinh). Viéc lya chon bénh nhan cling

thuc hién tuwong tu nhu ddi véi bénh ndo Gng thuy.
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Trung tdm so sinh (n = 189) Trung tam thén kinh (n = 44)
Bénh nhan loai trir: (n=47)
- Khong tim thiy bénh 4n: 40 Bénh nhén loai trir: (n=3)
- Khong ¢6 mau: 5 [ Khong ddng ¥ tham gia: 3
- Khong dap {mg tidu chudn lya chon: 02

Bét thudng nhiém séc thé: 01
Hon 28 ngay tudi: 01

A 4 A 4
Bénh nhan NTSS thu tuyén (n = 142) Bénh nhan NTSS thu tuyén (n = 41)
Di dong ¥ tham gia nghién ctru Di dong ¥ tham gia nghién ctru
— v
Thu mau: x
] Thu mau:
Dich ndo tuy: 142 o
, Dich ndo tuy: 41
Mau: 117

Hinh 2.3. Quy trinh thu tuyén bénh nhan
Quy trinh thu tuyén bénh nhan dugc mé ta nhu sau:

Bude 1: Xac dinh su phu hop véi cac tiéu chuan lya chon va tiéu chuan
loai trir. C4c béc si diu trj tai Khoa Than kinh va Khoa So sinh ctia bénh vién
s& dua vao tiéu chuan lya chon dé sang loc bénh nhan dang diéu tri hodc bénh
nhan md&i duoc nhap vién. Thu tuyén bénh nhan déng tho1 ¢ hai khoa cung thoi
diem.

Budc 2: Cung cip thong tin va ky thoéa thuan tham gia nghién ctru.
Bé/me/ngu:(‘)’i giam ho trén 18 tudi ctia bénh nhéan s& dugc can bd nghién clru
va bac si diéu trj cung cip thong tin vé nghién ctru, muc dich, quy trinh thuc
hién, nguy co va loi ich cta viéc tham gia nghién ciru nham tim nguyén nhan,
nang cao phuong thirc didu tri va phong bénh trong tuong lai, dé tir do
bd/me/ngudi giam hd ctia bénh nhan c6 thé quyét dinh cho bénh nhan tham gia
nghién ctru hay khong. Thu thap thong tin bénh nhan ngay sau khi c6 thoa thuan
tham gia nghién cuu. S4 lidu duoc léy tir bénh 4n va hd so ctia bénh nhan, nhap

va ma hod dam bdo tinh bao mat va dao duc trong nghién ctru.
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Budce 3: Lay mau. Nghién clru s€ cung cap cac dung cu lay mau mau,
dich ndo tuy, mau phan dé tién hanh lay, chia mau va bao quan mau ngay sau
thot diém lay mau.

2.4.3. Cach lay mau

2.4.3.1. Bénh nhan nao ung thuy

° Khoi luong: 1,0mL dich ndo tuy

Trén bénh nhan mic ndo ung thuy, viéc léy mau s& duogc thuc hién theo hai
truong hop:

v Truong hop 1: bénh nhan c6 chi dinh phau thuat, mau dich nio tuy s€
duogc lay trong khi thyc hién phau thuat dé xu tri tinh trang nio tng thily theo
chi dinh cuia béc s diéu tri.

v Trudng hop 2: bénh nhan méc ndo Gng thuy nhung chua ¢ chi dinh phiu
thuat, viéc choc dich nao tuy s€ dugc thyc hién chu dong theo chi dinh cua bac
st diéu tri.

Mau dich ndo tuy can thu duoc tr 1an choc dich dau tién (choc dich nao
tuy qua dudng thop, choc dich ndo tuy qua dudng cot sdng, ndi soi pha san nio
that/d6t dam réi mang mach, dat dng dan luu...).

Viéc choc dich ndo tay s€ do can bd y té bénh vién thuc hién theo quy
trinh chudn caa Bénh vién Nhi Trung wong. Van chuyén va bao quan miu dich

ndo tuy tr Bénh vién Nhi Trung wong téi Vién Vé sinh dich t& Trung wong.
2.4.3.2. Bénh nhan nhiém trung so sinh

Khoi lugng: 0,5 mL mau; 0,5 mL dich ndo tuy.

Mau mau va dich ndo tuy chi duoc thu thap dong thoi voi quy trinh ldy
mau bénh phém thuong qui cia bénh vién, theo chi dinh cua bac st khong duoc
thu thap chi phuc vu cho muc dich nghién ctru trong bat ctr truong hop nio.
Mau duoc uvu tién thu thap trong lan léy mau lan dau tién tai bénh vién, néu

khong gay hai cho tré.
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D61 vo1 mau mau: Quy trinh 1ay mau theo thuong quy cua Bénh vién.
D61 véi mau dich ndo tuy: Trén bénh nhan mac nhiém trung so sinh, viéc
choc dich ndo tuy s€ dugc thyc hién mot cach chu dong tuong tu nhu bénh nhan

mac ndo ung thuy chua cé chi dinh phiu thuat.
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Bang 2.1: Thé tich miu mau va dich néo tiy cin iy, so sanh véi lwong mau va dich nio tily trong co thé tré

Bénh nhan nhiém trung so sinh
Céan nang: >1.0
kg
Thé tich tong T.hAe tich lay C}‘IO xet Thé tich 14y cho 2 % so v6i thé tich tong
2 nghiém theo thuong quy Ak Tong 2
trong co thé A A nghién ctru trong co the
cua bénh vién
Mau mau (mL) 80 0,5 0,5 1,0 1,25%
Tong thé tich |  Tdéng thé tich Thé tich lay cho nudi
DNT ndi sg DNT 6 tré cay va nhudm gram
Dich ndo tuy 3.26 6.5 0,5 0,5 1,0 15%
(mL)
Bénh nhan nio ung thuay
Céan nang: >1.0
kg
Tong thé tich |  Tdng thé tich Thé tich lay cho nudi
DNT ndi sg DNT 6 tré cay va nhudm gram
Dichnaowy | 543 76 >13 0,5 1,0 15 <12%

(mL)
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* 0.5 mL la mirc t6i thiéu cho xét nghiém sinh hoc phdan tu. Péi véi bénh nhén
can phai phcfu thudt dé xir tri tinh trang ndo ung thuy, mot luong 1on dich ndo
tuy bi thodt ra ngoai sé duoc thu thdp lai dé lam xét nghiém, trong truong hop
do thé tich mau dich néo tuy cé thé lén dén trén 1,0 mL.

* Trén ddy la wéc lwong dp dung cho tré ¢é can nang 1000gr, trén thuc té voi
nhitng tré ¢é cdan ndng 1ém hon thi ty 1é mau can ldy so véi tong thé tich c6
trong co thé tré sé nhé hon so véi wée lwong trén.

* Chiing t6i wéc lrong rang leong dich ndo tiy & tré so sinh mdc ndo ting thity
16i thiéu gdp 2 lan so véi tré binh thieong (trén thuc té thuwong la gdp trén 10

ldn)
2.5. Thu thap thong tin

Céc thong tin s& dugc thu thap bang bd cau hoi/phiéu thu thap thong tin
bao gdm:

- Thong tin nhan khau hoc nhu tudi cua bénh nhan, gidi tinh, noi thuong
tri, dan toc, can nang khi sinh, can nang tai thoi diém nghién curu, tién sir bénh
tat, tién sir tiém vic xin cua ba me va cua bénh nhan. ..

- Thong tin vé cac biéu hién 1am sang cua bénh trudc, trong va sau khi
nhdp vién nhu ngay khoi phat cac triéu chirng cua bénh

- Thong tin vé cac két qua can 1am sang (chan doan hinh 4nh, xét nghiém
vi sinh, cong thirc mau...).

- Céc bién s6 nghién ciru trinh bay trong bang Phu lyc 2.

2.6. Ky thuat xét nghiém
Duoc thuc hién tai phong xét nghiém vi sinh cia Bénh vién Nhi Trung

wong, Vién Vé sinh dich t& Trung wong va Trudng dai hoc Bang Pensylvania,

M5.
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2.6.1. Tai Bénh vién Nhi Trung wong

Cac mau bénh pham (mau, dich ndo tay) dugc chuyén dén phong xét
nghiém, dugc chia thanh 2 phﬁn. Mot phén duoc tién hanh nudi céy, nhudm
gram xac dinh tic nhan gy bénh (tudn thu thuong qui xét nghiém tai bénh
vién). Phan mau con lai duogc luu trit trong ti lanh am sau va chuyén vé Vién
Vé sinh dich t& Trung uong trong vong 24 gio ké tir khi 1dy mau.

K3 thudt nudi cdy vi khudn
- Cay dich nio tay:

Chi dinh: khi bénh nhi c6 biéu hién nhiém trung than kinh trung uvong
nghi do vi khuan.

Qui trinh thyc hién theo thuong quy cia bénh vién: Ly tam bénh phém,
liy cin nhudm soi Gram va nudi cay. Duy tri nudi cdy 3 dén 5 ngay ma van
am tinh thi s€ trd 161 am tinh.

- Cay mau:

Chi dinh: khi bénh nhi c6 biéu hién nhiém trung toan than.

Qui trinh thuc hién theo thuong quy ctia bénh vién: Pua chai chira bénh
pham vao Hé théng may cay tu dong. Két qua cta qua trinh nay néu co vi khuan
moc trong vong 5 ngdy thi may sé& tu dong bao va sé& lay vi khuan nuéi ciy trong
moi truong Thach mau, dua vao ta 4m 37°C, theo ddi trong 24 gid. Chuyén vao
may dinh danh vi khuan va lam khang sinh dd tu dong. May s€ cho dinh danh
vi khuan va khang sinh d6 pht hop vi khuan. Néu két qua & may cdy tu dong
chua moc vi khuan thi tiép tuc duy tri nudi cdy dén 5 ngay ma van am tinh thi
s€ trd 101 am tinh.

Ky thudt mién dich
- Thuc hién ELISA CMV (IgM, IgG), ELISA EBV (IgM, IgG), ELISA
HSV (IgM, IgG), ELISA VZV (IgM, IgG), ELISA Measle Virus (IgM, IgG),
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ELISA Mumps Virus (IgM, 1gG), ELISA Rubella (IgM, IgG) theo kit cua
Diapro (Y) va theo huéng dan cta nha san xut.
- Test nhanh RSV: hoa chit SD RSV, thuc hién theo huong dan cta nha

san Xuat.
2.6.2. Tai Vién V¢ sinh dich t& Trung wong

K¥ thuét dinh danh tac nhan bﬁng vat liéu di truyén s¢ duoc thuc hién tai
Vién Vé sinh dich té Trung vong véi sy hd tro va chuyén giao k¥ thuat to Dai
hoc Bang Pennsylvania, Hoa Ky nhu sau:
- Céac mau dich ndo tiy, miu mau dugc tién hanh tich DNA/RNA bang st
dung bo sinh pham tach chiét ZymoBiomics DNA MiniPrep (Zymo, My) sir
dung hat tir tinh (bead) va proteinase K theo thudong qui hudng dan sir dung cta
bd sinh pham, va chia thanh 2 tuyp 0,5ml, cit ¢ ti 4m sau cho dén khi thyc hién
phan tich giai trinh ty gene.
- Mot phan miu dugc chia sé va sé giri toi phong thi nghiém ctia Pai hoc
Bang Pennsylvania dé thuc hién cac xét nghiém chuyén sau hon. Cac miu bénh
pham s& dugc ma hoa va phén tich doc 1ap véi cac thong tin nhan khau hoc cua

bénh nhan nhim dam bao tinh khach quan khi phan tich.
2.6.3. Tai trwong dai hoc bang Pennsylvania
2.6.3.1. Ky thuat gidi trinh tw 16S rRNA

Céc mau bénh pham (mau va dich ndo tuy) dugc tién hanh giai trinh tu
16S rRNA theo quy trinh chuan cta Truong Dai hoc Bang Pennsylvania hudng
dan [84].

DNA duoc tach chiét theo bo sinh pham ZymoBiomics DNA MiniPrep
(Zymo, M¥) sir dung hat tir tinh (bead) va proteinase K, sau d6 thu hoi 100ul
DNA bing dung dich dém elution. San pham DNA duoc tinh sach va do nong
do phu hgp, sau d6 dugce dua lam khuon giai trinh tg 16S rRNA. 2 ul DNA
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duogc @ voi 2 ng/ul dau probe 336R-M13 (5’-CAGGGTTTTCCCAGTCACGA
CACTGCTGCSYCCCGTAGGA GTCT-3’) cua vung gene V1-V2, sau do
duogc kéo dai boi 5 U/ul Klenow (NEB, Cat# M0210). Cac san pham va mdi du
thira s€ dugc loai bo bdi enzyme 20 U/ul exonuclease (NEB, Cat# M0293).
DNA sau d6 duoc nhin ban béi cip mdi M13 (5'-CAG GGT TTT CCC AGT
CAC GAC-3") va 27F reverse (5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3") v6i
dung dich phan trng MolTaq 16S/18S PCR 2X mastermix (Molzym, Cat# S-
030-0250) ¢ 95 °C trong 15 gidy, va 60 °C trong 2 phut vdi 35 vong. San pham
sau khi nhan ban dugc tinh sach va tao thu vién bang bo Hyper Prep Kit (KAPA
Biosystems, Cat# KK8504). Thu vién dugc do bang Qubit, sau d6 DNA téng
s6 thu duoc s& dugce giai trinh ty bang may MiSeq st dung bd sinh pham MiSeq
V3 600 Cycles PE cua Illumina v&i 20% PhiX va 6pM kich thudce thu vién

mau.
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Hinh 2.4. Phwong phap phén tich miu 1Am sang bang giai trinh tw

va phan tich metagenomics [124]

2.6.3.2. Ky thudt gidi trinh tw RNA (RNA sequencing)

RNA duoc tach chiét tir mau mau va dich ndo tuy theo hudng din cia

bd sinh pham Direct-zol RNA Miniprep (Zymo, M) c6 sir dung hat tir tinh

(bead) dé tach mau, sau d6 st dung nguyén Iy tdich mau bang phenol-

chloroform cua b kit dé tach, 50 uL RNA duogc thu hdi bang nude di khir

RNA/DNA.
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RNA téng ) (total RNA) sé duoc do néng dd dé chon loc miu. Sau do,
1-1000 ng cia RNA tong s6 s& dugc tién hanh loai bd RNA ngudn gdc tir nguoi
bang bd kit rRNA Depletion Kits for Human/Mouse/Rat V2 (Lexogen, Ao).
San phém sau tinh sach 1a 10 ul RNA s€ dugc sao chép ngugc va tinh sach lan
nita bang hat tir tinh, sau d6 gin Oligo vao dau 3” cua chudi cDNA. Phan tng
PCR dé nhén ban céac thu vién cDNA d3 duoc gén index i5 va i7 & hai dau 3’
va 5’, sau do6 san phém s& dugc tinh sach dé do néng do va cho vao may giai
trinh ty Miseq V3 600 Cycles PE cua Illumina. Cac budc nay st dung bo kit
bang kit CORALL Total RNA-Seq Library Prep Kits (Lexogen, Ao).
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Gin probe va chuin bi hat tir tinh

HYBRIDIZATION AND BEAD PREPARATION @ 45 min @ 10 min
e
Denature Total RNA
s 3 s 3
1 — S'JLB' 5, ; ; 3
5. 3 5 3
Hybridize and 5. £ 5. e ¥
m M — — —
N J
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DEPLETION © 5min @ 20mn
Deplete rRNA P T S s RN,
l | e ) 5_'““‘;-% g
- EEE
J
Tao thw vién
LIBRARY GENERATION 35hrs 1.5hs
-
Random Priming, 5 RNA template ~
Reverse Transcription 3 — 3
Displacement
l 5 Stop Primer 5 5
3 Purification
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Linker Ligation 5 = mp - 3
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shiy shly 5
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Purification 3 5
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~ vy
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( N
———
PCR
4 -
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Read 1
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P5 ' uml Read 2 I P7
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~ J

Hinh 2.5. Quy trinh giai trinh tw RNA theo Lexogen
Chii thich: Buéce 1: Hybridization and bead preparation - Gian RNA véi moi probe va chudn
bi hat tir tinh: tai buéc nay, RNA dwoc “lam gidu” tir RNA tach chiét qua phan ieng gan moi
probes tao ra cac doan RNA. Sau do hat tur tinh sé dwoc sw dung dé tinh sach san phcfm cua

buée nay. Bude 2: Depletion — Chon loc rRNA: Buéce nay logi bé mét sé6 rRNA khéng can
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thiét va tinh sach san pham. Bude 3: Library generation — Tao thu vién cDNA: tai ddy, thu
vién cDNA tao ra tir phan ung reverse transcription PCR (phién mad ngwoc), sau do san
phcfm dwoc tinh sach dé gdn cac oligo néi véi barcode ciia doan cDNA. Sau khi tinh sach
sdan pham sé ¢é cDNA gdn tag cho giai doan tiép theo. Budc 4: Library ampification - Nhdn
ban thie vién: Cdc doan cDNA dwge gan index hai dau (index 5 va 7), sau dé chay phdn iing

nhdn ban thw vién. Sdn phcfm sau nhan ban dwoc tinh sach, do no”‘ng do va cho vao gidi trinh tu.
2.7. Quan ly va phan tich so li¢u

S6 liéu s& dugc nhap va quan 1y bang phan mém Redcap (Research
Electronic Data Capture, https://www.project-redcap.org/), phan tich thong ké
bang phian mém R, phéan tich metagenomics bang cong cu tin sinh hoc nhu
Qiime2 va mot s6 ludng phan tich khac.

2.7.1. Nhdp va qudn Iy so liéu bang REDCap

Thong tin bénh nhan dugc thu thap trong qua trinh thu tuyén mau va tir
bénh 4n ctia bénh nhan. S6 liéu dugc nhip qua REDCap voéi cac truong thong
tin vé nhan khau, 1am sang va can 1am sang, két qua xét nghiém, nudi cdy vi
sinh vat gy bénh.

Ly do lya chon REDCap: day la mot ing dung dya trén co s& website,
an toan dé xay dung va quan 1y cac khao sat va co so dir liéu truc tuyén. Phan
mém mién phi cho cac d6i tic cia REDCap. REDCap c¢6 nhiéu tinh ning, bao
gom [60, 61]:

Thiét ké du an truc tuyén hoac ngoai tuyén: Truc tuyén béng trinh thiét
ké truc tuyén hodc ngoai tuyén bang cach st dung mot mau tir dién dir liéu cua
Wikipedia trong Microsoft Excel c6 thé dugc tai 1én REDCap.

Bao mat dit li¢u: Nhap dit li¢u hodc xay dung khdo sat hodc co s¢ dix
liéu truc tuyén tr mo1 noi qua két ndi web an toan, bao mat véi ma xac thuc.
Nguoi str dung co quyén kiém soat truc tiép va toan bd hé théng cua minh,
REDCap dugc ca nhan hoa hoan toan dé dap ung cac chinh sach bao mat va

nhu cau cua nguodi dung.
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Nhanh chong va linh hoat: viéc xay dung co s¢ dit licu, phiéu khao sat
dugc thuc hién ngay trén website.

Hoan toan tuy chinh: Can bo nghién ctru duoc phan quyén cé thé kiém
soat viéc dinh hinh co s¢ dir liéu.

Theo ddi hoat dong ngudi dung: Dé theo ddi thao tac dir liéu va hoat
dong cua ngudi ding nham dam bao tinh toan ven cua dit liéu va khoi phuc khi
can thiét. Nguoi quan 1y s6 liéu c6 thé kiém tra ngay sau khi dir liéu duoc tai
1én co s& dir liéu tir cac thiét bi gitp thu thap sd liéu nhu may tinh, méy tinh
bang, dién thoai thong minh.

Dit liéu duoc trich xuét sang nhiéu dinh dang khac nhau: nhu Excel, PDF,

cac phan mém phan tich pho bién nhu SPSS, SAS, Stata, R.

2.7.2. Phan tich thanh phéan phén lodi cdc mdu bénh phim bang kj thudt

metagenomics (qiime2, dada?2, picrust, v.v.)

Két qua thu dugc sau gidi trinh ty phan tich dé x4c dinh cac dic diém sau:

- Thanh phan phan loai (tr mtic loai hodc chi tré 1én)

- Pa dang sinh hoc (chi s6 alpha va beta) ctia cac miu

- Do phong pht cua ting nhém (muc loai, chi hoac cao hon)

Céc thong tin nay trén nhém bénh pham mau, dich ndo tuy va trén cac
nhom ddi sanh (ndo ung thily sau nhiém trung, ndo Gng thuy nguyén phat,
nhiém trung so sinh) s& duoc phén tich so sanh twong quan dé xac dinh tac nhan
tiém nang nham hinh thanh céc gia thuyét vé tac nhan giy bénh.

Két qua giai trinh tu 16S rRNA tir 300 mau dich ndo tuy va mau tir hai
nhém NUT va NTSS duoc lam sach va phan tich qua QIIME1/2, dé xac dinh
vi tri phan loai, cac doan tinh sach sau khi xtr Iy dugc phéan tich, nhitng doan c6
do tuong déng trén 97% [42] s€ dugc nhom vao mot don vi phan loai churc
ning (OTU). Két qua c6 172 mau dich ndo tuy va 68 miu mau co két qua dat

chat luong phan tich. Sau d6, sb liéu giai trinh ty 16S duoc duge khir nhidm
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bang Portra — 13 g6i phan tich va 1am sach dit liéu dugc tich hop v6i R va
Decontam R (https://benjjneb.github.io/decontam/vignettes/decontam_intro.
html).

Két qua giai trinh ty RNA (RNA sequencing - RNA-seq) dugc kiém tra

chat lugng qua Fastq file va MultiQC. Giai trinh tur RNA-seq 1a giai trinh tu
v6i d6 sau tdi vu 12 50 triéu doc (high depth sequencing with 50 million reads).
D0 sau gidi trinh ty cao hon tao ra nhiéu 1an doc thong tin hon, diéu nay lam
tang sirc manh thong ké dé phat hién biéu hién khéc biét giita cac gene c6 mirc
d6 biéu hién thap hon [220]. Do dir liéu vé RNA-seq 1a rat 16n nén phai sir dung
cong cuy tin sinh hoc hd tro. Nghién ctru nay duoc thuc hién béi nhom chuyén
gia phan tich sb liéu cua truong dai hoc bang Pennsylvania. Dit liéu sau khi
sang loc loai bo adapters thi dugc chay loc loai bé gene co nguén géc tor nguoi
(human gene), stt dung goi phan tich Bioconductor MicrobimeExplorer [206].
Sau d6, s6 liéu dugc so sanh v6i ngan hang dit liéu ID-seq dé tim ra céc vi sinh
vat ¢o trong quan thé (https://idseq.net). Dit lidu tir ID-seq s& duoc xem xét va

phan tich qua goi PathSeeker (https://github.com /Mercedeh66/PathSeeker)

tich hop trén R dé loc s6 liéu hiéu qua va dua ra két qua chinh xac vé quén thé
vi sinh vat. PathSeeeker duoc phat trién bdi nhom chuyén gia vé phan tich s6
ligu cua dai hoc Yale, My. Két qua c6 85 mau dich ndo tuy va 52 mau mau dat

tiéu chuan phan tich.
2.7.3 Xir Iy va phan tich s li¢u

Céc tac nhan gay bénh dugc xac dinh thong qua giai trinh tu gene ctua
tac nhan vi sinh s€ dugc mo ta béng phan loai dinh danh tdc nhan va mo ta mbi
lién h¢ gitra cac chung cua cung loai tac nhan trén cic bénh nhan khac nhau
bang cay tién hoa. S lidu diéu tra dugc 1am sach va phan tich bang R. Thong

tin chua dﬁy du duoc thu thap br?mg hdi ctru bénh 4n.


https://benjjneb.github.io/decontam/vignettes/decontam_intro
https://idseq.net/
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Phan tich sinh hoc phan tir 16S rRNA va RNA-seq bang cach sir dung R,

va go6i phan tich Bioconductor/metagenomeSeq (http:/www.cbcb.umd

.edu/software/meta genomeSeq) [206]. P6i voi 16S rRNA, phan tich da dang

va hién thj hoéa: Nghién ctru da dang hé vi sinh vat (alpha diversity) duoc thuc
hién dua trén xac dinh mot s6 chi s co ban, trong d6 quan trong nhat 1a cac chi
s6 Shannon, Simpson, ACE va Chaol [69]. Phuong phap toa d (ordination)
duogc sir dung dé mé ta mdi quan hé giira cac kiéu thanh phan loai va bién thién
moi trudng co ban, st dung phd bién trong cac phan tich thong ké véi nhiing
bo dit liéu 16n (big data) [34]. Phan tich toa do chinh (PCoA) dé danh gia sy
khéc biét trong cac mau hé vi khuén duong rudt, cac OTU vi khuan ¢ murc do
chi d3 dugc gin vao ma tran PCoA thay vi PCA. Ddi véi RNA-seq, dit liéu tir
ID-seq s€ dugc xem xé va phan tich qua go1 PathSeeker
(https://github.com/Mercedeh66/PathSeeker) tich hgp trén R dé loc sb liéu hiéu
qua va dua ra két qua chinh xac vé quan thé vi sinh vat. PathSeeeker dugc phat
trién bai nhom chuyén gia vé phén tich sd liéu cua dai hoc Yale, My. Str dung

phan mém R phién ban 4.2.3 dé v& biéu d6 va phan tich.
2.8. Vén dé dao dirc trong nghién ctru

Muc dich ctua nghién ctru dugc thong bdo, giai thich voi gia dinh va
ngudi nha bénh nhi. i twong chi duge dua vao nghién ciru sau khi c¢6 su dong
¥. Moi thong tin c4 nhan ctia bénh nhi va cta gia dinh bao dam tuyét dbi bi mat
chi dugc st dung vao muc dich nghién ctru khoa hoc cua dé tai.

Pay 14 nghién ctru quan sat khong can thiép moi két qua, y kién dé xuét
ctia d¢ tai chi nham muc dich ning cao chat luong diéu tri, chdm séc va nang
cao strc khoe tré em.

Nghién ciru da dugc thong qua hoi dong dao duc theo gidy ching nhan
s6 HPDD - 17/2019 ngay 01/7/2019 ctia Vién Vé sinh dich t& Trung wong va
s6 1227/BVNTW-VNCSKTE ngay 04/9/2019 ctia Bénh vién Nhi Trung wong.


https://github.com/Mercedeh66/PathSeeker
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Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. M6 ta mot so dic diem l1am sang va can 1am sang cua bénh nhi nio ing

thiiy va nhiém trung so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong, 2019-2020

3.1.1. Mot s6 diic diém nhan khiu hoc ciia bénh nhan nio ting thiiy va
nhiém tring so sinh
3.1.1.1. Mt 56 diic diém ciia tré méc nio ting thiiy

Bang 3.1. Mét s6 diic diém nhan khau hoc ciia nhém bénh nhan

nao ung thuay (n =41)

Pic diém Chi s

Tubi (thang) GTTB + SD 4,0 +3,1

Can nang (gram) GTTB = SD 5502,0 +£2686,4

Chiéu cao (cm) GTTB £+ SD 55,4 +£9,1

Kich thuéc vong dau (cm) GTTB + SD 41,5+ 7.6

Tubi thai lfic sinh (tudn)  GTTB % SD 33,3+4.,8

Thu tu tré, n (%) 1 12 (29,3%)
2 8 (19,5%)
3 6 (14,6%)
4 1 (2,4%)

Hinh thuc sinh, n (%)

Sinh thuong 17 (41,5%)

Sinh mo 7 (17,1%)

Phan nhom NUT, n (%)

NUT sau nhiém tring 25 (61,0%)

(PIH)

NUT khong do nhiém 16 (39,0%)

trung (NPIH)

Ghi chu: GTTB: gia tri trung binh, SD: D¢ léch chudn, n: sé luong, %: ty l¢é

phan tram
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Sb lugng bénh nhan du tiéu chuén tham gia nghién ctru 1a 41 bénh nhan,
trong d6 ¢ 28 nam va 13 nit thudc hai nhém NUT do nhiém trung (PIH - chiém
61,9%) va NUT khong do nhiém tring (NPIH - chiém 38,1%). D6 tudi trung binh
cua nhom 1a 4,0 thang, can nang trung binh 1a 5502,0 gram. Chiéu dai trung binh
14 55,4 cm véi kich thuéc vong dau 14 41,5 cm. Tudi thai trung binh ctia nhém 13
33,3 tuan véi s tré sinh non 18/41 (tuong duong 43,9%). Tré sinh ra 1a con thir 1

va 2 1a chu y€u, va ty I¢ sinh thuong chiém da so.

1 Tinh, S6 lugng
Ha Noi
Nghé An
Ha Tinh

oo

Hai Duong
Hung Yén
Nam Dinh
Pht Tho
Son La
Thanh Hoa
Béc Giang

Ha Giang
Ha Nam
Hoa Binh
Lang Son
Thai Binh
Thanh Héa
TONG 41

e e e e = NN NN NN W W AN

Hinh 3.1. Phin bd ciia bénh nhéan Nio ting thiiy theo khu vue dia ly
Trong nghién ctru ndy, Ha Noi c¢6 s6 lugng tré nhiéu nhat (8/41) so véi

cac tinh khac. Tuy nhién, ty 1¢ tré dén tir nong thon va mién nui phia béc 14 cao
nhét, chiém 68,3% trong d6 19,5% s6 tré thudc khu vy mién nai. Ty 18 tré 1a

dan toc thiéu s6 chiém 9,7% (H’mdng, Kho mu va Tay) , con lai 1a dan toc kinh.
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Bang 3.2. Pic diém cin 1Am sang ciia bénh nhan nio vng thiy

Pic diém Gia tri trung Po léch  Nguwang chuin
binh chuin

Bach cau (10°/L) 12,1 6,2 3,5-10,5

Huyét sac t6 (g/L) 125,6 94,9 104-125

Neutrophil (10°/L) 4.4 3.1 2,5-64

Lymphocytes (%) 52,9 15,6 20-25

Eosinophiles (%) 3,4 3,9

Basophiles (%) 0,3 0,2

Protein dich ndo tuy (mg/L) 2,6 4,3

Céc chi s0 xét nghiém ctia nhom bénh nhan NUT & bang 3.2, cac chi s

vé mau déu thé hién trong co thé nguoi bénh ¢ xuat hién sy nhiém trung hay

khong. Cu thé, gia tri trung binh ciia bach ciu 14 12,1 cao hon so véi ngudng

8,7 — 16,7 x 10%/L, chi sé Lymphocytes trung binh 52,9% trong khi ty 1& nay ¢

nguoi binh thuong la to 20-25%.

Bang 3.3. Két qua chin doan bénh nhén truéc va sau khi ra vién

Dac diem

S6 lwgng (%)

Truwoc khi vao vién

Gian ndo that

Gian ndo that tir bao thai
Viém mang ndo

Nhiém tring so sinh

Ra vién

Nao Ung thuy

Viém mang ndo (NTSS)
Suy ho hip

18 (43,9 %)
6 (14,6 %)
13 (31,7 %)
5(12,1 %)

30 (73,2 %)
9 (22,0 %)
2 (4,8 %)

Trong s6 41 tré mdc ndo Ung thuy, chan doan trudc khi vao vién dugce

chia thanh bon dac diém chinh: Gidn ndo thét, gian nao that tir bao thai, viém
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mang ndo va nhiém trung so sinh. Trong d6, mat $6 nguoi bénh co6 ca hai hodc
ba dic diém nay, cu thé: 18 trudng hop c6 du hiéu ting kich thudc vong dau
va chan doan gidn ndo that, 13 truong hop chan doan viém mang nio (bao gdbm
04 tré sinh non), 06 tré gidn ndo that tir trong bao thai va 05 tré chan doan nhiém
trung so sinh (bao gdm 02 tré sinh non). Chan doan sau khi ra vién c6 30 trudong
hop (twong tng 73,2%) 1a ndo ung thity, 09 bénh nhan chan doan viém mang
ndo do tic nhan vi sinh (chiém 22,0%) va 02 trudng hop suy ho hap (chiém
4,8%). Trong nhém NUT nghién ctru, ¢6 03 truong hop tré sinh non mac bénh
nang va tr vong (mo ta & bang 3.4), ty I¢ tir vong ca bénh 1a 7,3%.

Bang 3.4. Pic diém cia bénh nhi nio ing thiy tir vong

Pic diém Bénh nhi 1 Bénh nhi 2 Bénh nhi 3
Tu6i khi nhip vién
. 0 40 41
(ngay)
Gidi tinh Nam Nam Nam
Can ning (g) 970 1500 3000
Tuoi thai ltic sinh
. 26 27 32
(tuan)
Hinh thirc sinh Sinh thuong Sinh thuong Sinh mo
Chin do4n
. . Viém mang
Bénh chinh Suy ho hap Gidn ndo that
nao do E. coli
Xuat huyét Nhiém trung
Bénh kem theo Dé non .
nao do 4 so sinh
Thoi gian diéu tri
34 8 133

(ngay)
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Ba ca tir vong 13 cac bénh nhi dudi 2 thang tudi, gidi tinh nam va déu 1a
cac truong hop sinh non dudi 37 tuan. Chan dodn bénh chinh 1a suy ho hép,
gidin ndo that va viém mang néo do E. coli. Thoi gian diéu tri hay thoi gian nam

vién 1an luot 12 34 ngay, 8 ngay va 133 ngay.
3.1.1.2. Mgt 56 dic diém ciia tré nhiém tring so sinh

Bang 3.5. Mot s6 diic diém nhan khau ciia nhém bénh nhan nhiém tring

so' sinh (n = 142)

Pic diém Chi sb
Tudi (ngdy) GTTB + SD 9,1 + 10,1
Gidi tinh, n (%)
Nam 92 (64,8 %)
Nit 50 (35,2 %)
Can nang (gram) GTTB +SD 2867,9 £ 1033,3
Kich thuéc vong dau (cm)  GTTB + SD 32,4 £3,5
Tubi thai lic sinh (tuin) GTTB + SD 36,3 + 4,0
Phdn nhém tudi thai, n (%) <37 tuan 51 (35,9%)
> 37 tuan 87 (61,3%)
Thoi gian v 6i (gid) GTTB + SD 2,5+7,1
Thir tu tré, n (%) 1 62 (43,7 %)
2 48 (33,8 %)
3 29 (20,4 %)
4 2 (1,4 %)
Hinh thuc sinh, n (%)
Sinh thuong 74 (52,1%)
Sinh mé 67 (47,2%)

Ghi chii: GTTB: gid tri trung binh, SD: D léch chudn, n: s6 heong, %: ty 1é phan tram
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S lwong bénh nhan tham gia nghién ciru 1a 142 tré. Tudi trung binh nhap
vién ciia tré 14 9,1 ngay voi tudi thai khi sinh trung binh 1a 36,3 tuan, ty 18 tré
sinh du thang cao hon so vdi tré dé non. Ty 1€ nam va nit nhap vién lan luot 1a
64,8% va 35,2%. Can nang trung binh cia nhom NTSS khoang 2867,9 gram,
kich thudc vong dau trung binh 1a 32,4 cm. Tudi thai trung binh 36,3 tuan, ty
1é sinh thuong 13 52,1% va sinh mo 1a 47,2%. Tré sinh non dudi 37 tuan chiém

35,9%, tré sinh du thang 1a 61,3%. Tré sinh ra 1a con dau long chiém 43,7%.

.......

Tinh S6 lwgng

o IHa Noi

Thanh Hoa

IHung Yén

Son La

INam Dinh

[Phti Tho

IHai Duong

INinh Binh

Thai Binh

[Ha Nam

\Vinh Phic

Bic Giang

IHai Phong

INghé An

'Yén Béi

Béc Ninh

[Ha Tinh

Quang Ninh

Tuyén Quang

Bic Kan

Gia Lai

IHa Giang

IHoa Binh

Lang Son

3 ILao Cai

I Théi Nguyén
18

W
W

—
~

—
[=]

=)
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TONG 142

Hinh 3.2. Phan b6 bénh nhan nhiém tring so sinh theo khu vie dia ly
Sau khi phan tich s6 liéu vé ddc diém dia 1y cho thiy bénh nhan tap trung
& khu vuc Ha Noi (24,6%) 1a cao nhit va rai rac & cac tinh thanh khu vuc phia
Bic. Ty I¢ tré dén tir thanh phé chiém 39,4 %, tré thudc khu vuc mién ndi 1a

12,7% va 47,9% tré thudc khu vuc néng thon.
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Bang 3.6. Pic diém cin lAm sang ciia bénh nhan nhiém trang so sinh (n = 142)

, Trung Do léch Nguong

Dac diem . 2
binh chuan chuan
Bach cau (10°/L) 15,1 8,0 3,5-10,5
Heamoglobin (g/L) 132,4 25,9 104-125
Neutrophil (10°/L) 8,6 6,2 2,5-64
Lymphocytes (%) 28,1 15,4 20-25
Eosinophiles (%) 2,9 3,1
Basophiles (%) 0,8 2,5
S6 lugng té bao trong dich nio
. 660,1 6314,5

tuy (té bao c6 nhan/mm3)
Protein dich ndo tuy 2.4 10,0

Céc yéu t0 sinh hod mau thé hién tinh trang nhiém trung cua tré vé1 gia

trj trung binh cta bach cau 1a 15,1 x 10%L, bach cau trung tinh (neutrophil) 1a

8,6 x 10%/L va ty 1¢ eosinophiles 13 2,9%, sd luong té bao trong dich ndo tuy 1a

752,9/mm3, céc chi s6 nay déu cao hon so v41 ngudng ti€u chuan.

Bang 3.7. Chan doan bénh nhan nhiém triung so sinh khi ra vién (n=142)

Chén doan

S6 lwong Ty 1€ %

Nhiém trung so sinh (NTSS)
NTSS

NTSS do ndm Candida

NTSS do E.coli

NTSS do Enterobacter

Séc nhiém tring

Nhiém trung tiét ni¢u
Nhiém trung thin kinh

Viem mang ndo (VMN)

VMN do Enterovirus

75 52,8
70

1

1

1

2

1 0,7
28 19,7
21

2
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Chan doén S6 lwong Ty 1€ %
VMN do Herpatitis E Virus - HEV 3

VMN do Respiratory Syncytial Virus - ;

RSV

VMN do Herpes Simplex virus - HSV 1

Suy hé hap 14 9,9
Nhiém trung hé hap 9 6,4
Viém dwong hé hdp 2

Viém phé qudn 4

Viém phé quan do Elizabethkingia 1

Viém phoi 2

Tiing huyét ap phéi so sinh 1 0,7
Nao ung thuy 2 1,4
Xuit huyét nio 1 0,7
Giang mai bam sinh 2 1.4
Sinh non 4 2.8
Bénh khac 5 3,5

Chan doan bénh nhi mac nhiém tring so sinh chiém ti 1& cao nhét la
52,8%, trong d6 mot sd trudng hop xac dinh cin nguyén qua nudi ciy hoidc xét
nghiém PCR da mdi (NTSS do ndm, do vi khuan E.coli va Enterobacter).
Nhiém trung tiét niéu xac dinh 01 truong hop. Nhidm tring than kinh chiém
19,1% trong d6 mot s bénh nhi xac dinh dwogc tac nhan gy viém mang nio do
vi rat nhu Enterovius, vi rat hgp bao hé hip, vi rit viém gan E hay vi rat Herpes.
Suy ho hép chiém 9,9%, nhidém tring ho hip co ty 1& 6,4% va ting huyét ap
phéi so sinh chiém 0,7%. Trong s6 cac bénh nhan, ¢6 02 bénh nhan chan doan
mac ndo ung thuy c6 ty 1& 1,4% va 01 bénh nhan xuat huyét ndo chiém 0,7%.
Giang mai bam sinh c6 02 trudng hop, sinh non c6 04 truong hop. Cac bénh
khac bao gém ngat sau sinh, loan san phé quan phdi, co giat so sinh va dong

kinh. Cac bénh nhi nay khi nhap vién dugc chan doan nhiém trung so sinh
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nhung két qua nudi cdy va xét nghiém khong phat hién dugc tac nhan gay bénh.
Trong s6 bénh nhian NTSS, ¢6 12 tré ning va tir vong (mo ta trong bang 3.8),

ty 1€ tor vong ca bénh 1a 8,5%.

Bénh nhi tir vong do nhiém tring so sinh déu dudi 1 thang tudi. Trong
sO 12 tré, ty 1& theo gi6i tinh 1a 07 nam va 05 nit. Tré sinh non duéi 37 tudn 13
06 truong hop va ciling 14 tré sinh ra nhe can. Tré sinh thudng nhiéu hon tré sinh
md, thoi gian nam vién da phén dudi mot thang, c6 mat trudong hop diéu trj 53

ngay.
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Bang 3.8. Pic diém ciia bénh nhi méc nhiém tring so sinh tir vong

Pic diém BN1 BN2 BN3 BN4 BNS5
Tudi khi nhap
28 0 1 18 8
vién (ngay)
Gidi tinh Nam Nam N N Nam
Can nang (g) 1200 3000 970 2280 1600
Tudi thai lic
. 29 39 29 35 30
sinh (tuan)
Sinh Sinh Sinh Sinh Sinh
Hinh thirc sinh , , ,
mo mo mo thuong  thuong
Chan doan
hock
Bénh chinh NTSS NTSS  NTSS NTSS
TSS
Suy h6 Suy ho
Bénh kem theo , ,
hap hap
Thoi gian nam
7 11 53 2 31

vién (ngay)

Chii thich: BN: Bénh nhi, NTSS: nhiém tring so sinh

BN 6

Nam

3000
40

Sinh
thuong

NTSS

BN 7 BN 8 BN 9 BN 10
5 0 26 7
Nam Nt Nt Nam
2800 2700 1600 2600
38 40 29 37
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27 3 11 3

BN 11

N
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40

Sinh
thuong
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3.1.1.3. Két qud xét nghiém mién dich ciia bénh nhén néo ung thuy va nhiém

trung so sinh

a. Nao ung thuy

Bang 3.9. Két qua xét nghiém mién dich ty dong va test nhanh cia

bénh nhan nio ung thuy

Két qua phan ing mién dich ty dong S6 lwong
Vi rut Cytomegalo (CMV) IgG duong tinh 01
Duong tinh voi Vi rut Cytomegalo CMV IgG - 01

IgM va vi rut Herpes HSV 1+2 IgG

Am tinh 27

Két qua phan tng test nhanh

Duong tinh véi Vi rit hop bao hé hdp 02
A (RSV A)
Am tinh 10

Ty 18 (%)
2,4

2,4

65,8

5,1

24,3

Khong phai tat ca cac bénh nhan ndo tng thuy duoc xét nghiém mién

dich ty dong va test nhanh v41 mdt s6 tac nhan gay bénh phé bién, bac si dua

trén chan doan lam sang d€ yéu cau thuc hién cac xét nghiém nay. Trong s6 29

bénh nhan dugc thyc hién phan ing mién dich tu dong, 01 bénh nhan duong

tinh vo1 IgG vi rat Cytomegalo (CMV), 01 bénh nhan duong tinh voi ca 1gG —
IgM vi rat Cytomegalo (CMV) va IgG cua vi rat Herpes 1+2 (HSV). Trong 12

bénh nhan c6 két qua test nhanh, 02 bénh nhan dwong tinh vé6i vi rat hop bao

hé hip A (RSV A).

b. Nhiém trung so sinh

Bang 3.10. Két qua xét nghiém mién dich tw dong va test nhanh ciia

bénh nhan nhiém trung so sinh (n=142)

Pic diém S6 lwong Ty 18 (%)

Két qua phan tng mién dich tu dong
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Pic diém S6 lwong Ty 18 (%)
CMV IgG/IgM 23 16,2
HSV 1+2 IgG 17 12,0
Rubella IgG 16 11,3
Treponema pallidum TPHA 5 3,5
EBV-VCA IgG 5 3,5
Toxoplasma IgG 4 2,8
Két qua phan ng test nhanh

Respiratory syncytial virus A (RSV A) 10 7,0
Am tinh 19 13,4
Khong thuc hién 113 79,6

Két qua phan tng mién dich ty dong cho thidy Cytomegalovirus - CMV
IgG/IgM duong tinh c6 ty 1& cao nhat 1a 16,2%. Herpes simplex viruses — HSV
1+2 IgG va Rubella IgG c6 ty 1¢ duong tinh lan luot 1a 12,0% va 11,3%, theo
sau la Treponema pallidum TPHA va vi rat Epstein-Barr - EBV VCA IgG véi
ty 1& bang nhau 3,5%, Toxoplasma IgG chiém 2,8%. Phan tng test nhanh
Respiratory syncytial virus A (RSV A) - vi rat hop bao ho hap c6 ty 1é duong
tinh 1a 7,0%.

3.1.2. C4c tac nhan giy bénh nio iing thiy va nhiém trung so sinh & tré so

sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong, 2019-2020

a. Két qud phadt hién mot sé tdc nhén gdy bénh ndo ung thuy
Két qua nudi cdy mau va dich ndo tuy ciia nhém nao tung thuy 1a 4m tinh.
Mau dich ndo tuy va mau mau ciia bénh nhan duoc thuc hién chay PCR

da moi phat hién nhiéu tac nhan [23].
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35 A
30 A
25 A
20 A
15 A
10 A
> 1 2 1 1

0 E— | E— E—

S6 lwong

Cytomegalo  E.coli KI  Enterovirus Streptococcus Khong thuc
(CMYV) pneumonie hién

Tén vi sinh vat
Hinh 3.3. Két qua PCR miu dich nio tuy ciia bénh nhén nio tng thiy

Két qua PCR ¢ mau dich ndo tuy ctia bénh nhan NUT phat hién 5 tac
nhan giy bénh bao gdm Cytomegalovirus, Enterovirus, vi khuan Escherichia
coli K1 va Streptococcus pneumoniae & 5 bénh nhan dugc chi dinh thuc hién
xét nghiém (hinh 3.3). Theo $6 lieu ghi nhan, 01 bénh nhan bénh nhan dugc xét
nghiém realtime PCR véi CMV ¢6 két qua dudi 1000 copy/ml trong s6 02 bénh
nhan c6 xét nghiém CMV IgG duong tinh.

b. Két quda phat hién tac nhdn gay bénh nhiém trung so sinh

Bénh nhi nhiém trung so sinh dugc thuc hién nudi cdy mau bénh pham

mau va dich ndo tuy dé phat hién tic nhan gy bénh.
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Khong thue hién
7,7%

Duwong tinh,
28,2%

Am tinh
64,1%

Hinh 3.4. T 1¢ nudi cdy mau (n = 142)

Trong tong s6 142 bénh nhi c6 131 bénh nhan c6 két qua nudi cdy mau

voi ty 1€ duong tinh 1a 28,2% (hinh 3.4).
Bang 3.11. Két qua nudi cAy phat hién tic nhin giy bénh ciia
nhiém triing so sinh
MAu bénh phim
STT Vi sinh vat
Méu Dich nao tuy
Gram am

1 Klebsiella pneumoniae 11
2 Escherichia coli 6 |
3 Enterobacter cloacae 3
4  Burkholderia cepacia 2
5  Pseudomonas aeruginosa |
6  Acinetobacter baumannii 1
7  Elizabethkingia meningoseptica 1 |
8  Acinetobacter iwolffii, Escherichia coli 1
9  Achromobacter xylosoxidans 1
10 Enterobacter aerogenes 1
11 Serratia fonticola 1
12 Serratia marcescens 1
13 Stenotrophomonas maltophilia 1
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MAu bénh phim
STT Vi sinh vat
Mau Dich nao tuy
Gram duong
1 Staphylococcus aureus 2
2 Staphylococcus haemolyticus 1
3 Staphylococcus epidermidis,
Corynebacterium spp. 1
4  Enterococcus faecium 1
5 Streptococcus agalactiae 1
N4Am
1 Candida guillerrmondii 1
2 Candida orthopsilosis 1
3 Candida tropicalis 1
Am tinh 91 128
Khong thuc hién 11 12
TONG 142 142

O nhom bénh nhi mac NTSS, ¢6 40 trudng hop bénh nhi ¢6 két qua nudi
cdy mau duong tinh véi vi sinh vét gdy bénh (twong duong 28,2%), cac vi sinh
vét gdy bénh ciing duoc phat hién chu yéu thong qua nudi cdy mau bao gdm vi
khuan thudc nhém Gram am, Gram duong va nim (bang 3.11). Ty 1& nudi cay
dich nao tuy duong tinh la 1,4% twong Umg v61 02 truong hop, trong d6 mot
bénh nhi duong tinh v61 Elizabethkingia menigoseptica va mot nguoi duong
tinh v&i Escherichia coli. Két qua nudi cdy phat hién mot sb cac tac nhan vi
khuan thuéc nhém Gram am nhu Klebsiella pneumoniae (11 mau bénh pham),
Escherichia coli (07 mau), Burkholderia cepacia (02 mdu), Enterobacter
cloacae (03 mau), Elizabethkingia menigoseptica (02 mau) (bang 3.11). Vi
khuan Klebsiella pneumoniae ¢6 ty 1& nudi cdy duong tinh cao nhat 1a 7,7%,
sau d6 13 E. coli v&i 4,9%. Vi khuan Gram dwong c6 nhom Staphylococcus spp.
v6éi Staphylococcus aureus xuat hién & 02 miu mau, Staphylococcus

haemolyticus & 01 mau, Staphylococcus epidermidis va Corynebacterium spp.
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doéng thoi ¢ 01 mau, Enterococcus faecium c¢6 01 miu va Streptococcus
agalactiae ¢6 & 01 mau. Cac vi khuan dugc phan lap thuéc nhom Gram 4m
chiém s luong 16n hon (33 miu) so v6i vi khuan Gram duong (6 miu) va
Gram duong chi ¢6 két qua nudi cly mau. Trong cac tac nhan co su xuat hién
ciia ndm Candida spp. bao gdm ba chung: Candida guillerrmondii, Candida
orthopsilosis va Candida tropicalis. M&i ching nAm duogc phat hién ¢ 01 mau
mau qua nudi cdy. Phuong phap nuéi cy cho ty 18 phat hién tac nhan gay bénh

& nhom nhiém tring so sinh 13 14,8% trén tong s6 284 mau bénh pham mau va

dich ndo tuy.
140 133
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m Mau
80
o0 ® Dich ndo
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Vi sinh vat

Hinh 3.5. Két qua PCR da mdi cho miu NTSS (n = 142)
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O bénh nhan NTSS, vi khuan phat hién dugc biang phuong phap PCR da
moi 1a Streptococcus pneumonia trén mau bénh phim mau. Céc tic nhan vi rat
nhu Cytomegalovirus (CMV), Enterovirus (EV), Herpatitis E virus (HEV) va
Herpes simplex 2 virus (HSV-2) dugc phat hién bang phuong phap PCR, trong
d6 HEV ¢6 sb luong nhiéu nhit 13 8 mau v4i 7 mau dich ndo tuy va 01 mau
mau. Vi rat dai thuc bao (Cytomegalovirus — CMV) ¢6 & 03 miu bénh phdm

trong d6 c6 02 mau mau va 01 mau dich ndo tuy.

3.2. Giai trinh tu gene thé hé méi xac dinh tac nhan giy bénh nio Ging thiy

va nhiém trung so sinh
3.2.1. Ung dung giai trinh tw gene 16S rRNA trong phat hién tic nhan giy
bénh nio ung thity va nhiém trung so sinh

3.2.2.1. Két qud phdn tich so sanh cdac chi s6 da dang sinh hoc

FastQC: Per Sequence Quality Scores
le6

0 5 10 15 20 % 0
Mean Sequence Quality (Phred Score)

Hinh 3.6. Chi s6 kiém soat chit lwgng ciia giai trinh tw (Phred score) ciia
mAiu miu — nhém nhiém tring so sinh
Két qua giai trinh tir 16s RNA duoc danh gia chét luong qua chi s6 Phred

score — danh gid d§ chinh x4c cua céc lan goi (base call). Poi voi két qua dau ra
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ctia nghién ctru ndy, chi sé Phred 14 trén 30 (sdp xi 34), v6i san pham tir giai
trinh tu Illumina thi 1a dat tiéu chuan dé thuc hién phan tich [148].

4

T-test, p=0.53

4
2 A

Chi so0 Shannon
N

Miau Dich nao tuy

Hinh 3.7. Chi s6 da dang sinh hoc loai H (Shanon index)

Chii thich:cham tron nhé mau xanh: cdc nhém vi sinh vdt ¢ mau dich néo tuy, cham
tron nhé mau do: cdc vi sinh vt & mau mdu; dwong ké thé hién sy twong dong hay cing mot
nhém vi sinh vét & cd hai mau.

Khi phan tich chi s6 da dang loai (Shannon index) ¢ ca hai nhém mau va
dich ndo tuy cta bénh nhan NUT va NTSS, & mau mau (thudéc nhém NTSS),
chi sb nay trong khoang tir 1-3,6, & dich ndo tuy 13 0,5-3,8. Chi s6 Shannon —
Weiner cang cao thi quan xa cang da dang [200]. Gi4 tri cia Shanon thuong tir

1,5 d&én 3,5, hiém khi vuot qua dugc 4,5. Su da dang vé tac nhan vi sinh vt 1a
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tuong d6i cao & ca hai nhom méau. Thém vao d6, khi nhin vao biéu d6 phan bd
hinh 3.7, khi so sanh giita hai nhém mau c6 thé thay khong c6 su khéac biét vé
tinh da dang vi sinh vat (v61 t-test p > 0,05). Ciing c6 thé théy, & mau dich ndo
tuy, mot s6 vi sinh vat c6 murc d6 da dang loai thp (chi s Shannon < 1) nhung
nhitng vi sinh vt nay la c6 mirc d§ da dang loai cao & nhém mau (chi $6
Shannon = 3), va nguoc lai, chi s6 da dang thép & mau mau nhung lai cao &

dich ndo tuy.

0.2

0.0

PCoA Axis 1 (7,786%)

9 Blood
@ CSF
-0.2 4

02 00 02 04 06
PCoA Axis 2 (4,804%)
Hinh 3.8. Két qua phén tich toa dd chinh (PcoA) & hai miu mau va
dich nao tuy.

Chu thich: mau do: mau bénh pham mau, mau xanh: mau dich ndo tuy; cac dwong
ke la sw phan bo theo cdc chiéu cua nhom vi sinh vat.
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Hinh 3.8 1a két qua phan tich cac thanh phan chinh (Principle coordinate
analysis — PCoA) thé hién su phan bd dua trén ma tran don vi phan loai
(Operational Taxonomic Units — OTU) ctia mau méu va dich ndo tuy. Chiéu
dinh vi 1 (Axis 1) va 2 (Axis 2) giai thich va thé hién cho 7,786% va 4,804%
toan bo dit liéu. Bén canh do, co thé théy tam cua hai phan bd cua cta hai nhom
kha gan nhau, cho thiy thanh phan vi khuin trong mau va dich ndo tuy cé xu
huéng phan nhom tuong ddi gidng nhau. Phan tich PCoA cho thay cac diém
dir liéu ctia hai nhém mau méu va dich ndo tuy phan bd tuong ddi gan nhau
trén cting mot truc, diéu nay cho thdy khong co su khac biét 16n vé thanh phan

vi khuén giira hai nhém mau.
3.2.2.2. Thanh phén vi sinh vit gay bénh & ndo ving thiiy va nhiém triing so sinh

Két qua phan tich thanh phan loai cho thidy & mau mau c6 52 chi cua tac
nhan gdy bénh dugc tim thay trén tong sé 71 miu mau ciia nhém nhiém tring
so sinh ¢6 két qua giai trinh ty 16S rRNA (hinh 3.9). Trong d6 c6 su xuat hién
cua Corynebacterium, Staphyloccoccus, Acinetobacter, Pseudomonas voi tan
xudt xudt hién ¢ cac mau chiém ty 1é cao. Mau mau chi c¢6 ¢ bénh nhan nhiém

trung so sinh.
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Hinh 3.9. Tinh da dang trong thanh phin loai khi phan tich 16S rRNA ¢ miu m4u ciia nhém NTSS

Chii thich: Truc tung la ma sé bénh nhan, truc hoanh la tén vi khudn; Mi 6 mau dé twong vmg véi két qua phat hién tac nhén
gay bénh trén mau bénh phcfm mau. Vi du: két qua gidi trinh tw 16S rRNA cua mau mdu cia ma 7092 1a cé su xudt hién cia vi

khudn nhém Streptococcus, Anaerococcus, Staphylococcus, Athrobacter D va Corynebacterium.
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Hinh 3.10. Tinh da dang trong thanh ph?ln loai khi phan tich 16S rRNA & miu dich nio tuy ciia nhém NTSS

Chii thich: Truc tung la ma sé bénh nhan, truc hoanh la tén vi khudn; Mi 6 mau dé twong vmg véi két qua phat hién tac nhén

gdy bénh trén mau bénh pham dich ndo tuy; Cham xanh la dai dién cho mau dich ndo tuy ciia nhém ndo ting thiiy.
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Két qua 16S rRNA tir mau dich ndo tuy c6 126 chi vi khuan gdy bénh duoc
phat hién trén tong sé 172 mau dich nio tuy dat da diéu kién phan tich. Trong
d6, ¢6 37 mau dich ndo tuy thuéc nhoém nio ung thiry c6 két qua giai trinh tur
16S rRNA, trén tong s6 41 mau. Cac tic nhan xuat hién trong nhom néo ung
thiy va nhiém tring so sinh voi tin suat nhidu 1a Staphylococcus,
Corynebacterium, Pseudomonas va Acinetobacter (Hinh 3.10). Co thé thiy
thanh phan vi sinh vét gay bénh giita hai nhém mau va dich ndo tuy kha tuong

dong.
Tén vi khuan
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M3 bénh nhin
Hinh 3.11. Phan bd tic nhan vi khuin nghi ngd gy bénh trong miu
dich nao tuy
Hinh 3.11 mo ta 31 tré so sinh phat hién dugc tadc nhan nghi ngd gay bénh
trong mau dich ndo tuy, trong sé d6 o6 02 bénh nhan nio ung thay va 19 bénh
nhan nhiém triung so sinh. Ndo ung thuy c6 hai tic nhan chiém ty 18 cao 1a
Klebsiella (gan 80%) ¢ bénh nhan ma sé 4044 va Staphylococcus (hon 80%) &
bénh nhan 4003. Céac vi khuan nhom Klebsiella va Enterobacter chiém ty 18
nhiéu nhét trong nhém bénh nhin nhidém tring so sinh. Két qua giai trinh ty

16S rRNA tu dich ndo tuy ciia mot s6 bénh nhan phat hién mdt loai tdc nhan



87

duy nhit. Ké qua phan tich cua bénh nhan 7160 phat hién vi khuan
Streptococcus, bénh nhan 7041 1a vi khuan Escherichia coli, & cac bénh nhin
7040, 7038 va 7019 la vi khuéan Klebsiella.

Trong tong s6 300 mau mau va dich ndo tuy tir bénh nhan NTSS va NUT,
243 mau c6 két qua phan tich 16S rRNA, cho ty 1& xét nghiém chan doan tac
nhan giy bénh 14 81%. Bénh nhan ndo tng thuy c6 két qua giai trinh ty 16S
rRNA phat hién vi khuan thudc nhom Klebsiella va Staphylococcus chiém ty
1& cao. Cac tac nhan nghi ngd gy bénh nhiém tring so sinh bao gdm vi khuan
thuoc nhom Klebsiella, Escherichia coli, Enterobacter, Streptococcus,

Corynebacterium, Staphyloccoccus, Acinetobacter va Pseudomonas.

2
A . R

1 Staphylococcus Tén vi khuan

Corynebacterium

Arthrobacter

Enterobacteriaceles

Pseudomonas

Alishewanella

potentially klebsiella genera

] Acinetobacter

Moritella
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I I Moraxella
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1

| II |
T T
“Il Il rI{I I 1II } I II If ltl III II II II Il Brevundimonas
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I I ll Bosea
I I I I Kocuria
I I I I I I I Finegoldia
I I | I I I I I I Sphingobacterium
I I Treponema
| |

I I Peptoniphilus

l | I | I I | l Anoxybacillus

Flavobacterium
II 1 f | 1 | | Mycobacterium 16S results
ol | | Bacillus [l Blood Only
' | 1 11 Both CSF and Blood
l I I I 1 I . E Achromobacter Not found

Porphyromonas I CSF Only
Oceanobacillus
I I l l l ll | Psychrobacter
I l I l l | Abyssicoccus
I I l I l Prevotella
I l | | | | I Chryseobacterium

l | I Enterococcus
1 11 1 Gemella
1 1 f 1 1 Mobiluncus
] 1 Aliicoccus
Alloiococcus

Phocaeicola
Stenotrophomonas

1 Carnobacterium
I | Dialister
l I Elizabethkingia
| | | JCo17
11 Nocardioides
Brochothrix

I I I | Haemophilus

I l l Marinomonas
I I | | Methylobacterium

1 11 1 Sphingobium
1 ] ] Actinomyces

Hinh 3.12. So sanh thanh phan loai giira miu mau va dich nio tuy
Chii thich: cdc 6 mau do la két qua 16S rRNA ciia mau madu, cdc 6 mau den la két

quda 16S rRNA mau dich néo tuy, cdc 6 mau vang la két qua trimg Idp cia 16S rRNA & mdu

mau va dich ndo tuy, cac 6 mau xam la khong phat hién tac nhan.
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Theo hinh 3.12, cac chi vi khuan xuét hién phé bién trong mau bénh
pham méu va dich ndo tuy 1a Staphylococcus, Corynebacterium, Arthrobacter.
Céc chi khac nhu Enterobacter, Pseudomonas, Klebsiella, Acinetobacter c6 &
ca hai mau bénh phadm nhung & mau dich ndo tuy chiém ty 1¢ nhiéu hon. Két
qua phan tich 16S rRNA trung khép gitta mau mau va dich ndo tuy cho thiy su
lwu hanh cua tac nhan trong co thé bénh nhan.

3.2.2. Ung dung giai trinh twr RNA (RNA sequencing) trong phat hién tac
nhin giy bénh nio ting thiy va nhiém trung so sinh

Két qua giai trinh ty RNA 1ap hd so hé phién ma bang cong nghé giai
trinh tu sdu véi 50 triéu 1an doc va sir dung cic cong cu phan tich dir li¢u da
dua ra cac tac nhan gdy nén bénh nio tng thily va nhiém tring so sinh. Nhom
nghién ctru da st dung PathSeeker 1a cong cu chinh trong phan tich, sang loc
dir liéu metagenomics dé khang dinh céc tac nhan vi sinh vat xuat hién trong
mau va dich ndo tuy.

Bang 3.12. Thanh phén vi riit, vi khuan trong miu mau (nhém nhiém

trung so' sinh) sau phan tich giii trinh tw RNA-seq

Mi miu Tén chi Tén phan loai

7011 Enterovirus Enterovirus B

7013 Enterovirus Enterovirus B

7028 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7028 Cytomegalovirus Cytomegalovirus

7031 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7033 Enterovirus Enterovirus B

7039 Enterovirus Enterovirus B

7039 Muromegalovirus Murid betaherpesvirus 1
7039 Orientia Orientia tsutsugamushi

7041 Klebsiella Klebsiella aerogenes
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Mi miu Tén chi Tén phan loai

7041 Enterovirus Enterovirus B

7044 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7045 Enterovirus Enterovirus B

7054 Enterovirus Enterovirus B

7061 Paracoccus Paracoccus sp. AK26
7063 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7070 Enterovirus Enterovirus B

7072 Orientia Orientia tsutsugamushi
7076 Treponema Treponema pallidum
7085 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7087 Orientia Orientia tsutsugamushi
7156 Treponema Treponema pallidum
7076 Treponema Treponema pallidum
7090 Enterovirus Enterovirus B

7093 Burkholderia Burkholderia cepacia
7096 Orientia Orientia tsutsugamushi
7097 Enterovirus Enterovirus B

7100 Cytomegalovirus Cytomegalovirus

7102 Orientia Orientia tsutsugamushi
7103 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7117 Cytomegalovirus Cytomegalovirus

7124 Orientia Orientia tsutsugamushi
7126 Orientia Orientia tsutsugamushi
7126 Enterovirus Enterovirus B

7127 Enterovirus Enterovirus B

7129 Enterovirus Enterovirus B
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Mi miu Tén chi Tén phan loai

7129 Burkholderia Burkholderia cepacia
7129 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7142 Campylobacter Campylobacter hominis
7142 Oligella Oligella urethralis
7142 Enterovirus Enterovirus B

7145 Enterovirus Enterovirus B

7146 Enterovirus Enterovirus B

7147 Enterovirus Enterovirus B

7149 Cytomegalovirus Cytomegalovirus

7151 Enterovirus Enterovirus B

7154 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7156 Treponema Treponema pallidum
7157 Enterovirus Enterovirus B

7162 Enterovirus Enterovirus B

7175 Cytomegalovirus Cytomegalovirus

7175 Alphapapillomavirus  Alphapapillomavirus 6
7188 Treponema Treponema pallidum

Ghi chii: M@ bénh nhan 7xxx: quy dinh cho nhém nhiém tring so sinh.

Theo bang 3.12, c6 thé thay phuong phéap giai trinh tw RNA phat hién
cac vi khuan gy bénh phd bién nhu Burkholderia cepacia, Klebsiella
pneumoniae, Treponema palladium, ciing nhu mot sb vi khuan kho c6 kha ning
phat hién bing cac phuong phap thong thuong nhu Orientia tsutsugamushi va
Campylobacter hominis. Trong s6 vi khuan c¢6 & mau mau, Klebsiella chiém ty
1& cao nhit véi 10 mau, sau d6 1a Orientia tsutsugamushi véi 7 mau, Treponema
palladium c6 & 3 miu, Burkholderia cepacia c6 2 mau; ngodi ra con co sy xuét

hién cua vi khuan Campylobacter hominis va Oligella urethralis & cing mot
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mau méau. Cac vi rat xuit hién trong mau mau bao gém Enterovirus B,
Cytomegalovirus, Muromegalovirus va Alphapapillomavirus. Enterovirus
chiém s6 luong nhiéu nhét véi 26 mau, tiép sau 1a Cytomegalovirus véi 5 mau,
Murid betaherpesvirus 1 va Alphapapillomavirus 6 mdi loai co6 mét mau. Pang
luu ¥ trong mau cua bénh nhan ma 7039 c6 hai loai vi rat 1a Enterovirus,
Muromegalovirus va vi khuan Orientia tsutsugamushi, bénh nhan 7129 c6 hai
vi khudn Burkholderia cepacia, Klebsiella pneumoniae va Enterovirus B, mot
s6 bénh nhan khac ciing ¢6 su xuit hién cta hai loai vi rat hoac hai loai vi khuan
hodc vi rat va vi khuan trong mau.

Bang 3.13. Thanh phan vi rat, vi khuan trong miu dich nio tuy

sau phan tich RNAseq
Mi miu Tén chi Tén phan loai
Nhom Ndo ung thuy
4002 Enterovirus Enterovirus B
4024 Simplexvirus Human alphaherpesvirus 2
4037 Rotavirus Rotavirus A
4041 Cytomegalovirus Human betaherpesvirus 5
4041 Treponema Treponema pallidum
4042 Lentivirus Human immunodeficiency virus 1

Nhom nhiém triing so sinh

7002 Enterovirus Enterovirus B

7005 Treponema Treponema pallidum
7006 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7009 Enterovirus Enterovirus B

7011 Escherichia Escherichia coli

7011 Klebsiella Klebsiella pneumoniae

7013 Enterovirus Enterovirus B




Mi miu Tén chi Tén phan loai

7014 Lentivirus Human immunodeficiency virus 1
7017 Streptococcus Streptococcus agalactiae
7019 Escherichia Escherichia coli

7019 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7024 Muromegalovirus Murid betaherpesvirus 1
7025 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7026 Lactococcus Lactococcus lactis

7033 Enterovirus Enterovirus B

7035 Enterobacter Enterobacter cloacae
7035 Escherichia Escherichia coli

7038 Escherichia Escherichia coli

7038 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7040 Escherichia Escherichia coli

7040 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7041 Escherichia Escherichia coli

7041 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7045 Enterovirus Enterovirus B

7047 Escherichia Escherichia coli

7050 Enterovirus Enterovirus B

7052 Escherichia Escherichia coli

7052 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
7054 Enterovirus Enterovirus B

7062 Escherichia Escherichia coli

7067 Treponema Treponema pallidum
7068 Lentivirus Human immunodeficiency virus 1
7070 Enterovirus Enterovirus B




Ma mau Tén chi Tén phan loai

7071 Enterovirus Enterovirus B

7077 Lentivirus Human immunodeficiency virus 1
7079 Treponema Treponema pallidum

7079 Lautropia Lautropia mirabilis

7087 Orientia Orientia tsutsugamushi

7089 Simplexvirus Human alphaherpesvirus 2

7092 Cytomegalovirus Human betaherpesvirus 5

7095 Elizabethkingia Elizabethkingia anophelis

7096 Orientia Orientia tsutsugamushi

7106 Escherichia Escherichia coli

7113 Enterovirus Enterovirus B

7114 Escherichia Escherichia coli

7114 Klebsiella Klebsiella pneumoniae

7115 Lentivirus Human immunodeficiency virus 1
7119 Cytomegalovirus Human betaherpesvirus 5

7124 Escherichia Escherichia coli

7126 Enterovirus Enterovirus B

7127 Enterovirus Enterovirus B

7127 Orientia Orientia tsutsugamushi

7132 Enterovirus Enterovirus B

7132 Lentivirus Human immunodeficiency virus 1
7133 Cytomegalovirus Human betaherpesvirus 5

7135 Rotavirus Rotavirus A

7139 Muromegalovirus Murid betaherpesvirus 1

7140 Enterovirus Enterovirus B

7142 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
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Mi miu Tén chi Tén phan loai

7142 Orientia Orientia tsutsugamushi
7145 Enterovirus Enterovirus B

7148 Pseudomonas Pseudomonas alcaligenes
7150 Enterovirus Enterovirus B

7155 Enterovirus Enterovirus B

7155 Escherichia Escherichia coli

7157 Enterovirus Enterovirus B

7159 Enterovirus Enterovirus B

7160 Muromegalovirus Murid betaherpesvirus 1
7162 Enterovirus Enterovirus B

7165 Enterovirus Enterovirus B

7172 Streptococcus Streptococcus agalactiae
7174 Orientia Orientia tsutsugamushi
7178 Enterovirus Enterovirus B

7179 Enterovirus Enterovirus B

7180 Enterovirus Enterovirus B

7182 Enterovirus Enterovirus B

7184 Enterovirus Enterovirus B

Ghi chu: Ma bénh nhan 4xxx: quy dinh cho nhom ndo ung thuy; Ma bénh nhan 7xxx:
quy dinh cho nhém nhiém tring so sinh.

Khi phan tich két qua giai trinh tw RNA trong dich ndo tuy theo thanh
phan nhom vi sinh vat thi c6 nhom vi khudn va vi rat. D6i véi nhém vi khuan,
Klebsiella pneumoniae va Escherichia coli chiém ty 1& nhiéu hon so véi cac vi
khuan khac 1an Iuot 1a 10 va 13 mau. Vi khuan Orientia tsutsugamushi ciing
xuét hién trong mau dich ndo tuy voi 5 mau, Treponema pallidum xuét hién &

4 mau, Streptococcus agalactiae ¢6 & 2 mau, Elizabethkingia anophelis va
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Enterobacter cloacae chi c6 & 1 miu. Hai vi khuan hiém gip Lactococcus lactis
va Lautropia mirabilis cling dugc khéng dinh c6 sy xuét hién trong mau dich
ndo tuy. Tac nhan Enterovirus B ¢6 phan bd nhiéu nhat v6i 28 mau. Trong cac
tac nhan vi rat c6 sy xuit hién cia Human immunodeficiency virus 1 & 06 bénh
nhan, Human betaherpesvirus 5 c6 ¢ 5 mu, tiép sau d6 1a Murid betaherpesvirus 1
v6i 3 mau va Human alphaherpesvirus 2 cting Rotavirus mdi loai 1a 2 mau.

Két qua giai trinh tw RNA trong dich ndo tuy dugc chia theo hai nhom
bénh nghién ciru 1a nhém ndo ung thiy va nhom nhiém trung so sinh. O nhém
ndo ung thiy, c6 05 trén téng s6 41 miu dich ndo tuy cé két qua giai trinh tu
RNA. Cac vi sinh vat dugc phat hién & nhom néo ung thity bao gdm Enterovirus
B, Human alphaherpesvirus 2, Rotavirus A, Human immunodeficiency virus 1
(HIV 1), Human betaherpesvirus 5 va Treponema palladium. Trong d6 & mau
bénh pham 4041 c6 hai tic nhan 1a Human betaherpesvirus 5 va vi khuan
Treponema palladium. Nhom nhiém tring so sinh c6 thanh phén vi sinh vat da
dang hon nhoém néo Gng thity. Ngoai cic tac nhan giéng nhau, nhém NTSS con
c¢6 vi khuan Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae,

Enterobacter cloacae, Orientia tsutsugamushi va Murid betaherpesvirus 1.

A o o A
Tén vi sinh vat
taxon_name
Alphapapillomavirus 6
. Burkholderia cepacia

Campylobacter hominis
. Cytomegalovirus

Enterovirus B

20

Klebsiella aerogenes
Klebsiella pneumoniae
. Murid betaherpesvirus 1

Oligella urethralis

S6 luong

Orientia tsutsugamushi

Paracoccus sp. AK26
. Plasmopara viticola lesion associated ourmia-like virus 17
- Treponema pallidum
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25

taxon_name

- Burkholderia cepacia

. Cytomegalovirus

20 Elizabethkingia anophelis

. Enterobacter cloacae
Enterovirus B

. Escherichia coli

1)) Human alphaherpesvirus 2
g_ 15 Human immunodeficiency virus 1
b_ Klebsiella pneumoniae
—
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Lactococcus lactis
Lautropia mirabilis
10 . Malassezia restricta
. Murid betaherpesvirus 1
[l ovitimonas alkaliphila
Orientia tsutsugamushi
Pantoea sp. PSNIH1
- Pseudomonas alcaligenes
Rotavirus A
. Streptococcus agalactiae
. . Treponema pallidum
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b. Mau dich ndo tuy (n = 85)

Hinh 3.13. Phan b6 thanh phan vi sinh vt trong miu mau (a) va miu
dich néo tuy (b) sau phan tich giai trinh tw RNA
Chii thich: (a), (b) la biéu cjﬁ phdn bé céc vi sinh vit & mau mdu va dich ndo tuy ¢ ca
nhom ndo ung thiy va nhiém trung so sinh. Truc tung la s6 lwong madu, truc hoanh la tén vi

sinh vat; Moi mau twong trung cho mot loai vi sinh vat, thé hién sw xudt hién cua vi sinh
vdt do trong mau mdu va dich ndo tuy.

Hinh 3.13 thé hién sy phin bd cac tac nhan dugc phat hién bang phuong
phap giai trinh ty RNA ¢ hai nhom mau bénh pham mau va dich ndo tuy. Mau
bénh phdm mau (hinh 3.13. a) chi c6 & nhém nhiém tring so sinh nén c6 thé
noi cac vi sinh vat dugc phat hién trong mau cua bénh nhi méc nhiém trung so
sinh, su phan bd vi sinh vat dugc md ta trong bang 3.11 ¢ trén. Khi so sanh
thanh phan vi sinh vat gitta hai nhém mau va dich ndo tuy, c6 thé thdy thanh

phan kha twong dong tuy nhién & dich ndo tuy c¢6 sb lugng 16n hon.
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Tén vi sinh vat
Hinh 3.14. So sanh thanh phan tac nhin gy bénh & miu mau va
mau dich nio tuy

Chii thich: Mau xanh: mau bénh pham mdu; Mau den: mau dich néo tuy

Sample_Type

B oo
B csF

Khi so sanh thanh phén loai gitta mau méau va mau dich nao tuy qua phan

tich RNA-seq duoc mé ta trong hinh 3.14 cho thiy su twong dong trong phat

hién tdc nhan gay bénh. Mot s6 vi sinh vat xuat hién ¢ cd hai loai mau nhu vi

khuan Klebsiella pneumoniae, Orientia tsutsugamushi va Treponema

palladium. Enterovirus xuat hién dong thoi & mau mau va dich nao tuy cua 10

bénh nhan, Klesiella trang khdp ¢ 1 bénh nhan va Orientia trung khép & hai

bénh nhan. Mot s6 tdc nhan nhu vi khuan nhém Escherichia, Streptococcus,

Elizabethkingia, Enterobacter, Pseudomonas va Human Immunodeficiency

virus 1 (HIV 1), Rotavirus, Simplexvirus chi c6 & trong mau dich no tuy.



98

Trong tong s6 300 miu phén tich giai trinh tw RNA, ¢6 52 miu méu va
85 mau dich ndo tuy dat tieu chuin va xac dinh duoc thanh phﬁn vi sinh vat gay
bénh. Phuong phap RNA-seq xéac dinh dugc ca vi rat va vi khudn trong khi cac
phuong phap khac khong thuc hién dugce. Ty 1€ phat hién tic nhan gay bénh
bang phuong phap giai trinh ty RNA (RNA-seq) 1a 45,7%.
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Chuwong 4. BAN LUAN

4.1. Pac diém can 1am sang va cin 1am sang cia bénh nhin va mt so tac

nhin giy bénh nio ting thiy va nhiém trung so sinh
4.1.1. Mt s6 dic diém ciia bénh nhan nio ving thily va nhiém tring so sinh

Do tudi trung binh miac NUT & tré so sinh trong nghién ctru 13 4,0 thang.
Theo nghién ciru cia nhém nha khoa hoc My tai Uganda, tudi méc ndo tng
thity sau nhidm tring tir 1-3 thang tudi sau khi c6 déu hiéu nhiém trung [183].
Trong mot nghién ciru khac, tudi phét hién ndo tng thiy trong khoang 6 thang
tudi va hiém khi quan sat thay duoc & tré méi sinh [139]. C6 thé thdy, ti 18 tré
sinh non trong nhom NUT la kha cao, chiém 43,9%. Sinh non 1a mét trong
nhirng nguyén nhan gay nén nio Gng thuy, cy thé 1 ndo Gng thuy sau xuat huyét
ndo [90]. Theo tong hop cua tac gia David va Linda, ty 1é tré sinh non dic biét
1a tré dudi 28 tudn c6 nguy co bi xuat huyét ndo thit 1a 20-30%, va dén 50%
tré nay c6 nguy co phat trién thanh nio tng thay [172]. Su phan b cia bénh
nhi ndo ung thuy rai rac cac tinh phia bac va ty 1é & nong thon (68,3%) cao hon
& thanh thi (hinh 3.1). Cac nghién ctru vé ndo tng thuy so sinh tai Viét Nam
chu yéu tap trung vao dic diém 1am sang va cac ky thuat phau thuét than kinh,
sO liéu phan b dia 1y cta bénh nhan hién chua c6 thong ké cu thé. Ty 1¢ tir
vong ca bénh trong nghién ctru cua chung t6i (7,3%) nam trong khoang 4%-
87% theo bao cao cua Dewan va cong sy [132]. Ba bénh nhi ndo Gng thuy tir
vong déu 1a tré sinh non va c6 cac bénh kém theo nhur suy ho hép, gidn nio that
va viém mang ndo. Theo bao cdo tai Trung Qudc, tré sinh non cd nguy co mac
ndo ung thiy va ndo Ging thiy tir trong bao thai cling c6 thé 1a nguyén nhan gay
ra sinh non, va ty 1¢ tré nhe can va sinh non trong nghién ctru nay 1a gan 33%
[239]. Khi phan tich nhém bénh nhan NTSS, ciing giéng nhu & nhém NUT, ty
1& bé trai mic cao hon bé gai, két qua nay twong déng véi cac nghién ctru trong

nudc [5, 8, 10]. Phan bd dia 1y ciia bénh nhan chu yéu 0 khu vuc phia Bic, do
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Bénh vién Nhi Trung wong 1 bénh vién tuyén Trung wong nén hau hét cac
truong hop bénh nhan ning s& duogc chuyén vé day. Pic diém phan bd vé can
ning, tudi thai cua 142 tré, ty 1& sinh du thang (tudi thai tir 37 tuan trd 1én)
chiém ty 18 61,3% va c6 nguy co mic NTSS cao hon. Nghién ctru ctia chiing
toi twong dong v4i nghién ctru ciia Shehab El-Din va cong sy, theo nghién ctru
nay trong tong s6 304 bénh nhan dugc chan doan nhiém tring so sinh thi tré ¢6
tudi thai tir 37 tudn trd 1én c6 ty 16 NTSS cao nhat [216]. Trong nghién ciru cta
ching t61, c6 12 truong hop tir vong cho ty 1€ tir vong ca bénh 1a 8,5%. Theo
nghién clru cia nhém nha khoa hoc Singapore, ty 1€ tir vong ca bénh ciia NTSS
chung 1a 18%, & cac nudce ngheo 1a 25%, cac nude thu nhap trung binh 1a 25%
[58]. Dé tai clia chiing toi thuc hién trong giai doan ngan véi s6 lugng mau chi
& Bénh vién Nhi Trung wong nén c6 thé ty 1é tir vong ca bénh khong mang tinh
dai dién cho khu vuc hay quéc gia. Trong sO tré tir vong, 50% la tré sinh non
va nhe can. Theo nghién ctru vé nguyén nhan anh hudng dén ty 18 tir vong do
NTSS, ty 1€ tir vong & tré NTSS c6 can nang khi sinh <1 500 g 1a 50%, 23,8%
& nhitng tré c6 can nang khi sinh 1 500-2 500 g va 18,2% & nhiing tré c6 can
nang khi sinh tir 1.500 g tré 1én. >2 500 g [100]. Diéu niy chting minh dugc
sinh non va nhe can la mot yéu td cua NTSS.

Két qua xét nghiém khang thé cua vi rat Cytomegalo (CMV) va vi rat
hop bao hé hap A (RSV A) duoc phat hién & ca nhom bénh nhan nio Gng thity
va nhiém tring so sinh. O nhoém néo Gng thuy, trong sé 02 bénh nhan c6 két
qua CMV IgG duong tinh thi c6 01 bénh nhan dugc xét nghiém realtime PCR
mau dich ndo tuy cho CMV va c6 két qua dudi 1000 copy/ml. Hai bénh nhan
nay déu sinh thuong va c6 biéu hién viém mang nio — ndo ung thuy. Tuy nhién
khong thé khang dinh chic chan CMV 1a tac nhan chinh giy nén nio Gng thuy
& hai tré nay. O nhom nhiém tring so sinh, c6 03 bénh nhan c6 két qua xét
nghiém realtime PCR cho CMV trén tong s6 23 bénh nhan xét nghiém CMV
IgG/IgM duong tinh. Trong s6 d6, 02 bénh nhan ¢ biéu hién 14m sang viém

mang ndo vao ndo ung thuy, con 01 bénh nhan co6 triéu chiing viém phdi man
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tinh. Tuy nhién ciing khong thé khang dinh chac chdn CMV i tic nhan giy
bénh chinh & cac trudng hop nay. Vi rat Cytomegalo (CMV) giy nén nhiém
tring so sinh, dic biét gy mat thinh lyc ¢ tré em. CMV c6 thé lay truyén tir
me sang con trong qua trinh sinh nd, hodc cho bu [198]. Phat hién khang thé
cua vi rut CMV ¢ giai doan dau cling chua thé khéng dinh duoc 1a nhiém bénh
hay do khang thé tir me sang [196]. Mot nghién ctru dé chi ra ring CMV IgM
chi cho d§ nhay 48,8% v61 nhom tré c6 triéu ching nhiém bénh va 22,1% &
nhom tré khong cé triéu ching bénh [117], diéu nay cho thay d6 nhay va do
chinh xac ctia phuong phap phat hién khang nguyén va khang thé 1a thap. Do
vay, dé khang dinh tac nhan 1a CMV thi can phai tién hanh phwong phap PCR.
Virat RSV A dugce phat hién qua phan trng test nhanh, k¥ thuat nay c6 do nhay
thap, theo nghién ctru thi do nhay cta test nhanh RSV A 1a 75,3% [38, 86].
Piéu nay cho thiy rang mac du am tinh gia khong phai 13 hiém, nhung két qua
duong tinh c6 thé 1am tang do tin cay trong chan doan va co thé hd trg viée ra
quyét dinh, nhu giam kha nang ké don khang sinh khong phu hgp. Thém vao
d6 vi rt hop bao ho hap RSV A thong thuong sé& dong nhiém vé6i vi khuan dé
tAn cong hé ho hip cua ngudi bénh. Trong nghién ciru ciia chung t6i, mot bénh
nhan nhiém tring so sinh c6 két qua dwong tinh voi RSV A bang test nhanh va
duong tinh véi Streptococcus pneumoniae qua xét nghiém PCR. Diéu nay phu
hop voi luan diém nghién ctru vi rat hop bao hd hap A (RSV A) thuong xuét
hién cung vi khuan Streptococcus pneumoniae giy ton thuong cho dudng ho
hap nhu phé quan, phoi cta tré so sinh [52]. Thong thuong, phan tng xét
nghiém khang thé CMV va HSV 1+2 thuong thuc hién & phu nit c6 thai dé
kiém so4t nhiém bénh. Vi rat CMV va HSV ¢6 kha ning lay truyén tir me sang
con voi ty 1€ tir 30-50% [218]. Theo nghién ctru cua Kristin Liermann va cong
su, da diéu tra viéc phat hién nhiém tring nguyén phat va két luan rang cong
cu huyét thanh HSV IgM khong nén dugc st dung dé dua ra quyét dinh diéu
tr1 khang vi-rut HSV, nhung véi phéan rng HSV 1+2 IgG thi nhom tac gia danh
gia do nhay 13 tir 91-96% [171]. Do vay, néu két qua HSV 1+2 IgG la duong
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tinh thi c6 thé hd tro béc si trong danh gia diéu tri bénh nhan. Vi rat EBV thudng
dugc sang loc cho phuy nit mang thai va c6 nguy co truyén tir me sang con. Phan
g cia EBV-VCA IgG dugc danh gia 1a kha nhay véi 86,27% [126]. Vi thé
phuong phap nay co thé dung dé sang loc miu bénh pham nghi ngd.
Treponema pallidum TPHA cling thuong dung trong cac truong hop nghi ngo
giang mai hodc ¢ tré nho néu nghi ngd giang mai lay truyén tir me. Phan tng
Treponema pallidum TPHA/TPPA dugc T6 chuc y té thé gidi danh gid véi do
nhay tur 84,5%-97,7% [212]. P nhay cua phan tng khang Rubella IgG dugc
danh gia cao tir 98-99% [133] do vay khi phan tmg duong tinh tirc 13 c6 sy xuét
hién ciia vi rat nay ¢ bénh nhén, tuy nhién van can phai theo doi va kiém tra
thudng xuyén moi khang dinh duoc 13 bAm sinh hay méc phai. V&i phan Gng
khang Toxoplasma 1gG cling tuong tu, do nhay cua phan tng 1a 89,7%-100%
khi thir trén mau chuan [89] nén két qua duong tinh 13 dang tin cdy. Cac két
qua xét nghiém trén déu c6 do nhay kha cao, tuy nhién, véi cac xét nghiém nay
thi chi c6 thé noi rang bénh nhan c6 dau 4n cta cac vi khuan va vi rit nay chir
chua thé khang dinh chéc chin day 1a cac can nguyén chinh gy nén bénh do
dic tinh ctia khang thé c6 thé truyén tir me sang con. Pic biét vdi cic chan doan
vé giang mai bam sinh hay méc phai, can c6 sy theo ddi véi tré so sinh méi c6

thé dua ra két luan [147].

4.1.2. Mt s6 cin nguyén giy bénh nio ung thity va nhiém trung so sinh

thong qua nudi cdy va PCR da mdi

Phuong phéap nudi cay giup phat hién tac nhan gy NTSS voi ty 18 1a
14,8%, ty 18 nay sap xi nghién ciru tai Bhutan (14%) [163], Trung Qudc (13,5%)
[74] va thap hon so voi nghién ctru tai Nam An Do [85], nghién ctru tai Syria
(19,29%) [188]. Cac vi khuan phan lap duoc tir két qua nudi ciy 1a cac vi khuan
pho bién gay NTSS, bao gdm: Vi khuan Gram am: Klebsiella pneumoniae, E.
coli, Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii

va Elizabethkingia menigoseptica; Vi khuan Gram dwong: Staphylococcus
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aureus. Nghién ctru cia Okomo va cong sy tai Chau Phi can Sahara bao cao ty
1¢ nudi cdy mau dwong tinh véi cac vi khuan Klebsiella, Escherichia coli,
Enterobacter va Pseudomonas ¢ bénh nhan nhiém trung so sinh 1a 38% va véi
Staphylococcus aureus 1a 25% [194]. Cling trong bai bao nay, Streptococcus
nhom B lai c6 ty 1€ phan lap duoc cao nhét voi 25%, theo sau 1a K. pneumoniae
va E.coli [194]. Diéu nay khac v&i nghién ctru cta ching t6i, K. pneumonia ¢
ty 18 phan 1ap cao nhit (7,7%), va phan 16n xuat hién & tré co can nang dudi
2500g. Trong khi d6, mot nghién ctru khic twong ddi tuong dong vai két qua
ctia chung t6i, bdo cdo ctia Majid Malaki chi ra ring ty 18 K. pneumonia nudi
cdy dwong tinh 1a 6% va tap trung chii yéu & nhom tré nhe can dudi 2500g
[178]. Két qua diéu tra tai An Do, K. pneumonia 13 tic nhan chinh giy nén
nhiém tring so sinh va ciing thudc nhém vi khuan khang khang sinh nhiéu nhét
[104]. E. coli 1a vi khuan duoc phan lap véi ty 16 cao tha hai. Nhitng nim gin
day, E. coli gy NTSS dugc luu v do gay ty 1€ tor vong cao. Theo bdo céo tai
Bénh vién Nhi Trung wong ndm 2022 vé NTSS & tré so sinh du thang, E. coli
1a tac nhan giy nén tir vong so sinh cao nhat [18]. Enterobacter cloacae ciing
1a vi khudn trong nhom vi khuan nhiém tring bénh vién va dugc cho 1a nguyén
nhan giy nén cac vu nhiém trung tai cac khu vuc cham séc so sinh [127]. Vi
khuan nay c6 ty 18 1ay nhiém cao ¢ tré so sinh nhe can va sinh non thuéc nhom
nhiém trung so sinh khoi phat sém [121]. Trong nghién ctu nay, Burkholderia
cepacia phan 1ap tir nudi cdy mau véi ty 18 1,7%. Vi khuan B. cepacia c6 lién
quan dén su suy giam nhanh chirc nang phoi, ting ty 1¢ tir vong va “hoi ching
cepacia”, co biéu hién nhu sbt, viem phéi hoai tir tién trién nhanh va nhiém
trung huyét [217, 221]. Vi khuan nay c6 thé phan 1ap trong mdi trudng bénh
vién do kha nang tdn tai & moi truong khir trung. Pay 1a vi khuén co hoi, s& tan
cong vao co thé khi bi suy giam mién dich. Acinetobacter baumannii duge ghi
nhan vai ty 1& nudi cdy mau duong tinh & bénh nhan NTSS 1a 8 - 22% va dugc
danh gia thuoc nhom 3 vi khuan chinh gdy NTSS cung voi Klebsiella spp. va

E. coli [177]. Nghién ctru ctia chiing toi ghi nhan sy xuat hién ctia A. baumannii
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trong hai loai miu bénh pham khi nuéi cdy, nudi cdy mau dwong tinh chi c6 1
mau trén tong s 117 mau mau. Rat nhidu cac vi khuan nhu Acinetobacter
iwofii, Enterobacter aerogenes, Stenotrophomonas maltophilia 1a tac nhan gay
nhiém tring so sinh nhung ty 1& phan lap duoc trong nudi ciy 1a rat thip &
nghién ctru nay. Vi khuan Elizabethkingia menigoseptica ciing c6 ty 1& nudi cay
mau thap nhung xuat hién trong ca hai loai mau bénh phdm (mau, dich nio tuy).
Elizabethkingia menigoseptica gy ty 1¢ tor vong cao & NTSS tir 23-52% mot
phan do dic tinh khang khang sinh ctia vi khuan [164]. Staphylococcus aureus
1a vi khudn Gram dwong phén lap duoc tir miu mau cta 02 tré so sinh trong d6
c6 mot tré tir vong. Hai bénh nhan nay déu thudc nhém NTSS khai phat mudn,
nhung tré tir vong thudc c¢6 can nang so sinh dudi 2500g va thudc khu vuc mién
nui. Trong nghién ciru cta chung t6i, S. aureus 1a vi khuan Gram duong chiém
ty 16 cao & NTSS khoi phat muodn. Theo nghién ctru tai Uc, vi khuan S. aureus
gy NTSS va chiém 70% ty 1& & NTSS khai phat mudn [213]. Mot nghién ctu
khac tai A rdp Saudi ghi nhan S. aureus, Klebsiella va Pseudomonas
aeruginosa 1 cac vi khuan thuéc nhom NTSS khoi phat mudn. [111]. Tac gia
Nguyén Thi Ngoc T thuc hién nghién ctru tai Bénh vién Nhi Trung wong da
b4o céo S. aureus chiém ty 18 cao nhat & NTSS khai phat mudn [18]. Tuy nhién,
trong bao cao cia Ha Dtrc Diing tai Bénh vién Phu san Trung wvong nam 2019,
S. aureus lai xuat hién phd sbién & NTSS khoi phat sém [10]. C6 thé do tinh
chit dic trung cua tung bénh vién nén ty 1€ nay khac nhau. Bén canh cac vi
khuan gay bénh duoc phan lap, nim Candida spp. ciing 1a tac nhan gay nhiém
tring so sinh pho bién & nhém NTSS khéi phat mudn, dic biét tré so sinh c6
thoi gian nam vién lau thi nguy co nhiém bénh cao hon [113, 192].

Trong nghién ctru nay, két qua xét nghiém PCR cho dich ndo tiy va mau
& ca hai nhom NTSS va NUT déu c6 sy xuat hién ctia Cytomegalovirus (CMV).
Theo nghién ctru ciia Sara Mansfield va cong sy, CMV xuét hién c6 lién quan
dén NTSS do vi khuén, khi co thé bi suy giam mién dich [78]. Su c6 mit cua

CMV c6 hai mat trai nguoc, mot mat CMV lam tang cuong kich hoat dai thuc
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bao gitp chong lai vi khuan gay NTSS, mit khac viéc gdy phan Gng viém qua
murc ¢ thé dan dén sdc NTSS gay tir vong [78]. CMV con tin cong hé than
kinh va gdy nén mét thinh luc ¢ tré. CMV c6 thé 13y truyén tir me sang con
trong qua trinh sinh ng, hodc cho bu [198]. Trong nghién ciru nay, mot s6 bénh
nhi c¢6 két qua mién dich tu dong duong tinh véi CMV IgG/IgM tuy nhién
khong thé khang dinh d6 1a tac nhan gdy bénh. Nghién ciru ctia Ehab Abd
Elmoniem Albanna va cong sy da so sanh gilta phuong phap tim CMV IgM va
chay PCR cho CMV ¢ nhom bénh nhan so sinh nghi ngd mic CMV, két qua
CMV IgM cho d6 nhay 63,2% va PCR cho CMV c6 d¢ nhay la 100% [33].
PCR van la phuong phép cho két qua chinh x4c nhét. Trong nghién ciru gan
day tai Uganda, PCR phat hién CMV dong nhiém véi vi khuan Paenibacillus
gy ndo ung thiy & tré so sinh [84]. Enterovirus chi xuét hién trong mau dich
ndo tuy & ca hai nhom NTSS va NUT, diéu nay cho thdy su ton tai cua
Enterovirus trong hé thong than kinh trung uong ¢ tré so sinh va 1a nguyén nhan
gay nén viém ndo, viém mang ndo hoac nao ung thuy [88, 230]. Nghién clru &
Bénh vién Nhi Trung wong tir nam 2016-2019 ciing chi ra CMV, Enterovirus
va HEV nam trong s cac tic nhan gdy viém ndo, viém mang ndo & tré [21].
Vi riit viém gan E & tré so sinh thuong 13 do lay truyén tir me sang con voi ty
1é tir 30-100% [168] hodc lay truyén do méi truong séng 6 nhidm. PCR phat
hién vi rat viém gan E c6 thé hd trg dua ra phuong huéng diéu tri phut hop véi
bénh nhan. Phuong phiap PCR ciing chan doan dugc bénh nhan nhidém
Streptococcus pneumoniae (phé cau), 12 mot tic nhan “bi ling quén” ctia nhiém
trung so sinh. Thong thuong, khi nhac dén vi khuan thudc nhom nay giy bénh
NTSS nguoi ta thuong nghi dén Streptococcus agalactia. Trong nghién ciru
nay, nudi cdy mau ciing phat hién vi khuan Streptococcus agalactiae & bénh
nhan NTSS. Mot sd bao cdo gan day da cho thdy sy xuét hién cua S.
pneumoniae ¢ tré so sinh thudc giai doan NTSS khoi phat sém, tai Nhat Ban
ghi nhan truong hop bé trai 38 tuan tudi nhiém vi khuan nay [238], tai Sri-

Lanka ciing ghi nhan hai trudng hop tré so sinh méc phai phé cau [149]. Theo
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nghién ctru & Thuy Pién, tuy S. pneumoniae xuat hién it & nhom NTSS nhung
lai gay ty 16 tr vong rat cao (50%) [208]. Tuy nhién, su phat trién cta vic xin
da giup giam ty 18 lay nhiém vi khuan nay & tré em. Phuong phap PCR da moi
trong chan doan tac nhan gy bénh duoc ing dung ¢ Bénh vién Nhi trung wong
da gitp phat hién rat nhidu tic nhan bo sung cho phwong phap nuéi cay truyén
thdng, vi du nhu cac tac nhéan vi rat. Tuy nhién, giéi han caa phuong phap nay
1a thot gian, $6 lugng mau, sinh phrflm va chi xac dinh duoc cac tac nhan phé
bién da biét do vay k¥ thuat nay thuong thuc hién khi c6 chi dinh cua bac si khi
¢ nghi ngo thong qua chan doan 1am sang. Trong nghién ciru nay, sé luong
bénh nhan dugc chi dinh thyc hién xét nghiém PCR phat hién tic nhan gay
bénh & nhém bénh nhan NUT 1a 5/41 (chi c¢6 dich ndo tuy), va & nhém NTSS

14 23/284 (bao gdm ca mau mau va dich nio tuy).

4.2. Xac dinh tic nhin giy bénh nio iing thiiy va nhiém triung so sinh bang

16S rRNA va RNA-seq

Khi phan tich trinh tu 16S rRNA & hai nhom bénh nhan va trén 2 loai
mau mau, dich ndo tuy cho thay thanh phan vi sinh vét giy bénh da dang hon
s0 v6i hai phuong phap nudi cdy va PCR da mdi. Cac tic nhan phd bién nhu
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Burkholderia cepacia déu dugc phat
hién qua nudi cdy, PCR da moi va 16S rRNA. Klebsiella pneumoniae 1a tac
nhan gay NTSS rat pho bién, nghién ctru ctia nhém tac gia Somaya M. Desouky
(Ai Cap) da dua ra két qua twong tur khi so sanh giira nudi cay va phan tich 16S
rRNA [131]. Phuong phap giai trinh ty 16S rRNA 1a mot phuong phap hi¢u
qua dé phat hién cac tic nhan vi khuan gay NTSS va NUT, dic biét 1a cac tac
nhan it phd bién. Trong nghién ciru nay, Treponema pallidum va Orientia
tsutsugamushi duoc xac dinh qua phén tich 16S rRNA trong khi nudi cdy hay
PCR da mbi khong phat hién dugc Treponema pallidum, thong thudng duogc
xac dinh qua xét nghiém tim khang thé giang mai dic hiéu Treponema pallidum

TPHA (TPHA - Treponema pallidum haemagglutination assay) duwa trén
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nguyén 1y ngung két hat gelatin/hong cau [112]. Tuy nhién phan ting nay khong
thé khang dinh 14 vi khuan 14 tic nhan gay bénh hay do truyén tir me mang bénh
sang. Thong thuong phai sau 12 thang dén 18 thang méi khang dinh dugc
Treponema pallidum thuc su 13 tic nhan gay bénh khong [155]. Vi két qua
16S rRNA, c6 thé khang dinh chic chin cac truong hop méc giang mai o tré.
Vi khuan Orientia tsutsugamushi kho nudi ciy va bi giéi han vé chan doan xét
nghiém bang phuong phap PCR [13]. Do vay, 16S rRNA 1a hudng di méi cho
két qua chinh xac va ting hiéu qua chan doan bénh. Tuy nhién, két qua phan
tich phuong phap 16S rRNA mdi chi phat hién dugc cac vi khuan gay bénh,
trong khi d6 vi rat ciing 13 tac nhan pho bién gdy NUT va NTSS.

Phuong phap RNA-seq cho thay tinh wu viét trong phat hién dong thoi
cac tc nhan vi rat va vi khuan gay bénh ndo ung thiy va nhiém tring so sinh.
RNA-seq xac dinh duogc ty 1 vi sinh vat trong mau mau 1a 52/117 mau tuong
duong 44,4%. Ty 1¢é nay & mau dich ndo tuy 1a 46,4% (tuong duong 85/183
mau). Két qua nay phu hop v6i nghién ctru cua tac gia Lu Chen va cong sy khi
nghién ciru & 168 so sinh nghi ngd nhiém tring, ty 1& phat hién tac nhan trong
mau dich ndo tuy 1a 44,8% [122], tuy nhién ty 1& duong tinh & mau mau cia
nghién ctru nay cao hon so voi nghién ctru cta chung t6i. Khi dénh gia vé tinh
da dang thanh phén vi sinh vat trong quén thé, nhom nghién ctru cia Lu Chen
d3 chan doan ba tic nhan phd bién ¢ nhiém trung so sinh 1a Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli va Streptococcus pneumoniae, két qua nay hoan
toan twong dong v4i nghién ciru ctia chung t6i. Cac nghién ctru & cac nudce trén
thé giéi nhu Trung Qudc, An Do, va Ai Cap da ching minh K. pneumonniae
va E.coli gdy nhiém trang so sinh va 13 vi khuan da khang, cu thé vi khuan nay
khang carbamenem [105, 134, 146, 182, 204, 241]. Thanhphénvinitldliphéntich
RNA-seq cing da dang, bao gdm Enterovirus, Cytomegalovirus,
Human immunodeficiency virus 1, Human  betaherpesvirus 5, Human

alphaherpesvirus 2 va Rotavirus. Georges Pius va cong su da tong hop s6 liéu
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va ghi nhan Herpes simplex virus (HSV), Enterovirus va Rotavirus 1a cac tac
nhan vi rat gdy nhiém trung so sinh [145]. Mot nghién ctru khac thuc hién tai
Viét Nam st dung k¥ thuat giai trinh ty gene mNGS dé phén tich miu bénh
pham tir 386 bénh nhan nghi ngd nhiém tring huyét, ciing chi ra Enterovirus,
Cytomegalovirus va Rotavirus 1a vi rt phd bién gay nén nhiém tring huyét
[35]. Human immunodeficiency virus 1 13 vi riit c6 kha ning 14y nhiém tir me
sang con trong qua trinh sinh n¢ va cham soc [123]. Bénh nhan tham gia nghién
ctru nay c6 77/183 tré ¢ xét nghiém test nhanh v&i HIV, tit ca déu am tinh.
Phan tng test nhanh HIV twong d6i nhay trong viéc phét hién nguoi nhiém.
Viéc phat hién HIV-1 bang RNA-seq ¢ 6 bénh nhan cho thiy thiéu sot trong
qua trinh sang loc bénh nhan so sinh. Human betaherpesvirus 5 con dugc goi
1a Human cytomegalovirus (HCMV) [234] c6 thé tin cong cac loai té bao trong
co the, dic biét 1a hé thong than kinh. Vi rit nay c6 thé gy nén mét thinh gic,
anh huong dén su phat trién ctia hé than kinh va ciing 1a mot tic nhan gay nén
bénh ty ky & tré em. Human alphaherpesvirus 2 hay HSV-2 thuoc nhém Human
alphaherpesvirus va 1a vi rat 1ay tir me sang con trong qua trinh sinh né [162].
Vi rat nay c6 thé tin cong hé than kinh trung wong va gy viém ndo & tré so
sinh [167].

Phuong phap 16S rRNA va RNA-seq déu sir dung k¥ thuat giai trinh tu
thé hé moi dé phat hién tac nhan gay bénh, tuy nhién 16S rRNA chi x4c dinh
dugc cac tac nhan c6 ngudn gbe vi khuan. Hién nay, phuong phap 16S rRNA
dang dugc ing dung trén thé gidi trong viéc phat hién tac nhan gy bénh trong
khi RNA-seq chua duoc pho bién trong chan doan 1am sang ma chi thuc hién
trong cac nghién ctu. Phuong phap giai trinh tu 16S rRNA dugc ung dung
thanh cong trong phat hién tac nhan gay bénh ndo Ung thuy tai Uganda la
Paenibacillus spp. [84]. Nghién ctru st dung 16S rRNA danh gia thanh phan
vi sinh vat va nhan théy sy da dang cua mot s6 vi khuan nhu Bacillus

subtilis va Streptococcus agalactiae tuy nhién tinh da dang cua cac vi khudn
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nay giam khi c6 sy xuét hién ting 1én cua Paenibacillus spp. [84]. Mic du
véy, bén canh phuong phap 16S rRNA, nghién ctru nay van can nudi ciy va st
dung qPCR cho Paenibacillus dé khang dinh tac nhén.

C6 thé thay tiém nang viéc xac dinh va chan doan cin nguyén bang 16S
rRNA va RNA-seq co thé c6 do nhay va d¢ dac hi¢u tdt hon so véi nudi céy va
phuong phap chan doan truyén thong, dic biét 1a trong trudng hop v6i nudi cay
am tinh. Tuy nhién, v&i cac phuong phap nay can dam bao viéc ldy miu vo
trung va tranh nhiém trung tir bén ngoai, bdo quan va thu thap mau nghiém ngit

vi 46 nhay cta cac phuong phap nay rét cao.

4.3. So sanh su twong ddng trong chin doan tic nhin giy bénh cua cac

phwong phap

Trong nghién ctru nay thuc té so sanh vé ty 18 phat hién tac nhan gay
bénh ctia phuong phap nudi cdy, giai trinh tu 16S rRNA va RNA-seq, phuong
phap PCR chi thuc hién khi c6 chi dinh ctia bac si nén ¢& mau khac so voi hai
phuong phéap con lai. P6i véi phuong phap nudi cdy, ty 1¢ phat hién tac nhan
gay bénh cua cd hai nhdém NUT va NTSS 1a 14,8%. Ty 1€ phat hién tdc nhan
gy bénh ¢ hai nhom NUT va NTSS bang giai trinh tu 16S rRNA 12 81%. Ty
1€ phat hién tac nhan gy bénh & RNA-seq 1a 40% nhung co thé phat hién dugc
ca tac nhan vi rat va vi khuan. Ty 1& thap nuoi cdy do két qua nudi cay phu
thudc vao viéc st dung khang sinh trudc khi nhdp vién cua bénh nhan, trong
khi 6 phuong phap 16S rRNA va RNA-seq dira trén vat chét di truyén nén it
bi a&nh hudng [54].
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Vi sinh vat

NERNENERNDN Klebsiella_pneumoniae
Enterovirus
i [ ]] Escherichia_coli
L[] Staphylococcus
0 oo Candida
[ | [] Pseudomonas
0 1 | Burkholdera_oepacia
il Acinelobacter
Cytomegalovirus
il 1] Enterobacter_cloacag
il Serratia
il Elzabethkingia
il Streptococcus_agalactiae
il Stenotrophomonas
Orientia_tsutsugamushi
0 Treponema_palidum
Human_immunodeficiency_virus
Human_alphaherpesvirus
Rotavirus A

PCR
l Culture

Hinh 4.1. So sanh két qua chan doan tic nhan gay bénh giira nudi ciy va PCR
Chui thich: o0 mau cam (PCR): két qua ciia phwong phdp PCR da moi; O mau do (Culture):
ket quad nudi cay mau.

So sanh két qua mot sb tic nhan vi sinh vat phat hién béng nuoi céy va
PCR da mdi c6 thé thdy da phan vi khuan phat hién qua nudi cdy con vi rat
duogc phat hién bang PCR. Khi so sanh hai phuwong phap PCR va nudi cdy (hinh
4.1), vi khudn E.coli phat hién duoc bang ca hai phuong phap, tuy nhién S.
pneumoniae chi phat hién bang phuong phap PCR. Bén canh d6, phuong phap
nuoi céy phat hién cac vi khuan, con PCR phat hién vi rat CMV, Enterovius va
Herpatitis E. Ddi véi chan doan tic nhan giy bénh thi c6 thé phdi hop hai
phuong phap dé tim ra nguyén nhan va c6 phac do diéu tri hop 1y. Trong nghién
ctru vé so sanh két qua cta hai phwong phap nudi cy va realtime PCR tir mau
mau ctia bénh nhi nhiém trung so sinh, tac gia Jeanne A. Jordan va Mary
Beth Durso thudc trudng Pai hoc Pittsburgh, My da xac dinh su twong dong
khi phét hién tac nhan vi khuan cua ca hai phuong phép trén 53 miu duong tinh
va 32 méu 4m tinh [165]. Trong nghién ctru nay, 2 trong s6 53 miu nudi ciy
mau khang dinh dwong tinh c6 két qua Am tinh véi realtime PCR. Theo ¥ kién
clia tac gia, phuong phap nudi cay chinh xac nhung mat nhiéu thoi gian dé xac
dinh két qua do vay anh hudng dén viéc diéu tri khang sinh cho bénh nhan,
phuong phép realtime PCR cho két quéa nhanh nhung c6 mat giéi han vé thiét

ké mdi cho cac tac nhan vi khuan da biét [165]. Theo mdt nghién cru khac tai
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Y, khi so sanh phuong phap nudi cdy va phuong phap PCR da mdi SeptiFast
thuc hién trén 1553 mau mau ctia bénh nhan nhiém tring so sinh da cho thay
SeptiFast c6 ty 18 phat hién cao hon phuong phap nudi cay truyén théng (tuong
tmg 14,6% va 10,3%) [175]. Nghién ctru nay ciing chi ra rang phuong phap
PCR SeptiFast tuy c6 ty 1¢ phat hién tac nhan cao va phat hién mot sd tac nhan
ma nudi cay khong phat hién duoc nhung phwong phap nay ciing khong phat
hién duogc 3,3% s6 mau do giéi han vé thiét ké moi. Tac gia ciing cho ring,
phuong phap nudi cay bi anh hudng cta viée diéu tri khang sinh trude khi nhap
vién nén s& khéng phat hién duoc hét cac tac nhan, trong khi d6 phuong phap

PCR lai ¢6 thé khic phuc dugc diéu nay [175].
Vi sinh vat

FRRERAEEE CHnm Klebsiella_pneumoniae
Enterovirus
[ B ulaalst Escherichia_coli
[ili]a] Staphylococcus
| IR Candida
filslE] Pseudomonas
o B N[ ] Burkholderia_cepacia
4 Acinetobacter
Cytomegalovirus
I 2l Enterobacter_cloacae

I Seratia
i il Elizabethkingia
B Streplococcus_agalactiae

il il il an Stenotrophomonas
i} o Orientia_tsutsugamushi

o il o il o A m Treponema_pallidum

Human_immunodeficiency_virus

Human_alphaherpesvirus,
Rotavirus A

165-Culture
I 165
PCR

I Culture

Cic ky thuat

Hinh 4.2. So sanh két qua phat hién tic nhan giy bénh biang PCR,
nudi cdy va giai trinh tw 16S rRNA

Chii thich: O mau do (Culture): két qua nuéi cay mau,; O mau cam (PCR): két qua
PCR; O mau den (16S): két qua giai trinh ty 16S rRNA; O mau xdm (16S-Culture): két
qud trung khap trén ciing mot mau bénh pham gitta phwong phdp gidi trinh tw 16S rRNA
va nudi cay.

Khi so sanh két qua xét nghiém chan doan vi sinh vat gay bénh tir cac
phuong phap nuéi cdy, PCR va 16S rRNA cho thdy mét s6 tac nhan dugc phat

hién bdi nhiéu phuong phap, nhung mot sd tac nhan chi xuat hién & phan tich
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16S tRNA. Theo hinh 4.2, vi khuan Klebsiella pneumoniae c6 thé phat hién
dugc bang hai k¥ thuét 1a nudi cay va giai trinh tu 16S rRNA. Nam Candida
spp. chi dugc phat hién bang nudi cdy va cac vi rat chi phat hién bang phuong
phap PCR. Mot s vi khuan duoc phat hién bang ca hai phuong phap nudi cay
va giai trinh tuy 16S rRNA trén cing mot mau bénh phdm nhu vi khuan
Elizabethkingia, Burkholderia cepacia va Klebsiella pneumoniae. Mot sb tac
nhan chi phat hién bang nuéi ciy nhu Serratia va Candida. Phuong phap PCR
phat hién cac tic nhan vi rat (Enterovirus, Cytomegalovirus) va vi khuan trong
khi cac phuong phap khac chi phat hién ra vi khuan. Giai trinh tu 16S rRNA
phat hién vi khuin Treponema pallidum va Orientia tsutsugamushi trong khi

cac phuong phap nudi cdy va PCR khac khong c6 két qua.

20
15
Culture_Agreement
-
xS
Sﬁ . Only Culture
g B ony RNA-Seq-PathSeeker
,E . RNA-Seq-PathSeeker Match Culture
n(o
N
) \\'b\(\\'b \'b \\'b (Q \) b'b'\ \36 \\'b \\6 \?} ,@’\ .@ Q\ \\6 \\6 \'b \\ ,b‘o
96(\0\66 IR AV 0 RS CRRY Gooco\‘oQ S 0(\
A& O O\ 0'3‘ 0"0‘(\@0 £ o° 0"\0"\0"\“ o° LR % o
TR 2o e ST o

6"?‘0
Vi sinh vat
Hinh 4.3. So sanh thanh phin vi khuin dwoc phat hién bing RNA-seq va
nudi ciy

Chui thich:Mau xanh la (Only culture): Vi sinh vdt phat hién bang nudi cdy; Mau xanh lam
(Only RNA-Seq-Pathseeker): Vi sinh vat phat hién bang giai trinh tw RNA,; Mau hong
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(RNA-Seq-Pathseeker match Culture): Vi sinh vt phat hién bang cd hai phirong phdp
RNA-seq va nuoi cay.

Phuong phap nudi cdy va giai trinh ty RNA cung phat hién mot s vi
khuan nhu Klebsiella, Escherichia, Burkholderia, Enterobacter Pseudomonas,
Serratia va Elizabethkingia. Bén canh d6, phuong phap giai trinh ty RNA phat
hién mot s6 tic nhan vi khudn ma phuong phap nudi ciy khong phat hién dugc
nhu Orientia, Enterococcus, Lautropia, Pantticea. So sanh thanh phan vi sinh
vét phat hién boi phuong phap nudi ciy va RNA-seq c6 thé thiy Klebsiella 1a
vi khuan c6 thé phat hién duoc nhiéu nhat bang ca hai k¥ thuat. Co 8 trudng
hop miéc Klebsiella phat hién dugc bang ca hai phuong phap, cac trudng hop
con lai khong tring khop. Céc vi khuan khac nhu Escherichia, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Streptococcus va Elizabethkingia c6 mot vai bénh
nhan duoc xac dinh bing ca hai phuwong phap nhung vdi ti 18 nho. Dic biét, vi
khuan Elizabethkingia hoan toan tring khop giita hai phuong phap. RNA-seq
phat hién duoc voi ) lugng bénh nhan nhiém vi khuan 16n hon so v&i nudi
cdy. Mot s6 tac nhan chi xuat hién ¢ nudi cdy nhu Staphylococcus, Candida,

Serratia, Achromobacter, Enterococcus va Stenotrophomonas.
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Vi sinh vat
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Hinh 4.4. So sanh két qua phat hién tic nhan giy bénh giira cic phwong phap

Chii thich: cdc dai mau thé hién ky thudt phat hién tac nhdn gdy bénh; cac 6 mau thé hién vi sinh vit dwgc phdt hién bang cdc phirong
phdp xét nghiém cua tirg mau; cham tron xanh e danh ddu mau ciia bénh nhi néo iing thiy.

RNASeq-PCR la két qua tring khop trén cung mot mau bénh pham giita phirong phdp gidi trinh tu RNA va PCR; RNASeq-Culture la két
qua trung khop trén cung mot mau bénh phdm gitta phuong phdp gidi trinh tu RNA va nuci cdy; 16S-Culture la két qua tring khép trén
ciing mot mau bénh pham giita phirong phdp gidi trinh tir 16S rRNA va nudi cdy; RNASeq-16S la két qua trimg khép trén cung mot mau
bénh pham giita phirong phdp gidi trinh tir RNA va 16S rRNA; RNASeq-16S-Culture la két qua tring khép trén cing mét mau bénh pham
giita phwong phdp gidi trinh tr RNA, 16S rRNA va nudi cdy.
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So sanh cac phuong phap xét nghiém phat hién tdc nhan nghi ngo gay
bénh ndo tng thily va nhiém tring so sinh c6 thé thiy 16S chi phat hién tac
nhan vi khuén, giai trinh ty RNA phat hién dugc cd hai nhém vi rat va vi khuén
trong khi nudi cdy phét hién dugc vi khuan va ndm. Trong hinh 4.4 ¢6 13 méu
dich ndo tuy va két qua phat hién tic nhan nghi ngd nio tng thiy do phén tich
giai trinh ty 16S rRNA (10 mau) va RNA (3 mau). Mau 4011, 4022 va 4038
déu c6 Klebsiella pneumoniae 13 tac nhan duy nhét phat hién trong mau dich
ndo tuy. E.coli 1a tac nhan duy nhat cia mau 4015 trong khi Burkholderia
cepaciae 13 tac nhan duy nhét & 4040 va Elizabethkingia trong mau 4023. Mau
4035 va 4029 co6 chung tac nhan 1a Treponema pallidum. Két qua ctia mau 4042
1a vi rat HIV, mau 4024 12 Human Alphaherpes virus 2 va mau 4037 la
Rotavirus A, cac mau nay déu phat hién qua phuwong phap giai trinh ty RNA.
Theo hinh 4.4 ciing c6 thé thay nhom nhiém tring so sinh c6 mot sd vi sinh vat
dac trung khong c6 & nhom ndo ung thuy nhu Enterovirus, Staphylococcus,
Candida, Pseudomonas va Orientia. Két qua twong dong cia ba phuong phap
giai trinh tu 16S TRNA, RNA va nudi cdy c6 cac vi khuan sau Klebsiella
pneumoniae (mau 7019), Burkholderia cepaciae (mau 7029), Elizabethkingia
(mau 7095), va Treponema pallidum (mau 7156). C6 duy nhat mot mau c6 két
qua twong dong giita 16S rRNA va nudi cay 13 vi khuan Burkholderia cepaciae
(mau 7176). So sanh thanh phﬁn vi sinh vat c6 ty 1€ cao nhét duoc phat hién tur
cac phuong phéap xét nghiém truyén thong va str dung k¥ thuat giai trinh ty hién
dai, co thé thay thanh phan vi sinh vat gay bénh ndo ung thiy va nhiém tring
so sinh rat da dang, bao gdm ca vi khuan, ndm va vi rat. Klebsiella pneumoniae
va E.coli dugc phat hién ¢ hau hét cac phuong phap chan doan. Klebsiella
pneumoniae dugc xac dinh & 24 bénh nhan trong nghién ctru nay trong do6 co 3
bénh nhan chan doan ndo tng thily va 21 bénh nhan NTSS. Klebsiella
pneumoniae ciing 13 tac nhan luu hanh nhiéu nhat trong ca hai nhom bénh. Co

9 truong hop khang dinh nhiém E.coli trong so sanh cac phwong phap, mot
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truong hop 1a bénh nhan ndo ung thiy con lai 1a NTSS. Burkholderia cepacia
dugc phat hién qua nudi cdy va phan tich giai trinh tu nhung khong phét hién
qua phuong phap PCR do yéu ciu phai c6 moi dic hiéu. Két qua nudi cay phu
hop vé6i két qua RNA-seq & miu mau cta bénh nhan. Burkholderia cepacia 13
mot trong s6 vi khuan gdy nhiém tring so sinh & cac nuéc nhu Parkistan,
Yemen, An D6 va ca Viét Nam. Mot nghién ciru ¢ Parkistan cho thiy trong sb
18 tré chian doan mac nhiém tring so sinh do B.cepacia, 10/18 tré sinh ra nhe
can, 15/18 tré 1a nhidm trung so sinh khoi phat mudn va 10/18 tré chét, vi khuan
nay da khang 100% v&1 minocycline and chloramphenicol [114]. Bén canh do,
cac nghién ctru tai Chau Phi, An D6 va Parkistan ciing chi ra rang B.cepacia
lién quan dén nhidm tring bénh vién [109, 116, 195]. Nhitng nghién ctru nay
déu thyuc hién khi c6 su xuat hién vu dich lién quan dén B. cepacia & cac bénh
vién va khu vuc chim soc dic biét. Co thé thay, day 1a diém dang luu y cho cac
bénh vién nhi tai Viét Nam dé phong tranh cac tinh huéng x4u do lay nhiém
bénh vién nhu kiém soat nhiém trung, thuc hanh 1am sang t6t. Khi so sanh cac
phuong phép, c6 14 bénh nhan dugc khang dinh méc B.cepacia véi hai bénh
nhin ndo ung thuy va 12 bénh nhan NTSS. Treponema palladium luu hanh
trong ca hai nhém bénh véi tong sé mac 12 18 bénh nhan bao gdbm bén bénh
nhan NUT va 14 bénh nhan NTSS. Vi khuin Orientia tsutsugamushi chi luu
hanh & nhém bénh NTSS véi 9 trudng hop nhiém. Trong nhom vi rit giy bénh,
Enterovirus ¢ sb luong ca mac 1a 24, va chi xuat hién & nhém NTSS. Diéu nay
c6 thé chi ra vi khudn Orientia tsutsugamushi va Enterovirus 13 hai tac nhan
gy nhiém trung so sinh trong nghién ctru nay. Tuy nhién, dé khang dinh chic

chdn can co cac nghién curu sinh hoc phan tir sau hon.
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4.4. Han ché cia deé tai

Pé tai thudc Dy 4n thir nghiém nghién ciru tac nhan gay bénh nio tng
thuy va nhiém trung so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong. Thoi gian thyc hién
dé tai 1a tir nam 2019 dén 2020 khi dich COVID-19 xay ra, do vy viéc thu
tuyén s6 lugng mau nho va chi trong pham vi ctia Bénh vién Nhi Trung wong.
Do viy, can c6 cac nghién ctiru khac véi quy mo méu 16n hon, thuc hién &
cac dia diém nghién ctru khac nhu cac Bénh vién Nhi trong c4 nuéce dé xac
dinh dugc sy luu hanh cling nhu dac diém sinh hoc phan tir ciia cac tac nhan

gdy bénh nio ing thuy va nhiém trung so sinh.
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KET LUAN

Pé tai nghién ctru trén bénh nhi nghi ngd mac nio ung thily va nhiém
trung so sinh, thuc hién tai Bénh vién Nhi Trung wong trong giai doan tur thang

10/2019 dén thang 12/2020 da thu dugc cac két qua nhu sau:

1. M6 ta mot so dic diem 1am sang va can lam sang cua bénh nhi ndo

Ging thiy va nhiém trung so sinh tai Bénh vién Nhi trung wong, 2019-2020

Ty 18 bé trai mac bénh ndo tng thily va nhiém tring so sinh cao hon ¢ bé
gai. Bénh nhan da s ¢ khu vuc nong thon va mién nui. Ty 1é tir vong ca bénh
& ndo Gng thiy 1a 7,3% va & nhiém trung so sinh 13 9,2%.

Két qua xét nghiém bang phuwong phap mién dich & nhém nio Gng thay
gdm 02 bénh nhi duong tinh véi IgG/IgM vi rit Cytomegalo (CMV), 01 bénh
nhi duong tinh véi IgG cua vi rut Herpes 1+2 (HSV), 02 bénh nhi duong tinh
test nhanh voi RSV A. Nhom nhiém tring so sinh c¢6 két qua mién dich: 23
bénh nhi duong tinh vé1 CMV IgG/IgM, 17 bénh nhi duong tinh vé61 HSV 142
IgG, 16 bénh nhi duong tinh vé1 Rubella IgG, 05 bénh nhi duong tinh véi
Treponema pallidum TPHA, 05 bénh nhi duong tinh vé1 EBV-VCS IgG va 04
bénh nhi duong tinh v&1 Toxoplasma 1gG.

Phuong phap PCR phat hién cac tdc nhan vi rat Cytomegalovirus,
Enterovirus, vi khuan Escherichia coli K1 va Streptococcus pneumoniae & ca
hai nhoém ndo ting thuy va nhiém trung so sinh. Herpatitis E Virus (HEV) chi
duoc phat hién & 08 mau mau va dich ndo tuy cua bénh nhi nhiém trung so sinh.

Ty 1¢ phat hién tic nhan bang phuong phap nudi cdy 1a 14,8% bao gém
céc tac nhan vi khuan: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Burkholderia
cepacia, Enterobacter cloacae, Elizabethkingia menigoseptica va nhoém
Staphylococcus spp. va nAm Candida guillerrmondii, Candida orthopsilosis va

Candida tropicalis. K&t qua nuoi cay chi cd ¢ bénh nhan nhiém trung so sinh.
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2. Xac dinh mot s6 tic nhan gy nio ving thiiy va nhiém tring so sinh

bang phwong phap giai trinh twy RNA va 16S rRNA

300 miu bénh phidm mau va dich ndo tuy tir 41 bénh nhan nio tng thity
va 142 bénh nhan nhiém tring so sinh da duoc phan tich va giai trinh ty 16S
rRNA va RNA-seq.

16S rRNA phat hién duoc cac vi khudn trong mau va dich ndo tuy ma
nudi cdy khong phan lap duoc. Cac chi vi khuan chu yéu 1a Staphylococcus,
Corynebacterium, Arthrobacter, Psedomonas. D6i véi nhom ndo tng thiy,
37/41 mau dich ndo tuy c6 két qua giai trinh tr 16S rRNA va cac tac nhan nghi
ngd gdy bénh co tan suat xuat hién cao nhét 1a Klebsiella va Staphylococcus.
Péi voi nhom nhiém trung so sinh, cac tic nhan nghi ngd gy bénh ¢ tan suét
xuat hién cao 1a Klebsiella, Escherichia coli, Enterobacter, Streptococcus,
Corynebacterium, Staphyloccoccus, Acinetobacter va Pseudomonas. 16S
rRNA chi xac dinh duoc vi khuén gay bénh nhung c6 ty 1€ phat hién tdc nhan
gay bénh cao la 81%.

RNA-seq phat hién ca tac nhan vi khuan va vi rt voi ty 1& phat hién 40%.
Két qua giai trinh tuy RNA cho két qua cta 05 mau dich ndo tuy thudc nhom
ndo ing thity va 132 miu mau va dich no tuy thudc nhém nhiém tring so sinh.
Céc tac nhan nghi ngod gy ndo ung thuy chinh bao gdm Enterovirus B, Human
alphaherpesvirus 2, Rotavirus A, Human immunodeficiency virus 1 (HIV 1),
Human betaherpesvirus 5 va va Treponema palladium. Bén canh cac tdc nhan
nghi ngd gay bénh gidng voi nhém ndo tng thily, cic tic nhan nghi ngd gay
bénh nhiém tring so sinh phat hién bang giai trinh ty RNA con ¢6 Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Enterobacter cloacae,

Orientia tsutsugamushi, Burkholderia cepacia va vi rat Murid betaherpesvirus 1.
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KIEN NGHI

Sau qua trinh thuc hién dé tai, chiing t61 xin c6 mot s6 kién nghi sau:

1. Phat trién k¥ thuat giai trinh tu gene thé hé mai trong chan doan bénh
truyén nhiém noi chung va nio ung thay ciing nhu nhiém tring so sinh noi
riéng tai bénh vién, vién nghién ctru va co sd y té tuyén trung wong.

2. Trong cac nghién ciru sau, bén canh viéc chan doan cac tic nhan giy
bénh NUT va NKSS, nhém nghién ctru s€ thuc hién cac diéu tra vé su xuit
hién céc tac nhan trong méi truong cling nhu ngudn 1ay nhiém dé c6 thé xay
dung mo6 hinh dy doan bénh tat.

3. Xay dung hé thong giam sat bénh nhi nhiém trung so sinh sau khi xuét
vién, theo di tir 3 dén 6 thang dé kiém tra ciing nhu chan doan sém trudng

hop tién trién thanh ndo Gng thuy.
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Van chuyén va bao quan dung k¥ thuat, dé thuc hién xét nghiém vi khuan giy bénh

2. Pham vi
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Lua chon va kiém tra b mau cho phé duyét phuong phap xét nghiém




Thyc hién bao quan va van chuyén mau dung qui dinh
Thuyc hién tach huyét thanh

Hoan tat bao cdo va giay to lién quan dén mau

5. Dung cu, thiét bi

- Hop van chuyén mau theo qui dinh ciia B9 y té, dam bao an toan sinh hoc

- Tu lanh thuong, am 20 d6 C

- Hop dung mau

- Tube v tring dé dyng mau

- Gia dung mau

- But viét kinh khong x6a duoc

- Gang tay, khau trang

- Thi dung rac thai y t& c6 nhin hiéu sinh hoc

6. Van chuyén mau

6.1.

6.2.

Péng gbi mau

Tat ca cac mau bénh pham phai duoc dong chit nap va xép thang dimg trong
gia dung mau.

Khi van chuyén gia dung bénh phim phai duoc dé trong tai nilon dan kin,
bén dudi co 16t bong hodc gidy thAm nudc, sau d6 dit vao hop van chuyén
mau c6 khéa an toan, néu khong c6 khéa an toan can ding bang dinh dan
xung quanh, c¢b dinh gia vao hop van chuyén méu, chén tai lanh xung quanh
dé dam bao nhiét d6 van chuyén tir 2 dén 10°C.

Dén nhan c6 ky hi¢u nguy hiém sinh hoc bén ngoai hdp van chuyén bénh
pham. Trudng hop khong c6 nhan nguy hiém sinh hoc thi phai c6 ghi 16 moi
thong tin va sb dién thoai lién hé bén ngoai ctia hop van chuyén miu bénh
pham.

Khéng dé danh sach mau vao trong hop van chuyén mau.

Van chuyén mau



Van chuyén mau bénh pham phai tudn thu cac quy dinh cua qudc gia va
chinh quyén dia phuong vé van chuyén méu céc tic nhan c6 kha ning gay
bénh.

Noi giri mau nén goi dién béo trudc cho phong xét nghiém biét thoi gian
bénh pham s& t6i, dé phong xét nghiém bb tri can bo tiép nhan.

Bénh pham gtri di phai kém theo phiéu xét nghiém dién day du cac thong tin.
Mau bénh pham phai dugc bao quan lanh trong sudt qua trinh van chuyén.
Trong qua trinh van chuyén mau phai budc chit hop chira miu bénh pham
vao gia cho hang, dam bao gon gang, tranh do, va.

. Tiép nhan miu

Kiém tra nhiét do trong hop van chuyén, kiém tra tinh trang mau, ddi chiéu
thong tin trén ong dung mau, phiéu xét nghiém va s6 van chuyén mau.
Thong bao cho noi giri xét nghiém ldy lai mau trong truong hop: mau bi
dong, huyét thanh da bi tan huyét, mau khong dugc van chuyén ding nhiét
d9, mau khong du thé tich yéu cau, mau duoc van chuyén dén qua thoi gian
qui dinh.

Thong bao cho noi giri miu xét nghiém bd sung thong tin trong trudng hop:
thiéu thong tin vé dia chi, ngay, thu thap mau trén phiéu xét nghiém.

Ky nhan vao phiéu giri mauva ghi chép thong tin vao so nhan mau.

. Bio quan miu xét nghiém

Mau huyét thanh néu xét nghiém trong vong 7 ngiy phai bao quan & nhiét do
4 — 8°C. Néu tién hanh xét nghiém sau 7 ngay cin bao quan & nhiét d6 am
20° C hodc lanh hon. Tuy nhién, mau khong duoc tan dong qua 3 lan.

Céc 6ng nghiém luu miu & nhiét d6 Am siu phai 1a cic ong nghiém chuyén
dung. Phai ghi rd thong tin vé mau trén 6ng nghiém bang loai muc khong
x0a duoc.

Céac mau khi Iuvu phai ¢6 ma s6 va ghi chép trong s6 Ivu mau theo qui dinh.
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1. Muc dich

Van chuyén va bao quan mau dung k¥ thuat, dé thuc hién xét nghiém tic nhan
gay bénh

2. Pham vi

Pham vi d4p dung cta quy trinh dugc thyuc hién tai cac phong xét nghiém tuyén
trung wong va tuyén tinh.

3. Phwong phap:

- Mau duoc lay tai cac co sd'y té, theo qui trinh chuan ctia Bo y té.

- MAu xét nghiém can phai duoc lay do cic bac si hodc nhimng nguoi ¢ kinh
nghiém. Dich ndo tuy duoc ding dé chan doan virus, vi khuén, ky sinh tring
va viém mang ndo do nim.

4. Trach nhiém

4.1. Truong khoa:

- Phé duyét quy trinh k¥ thuat.

4.2. Truong phong thi nghiém:

- Phé duyét quy trinh k¥ thuat

- Cap nhat cac thay d6i cta quy trinh

4.3. Cin bé dau moi:

- Lap ké hoach phé duyét phuong phap

- Lua chon va kiém tra bd miu cho phé duyét phuong phap xét nghiém

- Kiém soat chat lugng toan b qui trinh

- Cap nhat céc thay d6i cta qui trinh

4.4. Nhan vien PTN:

- Thuc hién bdo quan va van chuyén mau ding qui dinh



Hoan tat bao cao va giay to lién quan dén mau

5. Dung cu, thiét bj

Hop van chuyén mau theo qui dinh ctia B y té, dam béo an toan sinh hoc
Tu lanh thuong

Hop dung mau

Tube vo trung dé dyng mau

Gia dung mau

Bt viét kinh khong x6a duoc

Ging tay, khiu trang

Ti dung rac thai y té c6 nhan hiéu sinh hoc

6. Van chuyén mau

6.3.

Péng g6i mau
Tat ca cac mau bénh pham phai dugc dong chat nip va xép thang dung
trong gia dung mau.
Khi van chuyén gia dung bénh pham phai dugc dé trong tai nilon dan kin,
bén dudi c6 16t bong hodc gidy thim nudce, sau d6 dit vao hop van chuyén
mau c6 khéa an toan, néu khong c6 khoa an toan can ding bing dinh dan
xung quanh, c6 dinh gia vao hop van chuyén mau, chén tai lanh xung quanh
dé dam bao nhiét do van chuyén tir 2 dén 10°C, trir mot sd vi khuan khong
dé lanh.
Dan nhin c6 ky hiéu nguy hiém sinh hoc bén ngoai hdp van chuyén bénh
pham. Trudong hop khong co nhan nguy hiém sinh hoc thi phai c6 ghi o
moi thong tin va s6 dién thoai lién hé bén ngoai cua hop van chuyén mau
bénh pham.

Khong dé danh sach mau vao trong hop van chuyén mau.



6.4.

Vin chuyén mau
- Méiu xét nghiém nén giri t6i phong thi nghiém dé xur 1y cang som cang
tot.
- Méu dich néo tily cho xét nghiém vi khuan dugc van chuyén trong diéu
kién nhiét d6 moi trudng, nédi chung 12 khong cin méi trudng van chuyén.
Khong dugc dé dong da vi nhidu tic nhan gay bénh s& khong ton tai trong
diéu kién nhiét do thép. Chalmg han nhu vi khuan ndo mé cau sé& bi chét néu
nhu d€ nhiét d6 lanh.
- Mau dich nio tiy cho phan 1ap virus khéng can méi trudng van chuyén.
Chung c6 thé van chuyén ¢ diéu kién 4 - 80C, thdi gian trong 48 gio, hoic
- 700C cho thoi gian kéo dai hon.
Van chuyén mau bénh pham phai tuin tha cac quy dinh cua qudc gia va
chinh quyén dia phuong vé van chuyén miu cac tac nhan c6 kha ning giy
bénh.
Noi giri mau nén goi dién bao trudc cho phong xét nghiém biét thoi gian
bénh phém s& toi, dé phong xét nghiém b tri can bd tiép nhan.
Bénh pham giri di phai kém theo phiéu xét nghiém dién day du cac thong
tin.
Trong qua trinh vin chuyén mau phai budc chit hop chira mau bénh pham
vao gia cho hang, dam bao gon gang, tranh d6, vo.
9. Tiép nhian miu
Kiém tra nhiét do trong hop van chuyén, kiém tra tinh trang mau, dbi chiéu
thong tin trén dng dung mau, phiéu xét nghiém va s6 van chuyén mau.
Thong béo cho noi giri xét nghiém Iy lai mau trong truong hop: mau khong
duoc van chuyén ding nhiét dog, mau khong du thé tich yéu cu, mau duogc
van chuyén dén qua thoi gian qui dinh.
Thong bao cho noi giri mau xét nghiém bd sung thong tin trong trudng hop:

thiéu thong tin vé dia chi, ngay, thu thap mau trén phiéu xét nghiém.



Ky nhan vao phiéu giri mauva ghi chép thong tin vao sé nhan mau.
10.Bio quin miu xét nghiém

Mau dich ndo tiy néu khong duoc xét nghiém ngay can bao quan & ngin
mat t0 lanh 4 - 8°C trong 48 gid, trir mot sd vi khuan, ddi véi tac nhan 1a
virus c6 thé dé & - 70°C trong thoi gian dai hon

Céc 6ng nghiém luu mau ¢ nhiét d6 4m sau phai 1a cac 6ng nghiém chuyén
dung. Phai ghi rd théng tin vé mau trén dng nghiém bang loai muc khong
x0a duoc.

Céac mau khi luu phai c6 ma s6 va ghi chép trong s6 luu mau theo qui dinh.



PHU LUC 2. Céc bién s6 nghién ciru

i i , Phwong phap thu
Ma so Tén bién Dinh nghia Loai bién
thap
A. Muc tiéu 1: Mjt s6 diic diém dich t& hoc bénh SXHD
A Phan loai Nio ting thily hay Nhiém khuan khuyét Nhi phan Bénh 4n
B. Ngudn thong tin
. Noi diéu tri dau tién — Nhi TW hodc BV Bénh an, gidy chuyén
BO1 Tén bénh vién _ Phén hang _
khac (ghi r0) vign
B02 | Hovaténbacsi |TénBS diéu tri Vin ban Bénh an
, S6 DT cuia BS diéu trj (dung cho theo ddi
B03 S6 BT BS Dinh danh Bénh an
sau nay)

C. Thong tin chung vé bénh nhan
Co1 Tén Tén goi thuong ngay Dinh danh Bénh an
C02 G161 tinh Phan chia 02 gi¢1 nam va nir Nhi phan Bénh an/héi

Ngay thang nam . . _
Co03 - Ngay sinh theo duong lich Ngay thang Bénh an/hoi

sin

. Tinh tir nim sinh ra dén thoi diém diéu tra.

Cco4 Tuo1 Ro1 rac Bénh an/héi

Tinh theo thang




Ho va tén me¢

Co05 , Tén day du cua me hoic bd Dinh danh Bénh an/hoi
hoac bo
C06 | Diachi Dia chi chi tiét dén s6 nha/thon Dinh danh Bénh an/hoi
C07 S6DT lienhé | S6 DT cua bd hodc me Dinh danh Bénh 4n/hdi
D. Tri¢u ching 1am sang
EO1 Ngay vao vién Ngay vao vién lan nay Ngay thang Bénh an/Ho1
, , Phan hang Bénh an/Hoi
EO02 Sot Sot trén 38 d§ C
(C6/Khong/Khong rd)
EO03 Pau dau Bi dau dau Phan hang Bénh an/Ho1
E04 Co giat Bi co giat Phan hang Bénh an/Hoi
EO05 Lo mo Tinh trang lo mo Phan hang Bénh an/Ho1
E06 Cung gay Bi ciing gay Phan hang Bénh an/Hé1
Thay dbi tinh o Bénh an/Hoi
EO07 . Tinh trang thay doi tinh than Phan hang
than
EO8 Non B1no6n Phan hang Bénh an/Ho1
E09 Thép phong Tinh trang c6 phong thop Phan hang Bénh an/Ho1




, DPiém Glasgow ghi nhan dugec tai thoi . Bénh an/Hoi
E10 biém Glasgow _9 _ Lién tyc
diém nhap vién

E. Két qua xét nghiém tai bénh vién
E01. Xét nghiém tim IgM khang virut Viém ndo Nhdt Ban

Mau dich ndo . Bénh 4n
EO1.1.1 Ngay lay mau DNT Ngay thang

tuy

Mau dich ndo ~ Bénh 4n
EO1.1.2 Ngay nhan mau DNT Ngay thang

tuy

Mau dich ndo . Bénh 4n
EO1.1.3 Ngay xét nghiém DNT Ngay thang

tuy

Mau dich ndo , Bénh 4n
EO1.1.4 Két qua I[gM VNNB DNT Danh muc

tuy
E01.2.1 | Huyét thanh 1 | Ngay liy mau mau Ngay thang Bénh 4n
E01.2.2 | Huyét thanh 1 Ngay nhan miu méu Ngay thang Bénh an
E01.2.3 | Huyétthanh 1 | Ngay xét nghiém Ngay thang Bénh 4an
E01.2.4 Huyét thanh 1 Két qua IgM VNNB xét nghiém méau Danh muc Bénh an
E01.3.1 | Mau phan Ngay lay mau phan Ngay thang Bénh an
E01.3.2 | Mau phan Ngay nhan mau phan Ngay thang Bénh an




E01.3.3 | Mau phan Ngay xét nghiém Ngay thang Bénh an
E01.3.4 | Mau phan Két qua IgM VNNB mau phan Danh muc Bénh an

Két qud chdn Két qua chan dodn hinh anh ghi nhdn Bénh an
EO02 Dinh tinh

doan hinh anh dwoc khi lam xét nghiém tai bénh vién
EF03. Xeét nghiém vi khudn hoc
E03.1.1 | Nhuom Gram Ngay nhudm gram Ngay thang Bénh an
E03.1.2 | Nhuom Gram Tén vi khuan phat hién duoc (néu co) Pinh tinh Bénh an

Phan ing ngung , Bénh an
E03.2.1 | , Ngay lam phan tng ngung két hat Latex Ngay thang

két hat Latex

Phan ing ngung _ , _ , Bénh an
E03.2.2 | , Tén vi khuan phat hién dugc (néu c6) Dinh tinh

két hat Latex
E03.3.1 | Nudi cdy Ngay nhud¢m gram Ngay thang Bénh an
E03.3.2 | Nudi cdy Tén vi khuan phat hién dugc (néu c) Dinh tinh Bénh an
F. Thong tin diéu tra vién
FO1 Ho va tén Ho tén nguoi diéu tra Dinh tinh Phiéu hoi
F02 Chirc vu Chtrc vu ctia ngudi diéu tra Pinh tinh Phiéu hoi
FO03 Ngay diéu tra Ngay tién hanh diéu tra Ngay thang Phiéu hoi




FO4 Ngay hoan tat Ngay hoan tat diéu tra Ngay thang Phiéu hoi

G. Phén danh cho PTN vi khuin cia Vién VSDT TU

Gol Co lam xét Co lam xét nghiém PCR khong hay khong Danh muc Bénh an/Ho1

nghiém PCR 10

GO02 Ngay nhan mau | Ngay nhan mau Ngay thang Bénh an/Hé1
GO03 Ngay xét nghiém | Ngay lam xét nghiém Ngay thang Bénh an/Hé1
G04.1 | Két qua PCR Két qua PCR duong tinh hay 4m tinh Nhi phéan Bénh an/Ho1
G04.2 | Tén vi khuan Tén loai vi khuan dinh danh dugc Danh muc Bénh an/Hoi
G04.3 | Typ huyét thanh | Typ huyét thanh (néu c6) Pinh tinh Bénh an/Hoi
G044 |Hotén Ho va tén k¥ thuat vién Dinh tinh Bénh an/Hoi




PHU LUC 3. Portra package

—n

>install.packages(path_to tar gz file, repos = NULL, type="source"
Once installed:

> inputTaxaCountMatrix <- MRcounts(countObject, norm=FALSE) or
exprs(countObject) if data is ExpressionSet object
> gids <- genGids( fData(countObject)[,c("Kingdom", "Phylum", "Class",
"Order", "Family", "Genus","Species")], cols=seq(6) )
> out <- portra50::iter.clust.dataset(
mat = inputTaxaCountMatrix,
tau=colSums(inputTaxaCountMatrix),
category = gids,
clust.merge.mod="M",
ncore=4 ) #number of cores
Output
1. out$mat contains the matrix count data.
2. If you are interested in the k”th cluster's members, unlist(outfmems[k])gives
all the taxa clustered into the cluster.

3. If you want to find what is the dominant member of the k”th cluster, do :

>library(matrixStats)
> fi <- unlist(out$mems[k])

> dominant <- fi] which.max( rowSums( inputTaxaCountMatrix ) ) ]
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PHU LUC 4. Céc biéu miu

4.1 Phiéu cung cap thong tin va thoa thuan tham gia nghién ciru

BAN THONG TIN DANH CHO POI TUQNG NGHIEN CUU
VA CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU

Phiéu danh cho: b6/me/nguoi giam hd ciia bénh nhian méc nio tng thuy

Tai liéu nay duwoc thong bao ddy dit dén nhitng ngueoi tham gia nghién civu, khong cé trang hay
phan nao trong tai liéu nay dwoc bo qua. Nhitng ngi dung trong tai liéu nay can phai dwoc gidi
thich ro bang loi voi nhitng nguoi tham gia nghién ciru.

Tén nghién ctru: “Nghién ctru tien kha thi vé dic diém cia bénh nhan nio ung thiy

va nhiém trung huyét so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong”.
Phién ban: 1.0 Ngay: 20/05/2019

Pon vi chii tri: Vién Vé sinh dich t& Trung wong, sb6 1 Yecxanh, Ha Noi, Viét Nam
Nghién citu vién chinh: GS.TS Ping Puc Anh, Vién truéng Vién Vé sinh Dich té
Trung wong; s6 1 Yecxanh, Hai Ba Trung, Ha Noi.

Dién thoai: 0243.821.3241, Email: dda@nihe.org.vn

Con cua anh/chi dugc moi tham gia nghién ctru “Nghién civu tién kha thi vé dic
diém ciia bénh nhén néo ting thiiy va nhiém tring huyét so sinh tai Bénh vién Nhi
Trung wong” do dap tmg cac tiéu chuan lya chon cia nghién ctru. Day 1a hoat dong do
Vién Vé sinh dich té Trung uong phéi hop véi Pai hoc Bang Pennsylvania, Hoa Ky thuc
hién.

Trude khi quyét dinh dong ¥ hay khong dong v cho con/nguoi duoc anh/chi giam
ho tham gia nghién ctru, anh/chi nén doc k¥ va hiéu ré muc dich ctia nghién ctru, nhitng
loi ich, nguy co ¢6 thé xay ra khi con cua anh/chi tham gia vao nghién ctru nay. Tai liu
nay s¢ cung cip cac thong tin chi tiét vé nghién ctru dé giup anh/chi c6 thé ty dua ra
quyét dinh cho phép hoic con ctia anh/chi tham gia nghién ctru hay khong. Anh/chi s&
dugc doc ban cung cap thong tin nay va ky vao ban chap thuan néu cho phép hoic con
cua anh/chi tham gia nghién ctru. Anh/chi ciing dugc dat cac cau hoi ma minh chua rd
cho céc nghién ctru vién. Anh/chi ciing c6 thé thao luan véi gia dinh, ban bé, ngudi than
ctia minh trude khi quyét dinh cho con ctia anh/chi tham gia nghién ctru.

LTHONG TIN VE NGHIEN CUU
1. Muc dich tién hanh nghién ciru

Chung t6i dang tién hanh nghién ctru vé nguyén nhan gay bénh nio ting thuy & tré
nho. Pay 1a mot bénh nghiém trong khién cho dira tré c6 dau to hon binh thuong khi co
qua nhiéu chit 16ng (thudng duge goi 1a dich ndo tuy) trong dau cia dira tré. Néu tinh
trang nay khong duoc diéu tri hop 1y s& ¢ thé din t6i cac hau qua lau dai ddi voi su
phat trién cua dira tré sau ndy.

Bénh no ung thuy d6i khi gy ra boi viéc nhiém tring v6i mot loai tac nhan nao
d6 nhu vi khuan hogc vi rat, nhung trong nhiéu truong hop khong xéac dinh duge nguyén
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nhan. Do dd, chung t6i thuc hi¢n nghién ctru nay nham xac dinh loai tic nhan cu thé (vi
khuan, vi rat) gay bénh nio ng thuy & tré nho & Viét Nam. Ngoai con anh/chi, s& c6
khoang 200 tré khac tham gia nghién ctru nay.

S& khong co loi ich tryc tiép ddi v6i anh/chi hay con cta anh/chi khi tham gia
nghién ciru ndy. Tuy nhién, két qua nghién ciru niy s& gitip xac dinh dugc cac tac nhan
gy bénh, xdy dung m6 hinh dy bao va cung cap thong tin cho viéc thiét ké cac nghién
ctru khéc gitip chan doan sém, chinh x4c tac nhan gay bénh va gitip dinh huéng, nang
cao hi€u qua diéu trj cho cac bénh nhan khac trong tuong lai.

2. C4c buéc tién hanh

Con ctia anh/chi dwoc moi tham gia nghién ciru vi dap ing céc tiéu chuan lya chon
cua nghién cuu.

Néu anh/chi ddng ¥ cho con cta anh/chi tham gia nghién clru, ching t61 s€ xem
bénh 4an cua con anh/chi dong thot hot anh/chi mét s6 cau hot lién quan dén cac dic
diém vé thoi quen, 16i séng, tién st tiép xuc v4i cac tic nhan gy bénh, lich st tiém
chung... dé c6 thém thong tin gitp dwa ra mot mo hinh du bao cho viéc chan doan va
diéu trj cho cac bénh nhan trong twong lai dugc chinh xac va hi¢u qua hon.

Ngoai ra, chung t6i s& tién hanh thu thip miu mau, mau phan va dich ndo tuy tir
con cua anh/chi. Tat ca cac loai mau trén s& dugc thu thap theo quy trinh chuén ciia bénh
vién boicac can by y té ctia bénh vién duoc dao tao ky cang. DBéi v6i mau dich ndo tuy,
c6 hai trudong hop ddi v6i con ctia anh/chi:

1) C6 chi dinh phiu thuét cia béac si diéu tri dé xtr tri tinh trang bénh cua chau thi
chung t6i s& ldy mau dich ndo tuy trong qua trinh ph?lu thudt (thong thuong thi dich ndo
tuy qua nhiéu gdy dau to ¢ tré s& dugc loai bo khi phiu thuat, ching toi s& 14y lai cac
mau bo di ndy dé 1am xét nghiém);

2) Tinh trang ndo ing thuy cua con anh/chi chua c6 chi dinh phau thuat tir bac si
diéu tri. Ddi voi truong hop nay, thi thuat choc dich ndo tuy (sir dung kim sach dugc
tiét trung va choc vao tuy cia tré dé lay mau) thuong dugc ap dung dé lay mau xét
nghiém tai bénh vién. Chung ti s€ khong yéu cau lay riéng mau dich nio tuy cho nghién
clru nay ma sé& chia s¢é mau dich ndo tuy do bénh vién iy cho cac xét nghiém thuong
quy cua bénh vién.

Ngoai cac quy trinh thu thap thong tin va mau trén, con cia anh/chi van s& dugc
diéu tri thong thuong theo chi dinh ctia béac si tai bénh vién.

3. Cac nguy co va bit lgi

Viéc tham gia nghién ciru ndy s& khong 1am gia ting nguy co hay bét loi gi d6i véi
con cua anh/chi so v&i cham soc y té thong thudng tai bénh vién cho bénh nhan méc
bénh ndo tng thuy. Viéc 1dy miu mau, phan va dich ndo tuy 1 cac hoat dong thuong
quy cta bénh vién giup cho chian doan 1am sang cua béac si diéu tri; do do, con cia
anh/chi van c6 thé duoc dé nghi ldy cic mau nay bai bénh vién cho du c6 hay khong
tham gia nghién ctru ciia chung toi.

4. Quyen lgi ciia ngwoi tham gia nghién ciru

Tt ca cac xét nghiém nghién ctru tién hanh cho con ctia anh/chi déu mién phi. Tuy
nhién, anh/chi s& khong duoc chi tra chi phi nao khi tham gia nghién ctru nay. Céc két
qua xét nghiém, mic du khoéng duge tra ngay dé phuc vu cho qua trinh ra quyét dinh
diéu trj cua bac si, cling s€ dugc chung t6i gui téi bénh vién sém nhét c6 thé.
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3. Bdi thuong/diéu tri khi cé ton thwong lién quan dén nghién ciru:

Viéc tham g1a nghién ctru khong lam tang cac nguy co/ rui ro so voi cham soc y té thong
thuong tai bénh vién. Tuy nhién, néu co ton hai strc khoe dugc xac dinh 1a gay ra boi nghién
ctru, con cua anh/chi s€ dugc cham socy té mién phi cho nhiing tdn hai strc khoe do.

4. Nguoi lién hé:

Néu c6 bét clr cau hoi nao trong qua trinh tham gia nghién ctru, anh/chi c6 thé lién
hé: GS.TS Ping Puc Anh, Vién Vé sinh Dich té Trung uong; s6 1 Yecxanh, Hai Ba
Trung, Ha N§i. Dién thoai: 0243.821.3241, Email: dda@nihe.org.vn.

Hoac Hoi déng Pao dirc trong nghién ctru v sinh hoc, Vién Vé sinh dich té Trung
wong. Thu ky Hoi déng: PGS.TS Nguyén Thi Thuy Duong, SDT: 098 5019101.

Tai Bénh vién Nhi Trung vong: PGS.TS Tran Minh Dién, Pho giam ddc Bénh vién
Nhi Trung wong. S6 dién thoai: 0982222888, Email: dientm@nhp.org.vn

5. Su tw nguyén tham gia

Trude khi quyét dinh cho con cua minh tham gia hay khong, ching t6i khuyén khich
anh/chi dua ra cac cau hoi vé& nghién ciru va cac quy trinh nghien ctru. Anh/chi hoan toan c6
quyen quyet dinh c6 tham gia hay cho con cua minh tham gia nghién ctru hay khong. Anh/chi
c6 thé quyet dinh tham gia tit ca cac hoat dong ciia nghién ciru, hodc mot sd hoat dong cu thé
hodc ¢ quyén tir chdi tham gia nghién ciru. Ngoai ra, anh/chi ciing c6 thé quyét dinh cho con
ctia minh rat khoi nghién ctru bat ky luc nao va s& khong c6 anh hudng ndo véi van dé cham
soc suc khoe va st dung dich vu y té cua anh/chi va cac thanh vién khac trong gia dinh. Néu
anh/chi quyét dinh cho con ciia minh rat khoi nghién ctru sau khi da tham gia nghién ctru,
anh/chi c6 thé quyét dinh cho nghién ciru giir lai hay huy b6 s6 liéu hay mau da thu thap.

6. Tinh bao mat

Con cua anh/chi s€ duoc cép mdt ma sb nghién ctru, ma sb nay s& dugc st dung
thay cho tén ctia con anh/chi trong cic tai liéu nghién ciru va sd liéu phan tich.

Thong tin dién tir s€ dugc bado mat va s€ khong giup xac dinh cac thong tin c4 nhan
cua anh/chi hoac con cua anh/chi. Thong tin cua con cu anh/chi s€ dugc bao mat tuyét
d6i va s& khong duogc chia sé voi ai ngoai thanh vién nhém nghién ctru. Két qua cua
nghién ctru s& dugc cong bd vi nhitng muc dich c6 loi cong ddong va khoa hoc. Chiing
t6i s& cong bd két qua nghién ctru trén cac tap chi khoa hoc hay qua céc bai trinh bay tai
cac hoi thao. Tuy nhién, thong tin c4 nhan cta con anh/chi s& khéng xuat hién trén bat
ky 4n pham hay bai trinh bay no.

Trong nghién ciru nay, chiing toi s& tién hanh xem xét bo gen/ vat liéu di truyén
clia cac tac nhan giy bénh, trong d6 co thé giai ma bo gen/vat liéu di truyén tir con cla
anh/chi. Tuy nhién, viéc ma hod/loai bd céc thong tin nhan dang cua con anh/chi trong
qua trinh phan tich s& giup bao vé cac thong tin nay va khong ai ¢ thé xac dinh duoc
do la con cua anh/chi.

Chung t6i ciing s& sir dung thong tin vé dia chi ctia ho gia dinh (chi chi tiét dén cap
dd lang, xa ma khong néu dia chi cu thé cua gia dinh anh/chi) dé 1ap mo hinh dy béo.
Céc thong tin nhan dang cia con anh/chi cling s€ dugc ma hoa va bao mat khi phan tich
cac thong tin dia 1y nhu vay.

Chung tdi s& luu giir cac biéu mau nghién ciru ¢6 chira thong tin c4 nhan ctia con
cua anh/chi & noi bao mat. Chi nhiing ngudi lam viéc trong nghién ctru dugc phép xem
cac biéu mau nay.
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II. CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU

T6i da doc va hiéu thong tin trén day, di co co hdi xem xét va dét cau hoi vé thong tin lién quan
dén noi | dung trong nghién ctru “Nghién ciru tién kha thi vé déc diém ciia bénh nhan ndo ung thity
va nhiém tring huyét so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong”. To1 da noi chuyén tryc tiép voi
nghién ctru vién va duogc tra 101 théa dang tat ca cac cau hoi. Toi nhan mot ban sao cua tai lidu

nay.

T6i ty nguyén ddng ¥ tham gia nghién ctru voi cac ndi dung sau:

O ¢o6 O Khéng Pong ¥ tham gia nghién ctru nay

O ¢6 O Khéng Pong y dé nghién ciru thu thap thong tin tur hd so bénh 4n cua con toi/ngudi duoc toi
glam hd, dong thO’l cung cip cac thong tin theo b cau hoi

O ¢é O Khéng Dong y cung cap mau phan, mau mau, dich ndo tuy dé lam xét nghlem

O ¢é O Khéng Dong y cho nghién ctru dugc luu glu: cac thong tin, mau phan, mau mau, dich ndo tuy
cua con tdi/ngudi dugc tdi gidam hd dé st dung cho cac nghién curu trong tuong lai

O ¢é O Khéng Pong y cho nghién ciru st dung thong tin vé h¢ gen hay vét li¢u di truyén (ncu co) cua
con tdi/ngudi dugce t6i giam ho

Ho va tén cua tré:

B6/me/nguoi giam ho ky & day:

/ /

Ky tén

Ho va tén Mbi quan hé v&i tré Ngay ky

Néu ngudi nguoi bao hd khong tw doc dwoc, cin ¢é ngudi 1am ching ddc 1ap véi can bd
nghién ciru c6 mét va ky vao day:

T6i da c6 mat trong sudt qua trinh 1y chip thuan tham gia ctia nguoi tham gia. Phiéu nay da
duogc doc chinh xac cho ngudi tham gia va tit ca cac cau hoi ciia ngudi tham gia da duoc tra 10
va ho di dong ¥ tham gia vao nghién ctru nay.

/ /

Chir ky nguoi lam chimg | Ho va tén Ngay ky

Xac nhin ciia nghién ciru vién/nguoi liy chip thuin:
T6i, nguoi ky & dudi day, da giai thich day du cac thong tin vé nghién ctru cho ngudi c6 tén
nhu trén va s€ guri lai cho ho mdt ban chap thuan tham gia nghién ctru da dugc ky va ghi ngay.

/ /

Chir ky ctia Nghién curu vién Ho tén Ngay ky

166




BAN THONG TIN DANH CHO POI TUQNG NGHIEN CUU
VA CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU

Phiéu danh cho: b6/me/ngudi giam hd ciia bénh nhan mic nhiém khuin huyét so sinh

Tai liéu nay duwoc thong bdo ddy dit dén nhitng nguoi tham gia nghién ciru, khong cd trang hay
phan nao trong tai liéu ndy duoc bé qua. Nhiing noi dung trong tai liéu nay can phai duoc giai
thich ré bang 16i véi nhitng nguoi tham gia nghién ciru.

Tén nghién ciru: “Nghién ctru tién kha thi vé dic diém ciia bénh nhin nio ving thiy
va nhiém trung huyét so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong”.
Phién ban: 1.0 Ngay: 20/05/2019

Pon vi chii tri: Vién Vé sinh dich t& Trung vong, sb6 1 Yecxanh, Ha Noi, Viét Nam
Nghién citu vién chinh: GS.TS Ping Puc Anh, Vién truéng Vién Vé sinh Dich té
Trung wong; s6 1 Yecxanh, Hai Ba Trung, Ha Noi.

Dién thoai: 0243.821.3241, Email: dda@nihe.org.vn

Con cua anh/chi dugc moi tham gia nghién ctru “Nghién civu tién kha thi vé dic
diém ciia bénh nhén néo ting thiiy va nhiém triong huyét so sinh tai Bénh vién Nhi
Trung wong” do dap tmg cac tiéu chuan lya chon cia nghién ctru. Day 1a hoat dong do
Vién Vé sinh dich té Trung uong phéi hop véi Pai hoc Bang Pennsylvania, Hoa Ky thuc
hién.

Trude khi quyét dinh dong ¥ hay khong dong v cho con/nguoi duoc anh/chi giam
ho tham gia nghién ctru, anh/chi nén doc k¥ va hiéu ré muc dich cta nghién ctru, nhiing
loi ich, nguy co ¢6 thé xay ra khi con cua anh/chi tham gia vao nghién ctru nay. Tai liéu
nay s¢ cung cap cac thong tin chi tiét vé nghién ctru dé giup anh/chi c6 thé ty dua ra
quyét dinh cho phép hoic con ctia anh/chi tham gia nghién ctru hay khong. Anh/chi s&
dugc doc ban cung cap thong tin nay va ky vao ban chap thuan néu cho phép hoic con
cua anh/chi tham gia nghién ctru. Anh/chi ciing dugc dat cac cau hoi ma minh chua rd
cho céc nghién ctru vién. Anh/chi ciing c6 thé thao luan véi gia dinh, ban bé, ngudi than
ctia minh trude khi quyét dinh cho con ctia anh/chi tham gia nghién ctru.

LTHONG TIN VE NGHIEN CUU
1. Muc dich tién hanh nghién ciru

Chung t6i dang tién hanh nghién ctru vé nguyén nhan gay bénh nio ting thuy & tré
nho. Pay 1a mot bénh nghiém trong khién cho dira tré c6 dau to hon binh thuong khi cé
qua nhiéu chit 1ong (thudng dugc goi 1a dich ndo tuy) trong dau cia dira tré. Néu tinh
trang nay khong duoc diéu tri hop 1y s& ¢ thé din t6i cac hau qua lau dai ddi voi su
phat trién cua dira tré sau ndy.

Bénh nio ung thuy d6i khi giy ra boi viéc nhiém tring v6i mot loai tac nhan nao
d6 nhu vi khuan hodc vi rat (c6 thé trén bénh nhan mac nhiém khuan huyét), nhung
trong nhiéu truong hop khong xac dinh duge nguyén nhéan. Do do, chung toi thuc hién
nghién ctru ndy nham xac dinh loai tic nhan cu thé (vi khuan, vi rat) gy bénh nio Ging
thuy & tré nho & Viét Nam. Ngoai con anh/chi, s€ c6 khoang 200 tré khac tham gia
nghién ctru nay.

S& khong co loi ich tryc tiép ddi v6i anh/chi hay con cta anh/chi khi tham gia
nghién ciru ndy. Tuy nhién, két qua nghién ciru niy s& gitip xac dinh dugc cac tac nhan



gy bénh, xdy dung m6 hinh dy bao va cung cép thong tin cho viéc thiét ké cac nghién
ctru khéc gitip chan dodn som, chinh x4c tdc nhan gay bénh va gitp dinh hudng, nang
cao hi€u qua di€u tri cho cac bénh nhan khac trong tuong lai.

2. C4c buéc tién hanh

Con ctia anh/chi dwoc moi tham gia nghién ciru vi dap ing céc tiéu chuan lya chon
cua nghién cuu.

Néu anh/chi ddng ¥ cho con cta anh/chi tham gia nghién ctru, chiing t6i s& xem
bénh an cua con anh/chi d@)ng thoi hoi anh/chi mot sd cau hoi lién quan dén cac dic
diém vé thoi quen, 16i séng, tién st tiép xuc v4i cac tic nhan gy bénh, lich st tiém
chung... dé c6 thém thong tin gitip dwa ra mot mo hinh du bao cho viéc chan doan va
diéu trj cho cac bénh nhan trong twong lai dugc chinh xac va hi¢u qua hon.

Ngoai ra, chung t6i s& tién hanh thu thip miu mau, mau phan va dich ndo tuy tir
con cua anh/chi. T4t ca cac loai mau trén s& dugc thu thap theo quy trinh chuén ciia bénh
vién boi cac can bo y té cua bénh vién duge dao tao k§ cang. Tha thuat choc dich ndo
tuy (str dung kim sach dugc tiét trung va choc vao tuy cua tré dé lay mau) thuong dugc
ap dung dé 1dy mau xét nghiém tai bénh vién. Chung t61 s€ khong yéu cau lay riéng mau
dich ndo tuy cho nghién ctru ndy ma sé chia sé mau dich ndo tuy do bénh vién lay cho
cac xét nghiém thuong quy cia bénh vién.

Ngoai cac quy trinh thu thap thong tin va mau trén, con cia anh/chi van s& dugc
diéu tri thong thuong theo chi dinh ctia béac si tai bénh vién.

3. Céc nguy co va bit lgi

Viéc tham gia nghién ctru nay s& khong lam gia tang nguy co hay bat loi gi dbi VOl
con cua anh/chi so voi cham soc y té thong thudng tai bénh vién cho bénh nhan mic
nhiém khuan huyét. Viéc 14y mau mau, phan va dich ndo tuy 13 cic hoat dong thuong
quy cta bénh vién giup cho chian doan 1am sang cua béac si diéu tri; do do, con cia
anh/chi van c6 thé duoc dé nghi ldy cic mau nay bai bénh vién cho du c6 hay khong
tham gia nghién ctru ciia chung toi.

4. Quyen lgi cia ngudi tham gia nghién ciru

Tt ca cac xét nghiém nghién ctru tién hanh cho con ctia anh/chi déu mién phi. Tuy
nhién, anh/chi s& khong duoc chi tra chi phi nao khi tham gia nghién ctru nay. Céc két
qua xét nghiém, mic du khoéng duge tra ngay dé phuc vu cho qua trinh ra quyét dinh
diéu trj cua bac si, cling s€ dugc chung t6i gui téi bénh vién sém nhét co thé.

3. Bdi thuong/diéu tri khi cé ton thwong lién quan dén nghién ciru:

Viéc tham gia nghién ciru khong lam ting cac nguy co/ rii ro so v6i chim soc y té thong
thuong tai bénh vién. Tuy nhién, néu ¢ ton hai suc khoe dugc xac dinh 1a gay ra boi nghién
ctru, con cua anh/chi s€ dugc cham soc 'y té mién phi cho nhiing tdn hai strc khoe do.

4. Nguoi lién hé:

Néu c6 bét clr cau hoi nao trong qua trinh tham gia nghién ctru, anh/chi c6 thé lién
hé: GS.TS bang DBuc Anh, Vién V¢ sinh Dich té Trung uwong; s6 1 Yecxanh, Hai Ba
Trung, Ha N§i. Dién thoai: 0243.821.3241, Email: dda@nihe.org.vn

Hoac Hoi déng Pao dirc trong nghién ctru v sinh hoc, Vién Vé sinh dich t& Trung
wong. Thu ky Hoi ddng: PGS.TS Nguyén Thi Thuy Duong, SPT: 098 5019101,




Tai Bénh Vién’Nhi Trung wong: PGS.TS Tran Minh Pién, Pho giam ddc Bénh vién
Nhi Trung wong. SO dién thoai: 0982222888. Email: dientm@nhp.org.vn

5. Su tw nguyén tham gia

Trude khi quyét dinh cho con cua minh tham gia hay khong, ching t6i khuyén khich
anh/chi dua ra cac cau hoi vé& nghién ciru va cac quy trinh nghien ctru. Anh/chi hoan toan c6
quyen quyet dinh c6 tham gia hay cho con cua minh tham gia nghién ctru hay khong. Anh/chi
c6 thé quyet dinh tham gia tit ca cac hoat dong ciia nghién ciru, hodc mot sd hoat dong cu thé
hodc c¢6 quyén tir chdi tham gia nghién ciru. Ngoai ra, anh/chi ciing c6 thé quyét dinh cho con
ctia minh rat khoi nghién ctru bat ky luc nao va s& khong c6 anh hudng nio véi van dé cham
soc suc khoe va st dung dich vu y té cua anh/chi va cac thanh vién khac trong gia dinh. Néu
anh/chi quyét dinh cho con ctia minh rat khoi nghién ctru sau khi da tham gia nghién ctru,
anh/chi ¢ thé quyét dinh cho nghién ciru giir lai hay huy bo s6 liéu hay mau da thu thap.

6. Tinh bao mat

Con cua anh/chi s€ duoc cép mdt ma sb nghién clru, ma sb nay s& dugc st dung
thay cho tén ctia con anh/chi trong cic tai liéu nghién ciru va sd liéu phan tich.

Thong tin dién tir s€ dugc bdo mat va s€ khong giup xac dinh cac thong tin ¢4 nhan
cua anh/chi hoac con cua anh/chi. Thong tin cua con cu anh/chi s€ dugc bao mat tuyét
d6i va s& khong duogc chia sé voi ai ngoai thanh vién nhém nghién ctru. Két qua cua
nghién ctru s& dugc cong bd vi nhitng muc dich c6 loi cong ddong va khoa hoc. Chiing
t6i s& cong bd két qua nghién ctru trén cac tap chi khoa hoc hay qua céc bai trinh bay tai
cac hoi thao. Tuy nhién, thong tin ci nhan cta con anh/chi s& khong xuat hién trén bat
ky 4n pham hay bai trinh bay no.

Trong nghién ciru nay, chiing toi s& tién hanh xem xét bd gen/ vat liéu di truyén
clia cac tac nhan giy bénh, trong d6 co thé giai ma bo gen/vat liéu di truyén tir con cla
anh/chi. Tuy nhién, viéc ma hod/loai bd cac thong tin nhan dang cua con anh/chi trong
qua trinh phan tich s& giup bao vé cac thong tin nay va khong ai ¢ thé xac dinh duoc
do la con cua anh/chi.

Chung t6i ciing s& sir dung thong tin vé dia chi ctia ho gia dinh (chi chi tiét dén cap
do lang, xa ma khong néu dia chi cu thé cua gia dinh anh/chi) dé 1ap mo hinh dy béo.
Céc thong tin nhan dang cia con anh/chi cling s€ dugc ma hoa va bao mat khi phan tich
cac thong tin dia ly nhu vay.

Chung tdi s& luu giir cac biéu mau nghién ciru ¢6 chira thong tin c4 nhan ctia con
cua anh/chi & noi bao mat. Chi nhiing ngudi lam viéc trong nghién ctru dugce phép xem
cac biéu mau nay.



II. CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU

T6i da doc va hiéu thong tin trén day, di co co hdi xem xét va dét cau hoi vé thong tin lién quan
dén noi | dung trong nghién ctru “Nghién ciru tién kha thi vé déc diém ciia bénh nhan ndo ung thity
va nhiém tring huyét so sinh tai Bénh vién Nhi Trung wong”. To1 da noi chuyén tryc tiép voi
nghién ctru vién va duogc tra 101 théa dang tat ca cac cau hoi. Toi nhan mot ban sao cua tai lidu

nay.

T6i ty nguyén ddng ¥ tham gia nghién ctru voi cac ndi dung sau:

O ¢o6 O Khéng Pong ¥ tham gia nghién ctru nay

O ¢6 O Khéng Pong y dé nghién ciru thu thap thong tin tur hd so bénh 4n cua con toi/ngudi duoc toi
glam hd, dong thO’l cung cip cac thong tin theo b cau hoi

O ¢é O Khéng Dong y cung cap mau phan, mau mau, dich ndo tuy dé lam xét nghlem

O ¢é O Khéng Dong y cho nghién ctru dugc luu glu: cac thong tin, mau phan, mau mau, dich ndo tuy
cua con tdi/ngudi dugc tdi gidam hd dé st dung cho cac nghién curu trong tuong lai

O ¢é O Khéng Pong y cho nghién ciru st dung thong tin vé h¢ gen hay vét li¢u di truyén (ncu co) cua
con tdi/ngudi dugce toi giam ho

Ho va tén cua tré:

B6/me/nguoi giam ho ky & day:

/ /

Ky tén

Ho va tén Mbi quan hé v&i tré Ngay ky

Néu ngudi nguoi bao hd khong tw doc dwoc, cin ¢é ngudi 1am ching ddc 1ap véi can bd
nghién ciru c6 mét va ky vao day:

T6i da c6 mat trong sudt qua trinh 1y chip thuan tham gia ctia nguoi tham gia. Phiéu nay da
duogc doc chinh xac cho ngudi tham gia va tit ca cac cau hoi ciia ngudi tham gia da duoc tra 10
va ho di dong ¥ tham gia vao nghién ctru nay.

/ /

Chir ky nguoi lam chimg | Ho va tén Ngay ky

Xac nhin ciia nghién ciru vién/nguoi liy chip thuin:
T6i, nguoi ky & dudi day, da giai thich day du cac thong tin vé nghién ctru cho ngudi ¢ tén
nhu trén va s€ guri lai cho ho mdt ban chap thuan tham gia nghién ctru da dugc ky va ghi ngay.

/ /

Chir ky ctia Nghién curu vién Ho tén Ngay ky




4.2 Phiéu thu thap thong tin

Phiéu thu thip thong tin bénh nhan

M2 s bENh &N T Ma SO ca IAM SAL: ..o

A. PHAN LOAI CA BENH

Pién vvio 6 nghi ngo/ c6 két qua xét nghiém
[] Cé thé 1a ndo Gng thay:
[J €6 thé la nhiém khuan huyét

B. NGUON THONG TIN

1. Tén bénh vién: OBénh vién Nhi TU — Ha Noi

[OB&nh vién khac chuy&n d&n........cccouevveevveeceeceeeeeeenae
2. Ho tén bac sy: dién thoai:
C. THONG TIN CHUNG VE BENH NHAN
1. Hoten: 2. Gid¢itinh: ONam / ON@
3. Sinh ngay: / / Théng tudi Céan nang khi sinh
4. Ho tén me ho@c bo: ..o S —
5. Piachi:Sonha.................... PhO..
D T Huy@n.....

6. Dién thoai:

D. TIEN SU

1. Tién sir tiém vic xin ciia me: Nguodn thong tin: 0 Hoi / O Phiéu/ s6 tiém ching)
1. Vac xin VNNB: 5 S6 lieu: _ Ngay tiém liéu cudi: /]

2. VAc xin Hib: SSlitu: __ Ngay tiém liéu cudi: /]

3. Vac xin Phé cau:

S6 liéu: Ngay tiém liéu cudi: / /

2 & 8 g
Z] Bl & 7

KR] S6 liéu: Ngay tiém liéu cudi: /[
4. V&c xin Meningo: KR]

2. Tién st vac xin cua con

1. Yéc xin Hib: Co Ko KR S6 lidu: Ngay tiém liéu cubi: / /
3. \Tién su ti€p xuc: i )
C6 di dau trong vong 2 tuan trude khi bi bénh? (NOT AN )

i
I

Xung quanh c6 truong hgp nghi viém ndo mang nio? (AT

E. TRIEU CHUNG LAM SANG

Ngay xuat hién bénh (xuét hién triéu chung):
2. Pau dau: 5

1. Ngay vao vién: /
1. Sot (>38°C):

3. Cogiat: . .

5. Clrng gay:

E\
§

4. Lo mo:

KR
KR 6. Thay ddi tinh than:

2l Zl[E
Eﬂﬁv
EE%\

/(2]




7. Né6n: KR 8. Thop phong: KR]
9. Diém Glasgow: ___ diém
2. Két qua: O Hodi phuc/ci thién O Gia dinh xin vé O Chuyén vién O Tu vong O Khong rd
Neéu tr vong, ngay tir vong: /] Nguyén nhan: ...

3. Di chimg: KR Ghi 18 di chimg (08U €0): ..o

F. KET QUA XET NGHIEM TAI BENH VIEN

1. Xét nghiém tim IgM khang vi rut Viém nao Nhat Ban

Loai bénh Ngay Iay mau Ngay nhan mau Ngay xét nghiém IgM VNNB
pham
Dich ndo / / / / / / ODwong tinh / OAm tinh/
tuy
OKhong ro
Huyét thanh / / / / / / ODwong tinh / OAm tinh/
1
OKhong ro
Huyét thanh / / / / / / ODwong tinh / OAm tinh/
2

OKhong ro

2. Két qua chan doan hinh anh:

3. Xét nghiém vi khuin hoc: Dién két qua néu c6

Nhuém Gram Phén img ngung I\’Iuﬁi. cay '
ket hat Latex (xac dinh vi
Ngay xét nghiém I /1 I bién
neu (+)
H. influenza type B
S. pneumoniae o
— Loai vi
N. meningitidis khuan khéc,
ghi
FO: i (O Phan (mg ngung két hat Latex [ Nudi ciy)

G. Ho tén nguoi dié}l tra (K, @i 10 DO TEI1). ...
Chre VU NGUOT GIEU TR ..o
Ngay dicu tra: / / Ngay hoan tat: / /




Phin danh cho PTN vi khuan hé hip ciia Vién VSDT Trung wong
M2 8 PTN:

Két qua xét nghiém PCR vi khudn hoec (O Vién VSDT TU / O Pasteur Tp HO Chi Minh)

1. Colamxetnghlem PCR? ﬂ . .

2. Ngay nhan miu:
3. Ngay lam xét nghiém: / /
4. K&t qua PCR: O Duwong tinh  OOAm tinh
Tén vi khuan: O H. influenzae O S. pneumoniae O N. meningitidis

Typ huyét thanh (néu c6)
K¥ thuat vién (ky, ghi r0 ho tén)




4.3 S theo ddi va cap ma sd cho bénh nhan tham gia nghién ctru

VIEN VE SINH DICH TE TRUNG UCONG

Nghién cuu P3H
SO THEO DOI BENH NHAN VA CAP MA SO
TAI BENH VIEN NHI TRUNG UONG
STT | Mi so bénh an | Ho tén bénh Ngay sinh | Gid¢i tinh | Ngay nhép Chian do4n Thu tuyén vao | Mi s6 nghién
nhan vién 1. NUT-NK nghién ctru ciru
2. NUT-KNK 1.Co
3. NKHSS 2. Khong
NHP- -
NHP- -
NHP- -
NHP- -
NHP- -
NHP- -
NHP- -

NHP- -




PHU LUC 5. Gidy chirng nhan ciia hdi dong dao dirc



PHU LUC 6. Danh sach chay miu giai trinh tw RNA-seq theo cac lan chay

Extraction | Sample Nucleic Yield Mixed

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Color Clot Aliquot RIN
4003 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,007 035 | M W 1 1
4010 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,092 4,6 M W 1
4042 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,05 2,5 M W 1 1,2
7007 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 1,274 63,7 M R 1 2,4
7009 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,087 4,35 M P 1 2,2
7035 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 57,8 2890 | M w 1 3,1
7051 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,195 9,75 M W 1 5,6
7061 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,05 2,5 M W 1 2,6
7067 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,089 4,45 M W 1 7,6
7077 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,06 3 M W 1 1
7094 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,154 7,7 M R 1 5,3
7113 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,082 4,1 M W 1 1
7121 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,602 30,1 M R 1 3
7126 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,231 11,55 | M W 1 7,6
7131 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,184 9,2 M P 1 8,1
7139 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,042 2,1 M W 1 1
7141 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,023 1,15 M W 1 1,1
7143 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,038 1,9 M Y 1 5,6
7162 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,058 2,9 M Y 1 1
7165 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,337 16,85 | M W 1 7,2
7176 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,077 3,85 M W 1 1
7177 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,219 10,95 | M W 1 2,5
7181 | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,025 1,25 M W 1 1

Water | Vietnam 04/10/2021 Batch_1 CSF RNA 0,000 0 1




Extraction

Sample

Nucleic

Yield

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Mixed Color Clot Aliquot RIN
4009 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,039 1,95 | M P 1 1
4017 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_ 2 CSF RNA 0,259 12,95 | M w 1 6,9
4027 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,028 1,4 M W 1 1
4041 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,03 1,5 M P 1 1
4044 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,033 1,65 M W 1 1
7002 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,009 045 | M W 1 1
7012 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,085 4,25 M Y 1 1
7014 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,056 2,8 M W 1 1
7015 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,048 2,4 M w 1 1
7016 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,058 2,9 M P 1 1
7025 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,071 3,55 M W 1 2,8
7037 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0 0 M W 1
7040 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 18,552 | 9276 | M w 1 2,6
7054 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_ 2 CSF RNA 3,115 155,75 | M P 1 2,4
7056 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_ 2 CSF RNA 0,003 0,15 M w 1 1,1
7068 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,057 2,85 M W 1 1
7070 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,015 0,75 M W 1 1
7075 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_ 2 CSF RNA 2,121 106,05 | M W 1
7125 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,025 1,25 M Y 1 1
7133 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,063 3,15 M w 1 1
7157 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,04 2 M W 1 1,4
7185 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_ 2 CSF RNA 0,008 0,4 M W 1 1
7186 | Vietnam 05/10/2021 | Batch_ 2 CSF RNA 0,012 0,6 M W 1 1

Water | Vietnam 05/10/2021 | Batch_2 CSF RNA 0,000 0 1
4021 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,007 035 | M Y 1 1
4025 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,003 015 | M W 1 1,2




Extraction

Sample

Nucleic

Yield

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Mixed Color Clot Aliquot RIN
4033 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,031 1,55 M w 1 7,6
7005 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,017 0,85 M w 1 8
7027 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,004 0,2 M P 1 1
7032 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,012 0,6 M W 1 4,8
7045 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,02 1 M W 1 3,9
7052 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,01 0,5 M W 1 1
7053 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0 M W 1
7057 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,005 0,25 M W 1 1
7060 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,019 0,95 M Y 1 5,4
7085 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,029 1,45 M W 1 3,4
7086 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 1
7092 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,029 1,45 M W 1 7,5
7099 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,008 0,4 M W 1 1
7104 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1
7119 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,008 0,4 M W 1 1
7130 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1
7132 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,017 0,85 M W 1 1,2
7136 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,005 0,25 M W 1 3,1
7140 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,037 1,85 M W 1 7,5
7159 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,033 1,65 M W 1 3,2
7160 | Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,094 4,7 M Y 1 4,7

Water Vietnam 06/10/2021 Batch_3 CSF RNA 0,000 0 1
4008 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,049 2,45 M Y 1 6,7
4014 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,013 0,65 M W 1 1
4023 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,004 0,2 M P 1 1
4024 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,012 0,6 M w 1 2,1




Extraction

Sample

Nucleic

Yield

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Mixed Color Clot Aliquot RIN
4030 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1
4032 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,007 0,35 M w 1 1
4034 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1
7001 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,005 0,25 M W 1 1
7003 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 1,2
7029 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,034 1,7 M W 1 6,4
7049 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,009 0,45 M W 1 1
7050 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,015 0,75 M W 1 4,9
7072 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,068 3,4 M Y 1 6,2
7090 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,002 0,1 M W 1 1
7095 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 1,06 53 M Y 1 5,3
7098 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,027 1,35 M W 1 2
7100 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,011 0,55 M W 1 4,9
7109 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,016 0,8 M W 1 1,2
7138 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,008 0,4 M W 1 1
7146 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,008 0,4 M W 1 4,5
7149 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,02 1 M W 1 1
7153 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,001 0,05 M W 1 1
7173 | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,021 1,05 M W 1 8,4

Water | Vietnam 07/10/2021 Batch_4 CSF RNA 0,000 0 1
4011 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,002 0,1 M W 1 1
4022 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,048 2,4 M P 1 8,4
7006 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,01 0,5 M W 1 1
7010 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1,1
7034 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,002 0,1 M w 1 1,9
7038 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,337 16,85 | M W 1 1,6




Extraction

Sample

Nucleic

Yield

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Mixed Color Clot Aliquot RIN
7041 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 6,609 330,45 | M w 1 4,9
7043 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,084 4,2 M w 1 8,8
7047 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,227 11,35 | M W 1 8
7062 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,033 1,65 M W 1 8
7066 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 1
7078 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 2,273 113,65 | M R 1 3,1
7083 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,037 1,85 M W 1 7,3
7103 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,155 7,75 M W 1 7
7105 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1
7106 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,043 2,15 M W 1 3,1
7114 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,018 0,9 M W 1 2,4
7123 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 1
7124 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,035 1,75 M P 1 3,1
7127 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,144 7,2 M W 1 7,4
7155 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,039 1,95 M W 1 4,2
7156 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0 M W 1
7161 | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1

Water | Vietnam 12/10/2021 Batch_5 CSF RNA 0,000 0 1
4004 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,002 0,1 M W 1 1
4012 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0 0 M W 1
4038 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,215 10,75 | M w 1 5
7008 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,001 0,05 M W 1
7018 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0 0 M P 1
7019 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 6,801 340,05 | M W 1 1,8
7023 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,007 0,35 M W 0 1,2
7039 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1




Extraction

Sample

Nucleic

Yield

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Mixed Color Clot Aliquot RIN
7055 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,014 0,7 M P 1 8,2
7069 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0 0 M W 1
7076 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,007 0,35 M W 1 1
7081 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,013 0,65 M W 1
7087 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,011 0,55 M W 1 7,7
7088 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,004 0,2 M Y 1
7097 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,062 3,1 M P 1 3,3
7107 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,008 0,4 M W 1 1
7115 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,009 0,45 M W 1 5,3
7118 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,01 0,5 M W 1 1,3
7122 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,018 0,9 M W 0 1
7129 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,12 6 M W 1 3,7
7134 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,006 0,3 M Y 1 1
7150 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,135 6,75 M P 1 6,5
7189 | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,001 0,05 M W 1

Water | Vietnam 13/10/2021 Batch_6 CSF RNA 0,000 0 1
4016 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,002 0,1 M W 1 1
4019 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1
4029 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,066 3,3 M W 1 3,8
4035 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,013 0,65 | M R 1 2,5
7030 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1
7042 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1
7063 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,005 0,25 M W 1 1
7073 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1
7080 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,002 0,1 M W 1 1
7093 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,002 0,1 M W 1 1




Extraction | Sample Nucleic Yield Mixed

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Color Clot Aliquot RIN
7101 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1
7102 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,167 8,35 M P 1 4,2
7108 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 1
7112 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0 0 M W 1
7120 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,001 0,05 M W 1
7128 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,005 0,25 M Y 1 1
7135 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,072 3,6 M W 1 3
7142 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,012 0,6 M W 1 7,9
7147 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,011 0,55 M P 1 2,1
7152 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,001 0,05 M W 1
7169 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,009 0,45 M W 1 5,5
7170 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 3
7179 | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,03 1,5 M W 0 2

Water | Vietnam 14/10/2021 Batch_7 CSF RNA 0,000 0 1
4015 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,002 0,1 M W 1 1
4039 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,015 075 | M W 1 7,4
4040 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 3,165 | 158,25 | M W 1 3,4
7011 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 8,754 437,7 | M W 1
7013 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,108 5,4 M W 1 5,6
7020 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,058 2,9 M Y 1 3,9
7021 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,007 0,35 M W 1 1,2
7024 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,012 0,6 M W 1 1,7
7036 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1
7048 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,01 0,5 M W 1 1
7058 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,001 0,05 M W 1
7074 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,004 0,2 M Y 1 1




Extraction | Sample Nucleic Yield Mixed
Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Color Clot Aliquot RIN
7084 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,002 0,1 M Y 1 1
7089 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,078 3,9 M W 1 7,9
7096 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,021 1,05 M W 1 4,6
7117 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 1
7145 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,046 2,3 M Y 1 2,6
7163 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,011 0,55 M W 1 2,4
7168 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,005 0,25 M W 1 1
7172 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,24 12 M P 1 2,9
7175 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,01 0,5 M Y 1 1
7180 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,033 1,65 M W 1 1,5
7182 | Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,012 0,6 M P 1 2,4
water Vietnam 15/10/2021 Batch_8 CSF RNA 0,000 1
4002 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,022 1,1 M P 1 4,6
4005 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,003 0,15 M W 1 1
4018 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,005 0,25 M W 1 1
4020 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,004 0,2 M Y 1 1
4026 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,006 0,3 M W 1 1
4036 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 1,728 86,4 | M W 1 3,4
4037 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,024 1,2 M W 1 1
4043 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1
7026 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,016 0,8 M W 1 1
7031 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,031 1,55 M W 1 1
7033 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,371 18,55 | M W 1 5,9
7065 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,521 26,05 | M R 1 4
7071 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,695 34,75 | M W 1 5,1
7110 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,019 0,95 M Y 1 1
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Yield

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Mixed Color Clot Aliquot RIN
7137 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,11 5,5 M R 1 4,8
7144 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,105 5,25 M R 1 6,8
7148 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,029 1,45 M W 1 3,7
7151 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,032 1,6 M W 1 1
7154 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,004 0,2 M W 1 1
7166 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,061 3,05 M W 1 1
7167 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,007 0,35 M W 1 1
7171 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,007 035 | M W 1 1
7184 | Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,207 10,35 | M Y 1 2,7

water Vietnam 01/11/2021 Batch_9 CSF RNA 0,000 1
4001 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,169 16,9 | M P 1 7,5
4006 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,054 5,4 M W 1 4,8
4028 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,044 4,4 M Y 1 1
7017 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,138 13,8 M W 1 7,7
7022 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,036 3,6 M W 1 1
7028 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,002 0,2 M W 1 1,1
7044 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,131 13,1 M W 1 4,5
7046 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,014 1,4 M W 1 1
7059 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,01 1 M W 1 1
7064 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,012 1,2 M W 1 1
7079 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,011 1,1 M W 1 7,7
7111 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,158 158 | M P 1 2,8
7116 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,002 0,2 M W 1 1,6
7158 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,011 1,1 M W 1 1
7164 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,01 1 M W 1 1
7174 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,115 11,5 |™m Y 1 1,9




Extraction

Sample

Nucleic

Yield

Study ID Study Date of Extraction Batch Type Acid Quant (ng) Mixed Color Clot Aliquot RIN
7178 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,171 17,1 M w 6,8
7187 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,031 3,1 M w 6,3
7188 | Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,062 6,2 M Y 8,3

water Vietnam 08/11/2021 Batch_10 CSF RNA 0,000 0




PHU LUC 7. Két qua phén tich 16S rRNA



