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LOI CAM POAN
Toi xin cam doan:

Day 1a cong trinh nghién cttu khoa hoc cua riéng toi, tit ca cac két qua
va sd liéu trong luan an do chinh t8i thuc hién. Tat ca cac sé liéu trinh bay trong
luan &n 1a trung thuc, mot phan da dugc cdng bd trén tap chi khoa hoc trong
nuéc. Phan con lai trong luan an chua duoc ai céng bd trong bat ky cong trinh

nghién ctru nao khac.

Tac gia caa luan an

Lai Vi Kim



LOI CAM ON

Loi dau tién téi mudn bay to 10ng biét on sau sac nhat téi TS. Nguyén
bdng Tu, Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung wong, va PGS. TS Ding
Puc Nhu, Khoa Y té cong cong, Truong Pai hoc Y Duoc, Pai hoc Qudc gia
Ha Nbi 1a nhitng ngudi thay huéng dan khoa hoc, d luon giup d& t6i, tan tinh
truyén dat nhirng kién thirc va kinh nghiém quy bau dé t6i c6 thé hoan thanh

luan an.

T6i xin chan thanh cam on cac Thay/Cé trong cac Hoi dong khoa hoc
cham dé cuong, cham céc chuyén dé va luan an da dong gop nhiéu y kién quy

bau dé toi co thém kién thirc va hoan thién luan an dat chat luong tét hon.

TAi xin bay to 161 cam on chan thanh t&i Trung tam Pao tao va Quan ly
Khoa hoc, Bo mén Y té cong cong cua Vién. Cac Thay/Cé cua Trung tam va
B6 mén di huong dan, gitap dd toi tir khi bat dau khoa hoc Nghién cau sinh,

trong qua trinh hoc tap va dén khi hoan thanh luan an nay.

T6i xin bay to loi cam on sau sic dén cac anh chi va céc ban cua Phong
thi nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung
wong d3 ludn quan tam, gitip d&, hd tro toi trong qua trinh thyc hién nghién ciu

va hoan thanh luan an.

Cudi cuing con xin khic ghi cong on sinh thanh, nudi dudng, day dd cua
cha me hai bén gia dinh; sy ung ho, dong vién, thuong yéu, cham soc, khich 1€
ctia Vo va cac con; cac anh, chi, em, dong nghiép va ban bé, nhitg ngudi ludn

bén tdi va 1a chd dya viing chic dé tdi yén tam hoc tap va hoan thanh luan an.



Nghién ctru dwec hd tro kinh phi tir cac dé tai/dw an:

- Pé tai quy phat trién khoa hoc va cdng nghé qudc gia (Nafosted) “Nghién
ctru san xuat ché pham sinh hoc dung trong diéu tri va xu ly cc nguon
nuéc nhiém céc chung vi khuan ta da khang thubc” (Ma sé: 108.06-
2017.04) do TS. Nguyén Bdng Tu chu nhiém.

- Pé tai nhanh “Nghién ctru dic diém dich té hoc phan tir va dic tinh khang
khang sinh cua cac chang vi khuan ta 01, 0139 va V. parahaemolyticus
phan lap tr bénh nhan tiéu chay va moi truong nudc ngoai canh” thudc
dur an “Nghién ctru nang cao nang luc nghién ctru cac bénh truyén nhiém
& Viét Nam va chuyén giao ky thuat, cong nghé: 2020-2025” giita Vién
Vé sinh dich t& Trung wong véi Trudng Dai hoc Nagasaki, Nhat Ban do

TS. Nguyén Bong Tu chu nhiém.
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PAT VAN PE

Bénh ta 1a mot hoi ching 1am sang — dich t& gay ra bai chang vi khuan
ta nhom O1 hoic 0139 duoc ghi nhan lan dau tién nam 1817 tai ddng bang
séng Hang cua tiéu luc dia An Do. Tur khi phat hién ra bénh ta, trén thé gisi da
xay ra 07 vu dai dich. Dich ta da trd thanh mot bénh dich nguy hiém va bat
budc phai bao céo toan cau [6].

Du phong va diéu tri bénh ta bang vic xin tiém (tr nim 1880) va nay
duogc thay thé bang vac-xin ta ubng 1a mot bién phap du phong duoc st dung
pho bién hién nay. Str dung khang sinh dé diéu tri ta 1a mot bién phéap quan
trong; tuy nhién, ngay cang xuat hién nhiéu bao cao vé tinh trang khang thudc
cua vi khuan ta dbi voi cac loai khang sinh thong thuong; ngay ca nhom
quinolone - mot nhém khang sinh rat c6 hiéu qua trong diéu tri ta cling da duoc
bao cdo bi vi khuan ta khang thuéc [11], [15].

O Viét Nam, bénh ta duoc ghi nhan 12 nguyén nhan gay tiéu chay hang
dau tir hon mot thé ky qua véi nhiéu dot dich xay ra trong lich sir. Mac du da
c6 nhiéu thanh tuu trong phong va diéu tri bénh ta nhung ty 1& mac ta c6 nhiing
dién bién bat thuong, khdng theo quy luat. Nam 2007, dich tiéu chay cap bing
phat dau tién & tha d6 Ha Noi sau d6 lan ra 13 tinh, thanh phé phia Bic. Vién
Vé sinh dich t& Trung uwong da phan 1ap duoc phay khuan ta trong nudc cong,
nuéc hd quanh nha ngudi bénh ... Piéu d6 chung to vi khuan ta da co mit trong
mdi truong nudc & khu vue dan cu qua d6 1am 6 nhim ngudn nuéc va cac loai
thuc pham [18], [17].

Trong diéu kién xuat hién nhiéu chung vi khuan khang voi nhiéu loai khang
sinh ké ca céc khang sinh thé hé méi, cac nha nghién cau bat dau nghién ctu tre
lai vé thuc khuan thé (bacteriophage) [75]. Thuc khuan thé 1a vi rt dic biét bao
gom 02 nhom: thuc khuan thé tan (lytic) va tiém tan (lysogenic) va luu hanh rong

rdi trong tu nhién vai s6 luong 16n [85], [46], [64]. Nghién ctru sy luu hanh cta



thue khuan thé ta trong moi trudng nudc co ¥ nghia quan trong trong giam sat
moi trudng, phat hién va dinh typ chung ta qua d6 gdp phan kiém soat bénh ta
[61], [89]. Liéu phéap thuc khuan thé véi dic trung 1a kha ning ly giai cua thyuc
khuan thé ddi vai vi khuan dic hiéu da dugc nghién ctu tir dau thé ky 19. Trong
nghién cu ty 16 thuc khuan thé ta trong moi trudng nudc ngoai canh va méi lién
quan cua ching véi vi khuan ta ¢ Calcutta (An Do), cac nha khoa hoc da nhan
thay ty 18 mac va tr vong cao caa bénh nhan mac ta dau vu dich da giam nhanh
chéng khi thuc khuan thé ta dugc phan bé rong réi trong méi trudng ngoai canh.
Tuy nhién, viéc nghién cau thuc khuan thé it dugc quan tam khi c6 su xuat hién
cua nhiéu loai khang sinh. Tai cac nudc phat trién thuc khuan thé da va dang
duogc st dung hiéu qua trong cong nghé sinh hoc hién dai, bén canh d6 thuc
khuan thé con dugc biét dén nhu mot loai vi sinh vat c6 vai trd dy bao dich; chan
doan céc vi khuan gay bénh va tham gia vao san xuét vac xin [19].

Viéc luu hanh ctia thuc khuan thé ta trong méi trudng nudc ngoai canh co
¥ nghia thé ndo trong viéc phat hién, canh bao nguy co bung phat dich ta va c6
thé sir dung chung thuc khuan thé ta ndo tai Viét Nam dé xt Iy ngudn nudc 6
nhiém ciing nhu khong ché vi khuan ta doi voi cac chung ta da khang thudc? Bé
nghién ciru sy luu hanh, tién hanh phan 1ap ciing nhu danh gia kha ning ly giai
cua thuc khuan thé ta & moi truong nudc ngoai canh tai nhitng tinh da ting xay
ra dich ta & mién Bac Viét Nam, chling toi trién khai nghién cau dé tai: “Sw luu
hanh va kha néng ly gidi cia thuc khudn thé ta (Vibriophage) ¢ méi truong
nuwdc ngoai canh tai mat sé tinh mién Bdc Viét Nam”.

Vi cac muc tiéu nhw sau:

Muc tiéu 1: M6 ta su lvu hanh cua thuc khuén thé ta (Vibriophage) trong
moi trudng nude ngoai canh tai mot s6 tinh mién Bac Viét Nam, 2018-2019.

Muc tiéu 2: Panh gia kha ning ly giai cua thyc khun thé ta trong phong

thi nghiém va trén thuc dia cong dong ¢ cac moi truong nude khac nhau.



CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Mt s6 khai niém lién quan
1.1.1. Bénh ta

Bénh ta 1a mot hoi chung 1am sang - dich t& gy ra boi phay khuén ta
(Vibrio cholerae). Mot ca bénh ta ning dién hinh c6 dic diém di ngoai phan
nhiéu nude, mau phan gidng nhu nude vo gao va nhanh chéng din dén tinh
trang mat nudc. Bénh ta hién nay van con xay ra tai nhiéu noi trén thé gidi.
Theo s6 lidu ctia T6 chire Y té thé giéi (WHO), con khoang 36 nudc van con
c6 bénh ta. Bénh ta néu khong duoc diéu tri kip thoi va dung cach thuong cé ty
1é mac/chét rat cao, khoang 40%. Mdi nim udc tinh c6 trung binh khoang 1
triéu truong hop bi mac bénh ta, sb tr vong 1a khoang 200.000 ¢ chau Phi va
khoang 100.000 ¢ chau A. Mot phan ba s6 tir vong d6 13 tré em dudi 05 tudi,
mot phan tu 13 tré em tir 5-14 tudi, va sb con lai 12 nguoi 16n [6].

Theo Quyét dinh s6 4283/QD-BYT ngay 08/8/2016 ciia Bo truéng BO Y
té ban hanh tai liéu “Dinh nghia trudng hop bénh truyén nhiém”[5] thi bénh ta
1a bénh truyén nhiém thudc nhém A trong Luat Phong, chong bénh truyén
nhiém nam 2007. M6t truong hop bénh ta xac dinh duoc dinh nghia nhu sau:

“La truong hop bénh nghi ngo hodc truong hop bénh ¢ thé, cé it nhat
mt trong cdc két qud xét nghiém sau:

- Phén Idp dwoc phdy khudn ta V. cholerae nhom huyét thanh 01 hodc
0139 tir mau phdn hodc chdt nén cia bénh nhén tiéu chay cdp, hodc

- Xac dinh dvuoc dogn gen ddac hiéu cua vi khuan ta bcing ky thudt sinh
hoc phdan tw”.

1.1.2. Phdy khuan ti

Phay khuan ta (Vibrio cholerae) 14 vi khuan hinh cong déu phay, khong

bat mau gram, khong sinh nha bao, di dong nhanh nhd c6 mét 16ng. Phay khuan



ta d& nuodi cdy trong méi trudng nghéo dinh dudng, pH kiém (pH tir 8,5-9,0) va
man.

Phéy khuan ta c6 khoang 140 nhom huyét thanh da dugc xac nhan, nhung
chi c6 nhoém huyét thanh O 13 gdy duoc bénh ta. Phiy khuan ta dugc chia
thanh vi khuan ta O1 va khong O1 (vi khuan ta khong ngung két vai O1 con
duogc goi la ching NAG). Vi khuén ta gdm 2 typ sinh hoc (biotype) 12 vi khuan
ta co dién va vi khuan ta El tor. Mdi typ sinh hoc lai dugc chia thanh cac typ
huyét thanh nhu Ogawa, Inaba va Hikojima. Vi khuén ta ¢ dién duoc Robert
Koch phat hién nim 1883 va la nguyén nhan gy ra 6 vu dai dich ta trén thé
gidi tir 1816-1926. Vi khuén ta El tor do Gotschlich tim ra nam 1905 & khu vuc
El tor — Ai Cép, day 1a nguyén nhan gay ra dai dich ta lan tha 7 bat dau tir 1961
dén nay. TUr cudi nam 1992, ching ta 0139 lan dau tién dugc phat hién trong
mot vu dich ta 16n & mién nam An D¢ va Bangladesh (trong 3 thang c¢6 100.000
nguoi mic). Pén cudi nam 1994, ngudi ta cling da phat hién ra vi khuan ta
0139 trong mot vai vu dich ta & mot s6 noi khac (Pakistan, Nepal, Malaysia,

Thai Lan, va mién tiy Trung Qudc) [7]
1.1.3. Dich lwu hanh

La dich ludn c6 & dia phuong hay mot nhoém dan sé nao d6 voi ty suat
hién mac va ty suat moi mac twong déi cao so véi dia phuong, nhom dan sb
khac [1] .

1.1.4. Thue khudn thé

Thue khuan thé (Bacteriophage) thuong goi tit 1a phage, duoc Twort
phat hién nam 1915 va d’Herelle dat tén la “bacteriophage” nam 1917.
Bacteriophage dugc ghép bai “bacterium” (vi khuan) va “phagein” (dn, nudt)
hay 1a thyc khuan thé 13 vi rat ma té bao cam thu 1a vi khuan, nghia 1a n6 c6

kha ning ly giai vi khuan, do d6 nguoi ta con goi thuc khuéan thé 1a vi rit cua



vi khuan [126].

1.1.5. Thwe khudn thé ta

Thue khuan thé ta (Vibriophage) 1 vi rit c6 kha nang ly giai vi khuan
thudc ho Vibrionaceae. Nhitng vi rat nay dai dién cho mot nhém vi rat di dudng
da dang vé mit di truyén va trao ddi chat, co mit khip noi trong cac dai duong.
Chung c6 thé sdng tu do, tuy nhién, chiing c¢6 nhiéu hon trong tram tich hoic
két hop vo1 cac sinh vat bién hodc cac hat hiru co khac. Hon nita, nhom nay
bao gdom mdt s6 mam bénh, bao gom V. anguillarum, V. parahaemolyticus, V.
harvey va V. vulnificus. Nhitng mam bénh nay 1ay nhiém sang hon 50 loai ca,
dong vat than mém va dong vat giap xac. Chung c6 thé giy ra bénh Vibriosis,
mot cdn bénh ac tinh anh hudng dén nganh nudi trong thiy san trén toan cau
va gay ngd doc thyc pham & nhimg ngudi tiéu thu hai san sbng bi nhiém bénh.
Két qua 1a, cac thé thuc khuan tiéu hiy dugc dic biét quan tim do tiém nang
str dung cua chung trong liéu phap thé thuc khuan, nhu 1a phuong phap diéu tri

bénh Vibriosis [127]

1.1.6. Ly gidi

Ly giai hay chu trinh tan (lytic cycle) cua thuc khuan thé (phage) la chu
trinh phan ra vi khuan va phong thich phage truéng thanh. Bét dau 1a phage
bam vao vach té bao vi khuan va phan giai nho hé thong enzyme dé xam nhap
vao bén trong, pha hily ADN té bao vi khuan. Tiép theo Ia qué trinh sinh tong
hop, tao ra céc tiéu thé vi rGt mai, 1am phan rd vi khuan va phéng thich céc
phage truong thanh. Cac phage c6 kha ning phan ra vi khuan trong thoi gian
ngan goi 1a phage doc, 1 tac nhan diét khuan chinh xac, dic hiéu va khéng anh
hudng dén vi khuan khdng phai vat chi.
1.1.7. Moi truong

Theo khoan 1, Piéu 3, Luat Bao vé mdi trudng s6 72/2020/QH14 ngay
17/11/2020 cta Qubc hoi, c6 hiéu luc ké tir ngay 01/01/2022 thi moi truong



bao gom cac y€u t0 vat chat ty nhién va nhan tao quan h¢ mat thiét véi nhau,
bao quanh con nguoi, cd anh huong dén doi song, kinh t€, xa hoi, su ton tai,

phat trién ctia con ngudi, sinh vat va tu nhién [16]

1.1.8. Moi truwong nwdc ngoai cinh

Trong nghién ctru ndy, méi trudong nude ngoai canh duoc hiéu 1a nude
bé mit tai cac nguén nudc: nudc song, subi; nudc ao, hd, ddm; nudc giéng;
nudc may; nudc mua.
1.1.9. Nguén truyén nhiém

La tac nhan gay ra cac bénh truyén nhiém bao gém vi khuan, vi rat hodc

vi sinh vat [42].

Ngudn truyén nhiém cd thé 1a nguoi bénh, ngudi mang trung, hay dong
vat. Mot tiéu diém dich hay 6 dich trong cong dong hay mét 6 dich trong thién

nhién c6 thé 1a diém khoi phét caa nhiém trung [1].

1.1.10. Pwong truyén nhiém

Co ché truyén nhiém cia mot bénh nhiém tring dic trung bang duong
truyén nhiém véi 16i ra cta tac nhan gy bénh khoi ky chi va 16i vao cua tac
nhan d6 & ky chit méi, cung v6i phuong thire ton tai cua tac nhan & bén ngoai
co thé ky chu. Cac yéu tb truyén nhiém nhu: khong khi, dat, nuée, thuc phém,
tiét tic c6 vai tro trung gian trong mot khoang thoi gian nao d6 gitip vi sinh vat
gy bénh sbng sot khi ra khoi co thé ky chu va dua vi sinh vat gy bénh xam
nhap vao co thé ky chi méi [1].
1.2. Tong quan bénh ti
1.2.1. Bénh td

Phdy khuan ta (V. cholerae) 1a tac nhan giy bénh ta bang bang doc td
rudt. Poc tb rudt gén vao niém mac rudt non, hoat hoa enzyme adenylcyclase

dan dén ting AMP vong, lam giam hép thu Na*, ting tiét C1 va nudc gay tiéu



chay cép tinh. Phay khuan ta d& bi tiéu diét boi nhiét do (80°C/5 phut),
bai hod chat (Clo 01mg/lit) va méi truong axit. Tinh trang thoi tiét khé hanh,
anh nang mat troi cling c6 thé 1am chét phay khuan ta. Phay khuan ta co thé ton

tai 1au trong phan, dat Am, nudce, thuc pham [7].

1.2.1.1. Phwong thirc 1y truyén

Nudc 13 yéu t6 1ay truyén dich ta; phay khuan ta theo nudc bi nhiém ban
boi phan nguoi hodc phan dong vt va qua thuc pham bi nhiém cac tac nhan
gdy bénh trong qua trinh ché bién hodc bao quan, boi nude ban, qua ban tay
ban va rudi, nhang nhiém phay khuan ta. Nhiing yéu t6 lam ting nguy co lan
truyén bénh ta 1a doi song kinh té xa hoi va dan tri thap, phong tuc tdp quan
sinh hoat lac hau, thoi tiét nong am, thiéu nudc sach va nha tiéu hop vé sinh,
khong dam bao cac diéu kién vé vé sinh an toan thuc pham dic biét 1a thiic an
dudng phé, tinh trang mét vé sinh & nhirng vung sau I lut, tham hoa, trai ti nan
[7], [6].
1.2.1.2. Tinh cam nhiém va mién dich

Phéy khuan ta chi gay bénh & ngudi. Moi ltra tudi déu c6 thé méic bénh
td. Tuy nhién, tinh cam nhiém bénh phu thudc vao mdi ca thé va liéu nhiém
khuan. Co thé sau khi mic bénh hodc nhiém khuan khong triéu ching déu co
mién dich dic hiéu voi ching ta gdy bénh co thé dén 3 nam. Nhin chung, mién
dich thu duoc trong bénh ta 1a viing chic nhung khong lau bén nhu trong
thuong han va sdi. Khong c¢6 mién dich chéo gitta cac chung phay khuan ta
nhom O1 va 0139, giita cac typ huyét thanh (Ogawa va Inaba), giita cac typ
sinh hoc (co dién va El tor) [7].
1.2.1.3. Dich té hoc
a. Ngudn truyén nhiém

Ngudi bénh va ngudi lanh mang vi khuén ta 1a ngudn truyén nhiém cha

yéu. Vi khuan ta tim thdy chtl yéu trong phan ngudi bénh, it tim thiy trong chét



ndn. Phan cua nguoi bénh gay 6 nhiém thirc &n, nudc uéng, cac vat dung, ban
tay, tur d6 lay lan tir nguoi nay sang nguoi khac qua duong tiéu hoa [12]. Nguoi
lanh mang vi khuan gém ngudi nhiém khuan khong triéu ching va ngudi khoi
bénh mang vi khuin ta. Nguoi nhiém ta khong triéu chimg 1a ngudn truyén
nhiém nguy hiém, lam 14y lan bénh tir dia phuwong ndy tdi dia phuong khac va
lam dich lan rong tir mot nudc ra nhidu nude [10].

Vi khuan ta co thé ton tai trong nhiéu loai dong vat séng ¢ cac vang nudc
ngot, nudc lg va nuéc min, dic biét 1a trong tdm, cua, 6¢, hén, so .v.v. Mot sb
nghién ctru cho thay su ton tai 6 chtra vi khuan ta ngoai moi truong ¢ cac dong
vat thay sinh, cac sinh vat ph du séng trong ving nudc cira séng [10].

Trong 20 nam qua, nhitng nghién ctru & Australia va My da chimg minh
ca hai loai chung vi khuan ta O1 khong sinh doc t6 va sinh doc td 1a nhiing
thanh vién cta hé sinh thai nudc. Vi khuan ta O1 trong méi truong ngoai canh
dé bi ly giai khi gap diéu kién khong thuan lgi hoac dang séng nhung khong
thé nudi cay duoc (Viable but non culture — VNBC), khi gip diéu kién thuan
loi c6 thé gay dich. Tinh trang VNBC c6 thé giai thich mot phan tinh chat ngat
quang cua cac vu dich ta, trong diéu kién cé it chat dinh dudng, cac té bao vi
khuan gram am trong d6 c6 vi khuan ta trai qua nhiing thay dbi hinh thé, nho
di va chuyén thanh hinh cau. Mot sé nghién ctiu cta cac tac gia cling dé cap
dén nhiing thay d6i vé hinh thé té bao cua vi khuan ta [49], [59], [69].



Phiy khuKoonl':?g:'_” Phity khudn bam vio

boi ty do céc sinh vt nudc
"lha\
{ i tm)'én l

fi/‘cholerae
| 01, 0139 |

Phity khufin dang
“Liofilm™ bdm vio bé mat
chitin hodic sinh vt chét

Biéu do 1. 1. Méi lién quan giita cdc logi vi khudn
va moi trwong ngoai cinh [83]

b. Duong truyén nhiém

Nudc 1a yéu td 13y truyén bénh chu yéu trong dich t& hoc bénh ta da duoc
John Snow khang dinh nam 1854. Tir d6 dén nay da c6 nhiéu nghién ctru dich
t& hoc khang dinh vai trd quan trong ctia nude doi véi su lan truyén dich ta. St
dung nudc khong hop vé sinh va khong dugc khir tring dong vai tro chi yéu
trong lan truyén bénh ta. Két qua diéu tra cac mau nudc trong khu vyuc dang c6
dich nhu ¢ Bangladesh cho thay c6 12% mau nudc c¢6 vi khuan ta 0139 va 1%
mAau nude c6 vi khuan ta O1. Vi khuan ta c6 trong méi truong nude chi yéu 13
do nhiém phén ctia bénh nhan ta [6], [60].
1.2.1.4. Phong bénh ta va vdc xin

Phong bénh ta:[132] Tuyén truyén gido duc cong dong trén cac phuong
tién théng tin dai chiing cac kién thirc vé bénh ta va tiéu chay cap, cac bién phap
thyc hanh v¢ sinh ¢4 nhan, v¢ sinh moi trudng; an toan v¢ sinh thuc phém; bao

v€ nguon nudc va dung nude sach; khi c6 ngudi bi ti€u chay cap, nhanh chong



10

bao cdo cho co s y té gan nhat dé duoc hudng din va diéu tri kip thoi; (2)
Tang cuong cung cip nudc sach va vé sinh moi trudng; (3) Tang cuong viée
thanh kiém tra an toan vé sinh thuc phém, dic biét 14 tai cac co s& ché bién thuc
pham, cho, nha hang, bép in tap thé, trudng hoc, thirc n dudng phd...; (4) Duy
tri thudng xuyén viéc giam sat cac trudng hop tiéu chay cip, dic biét chu ¥ cac
vung trong diém va vao mua dich, kip thoi phat hién cac ca bénh dau tién; (5)
Luon sin sang c6 doi co dong phong chdng dich & timg tuyén. Chuan bi cac co

s6 du trit cho chdng dich ta; (6) Gy mién dich chu dong bang vic xin [7].

Vic xin phong bénh ta: WHO chinh thtrc khuyén nghi sir dung véc xin
ta trong nhitng khu vuc khan cap (thién tai, dich hoa) nhu 14 bién phép y té cong
cong bo trg cho cc bién phap phong bénh nhu cai thién hé théng cap nudc hop
vé sinh va gido duc strc khoé. Can tién hanh song song véi cc bién phéap ting
cuong giam sat va canh bao som [7].

Tuy nhién, theo Lopez va cong su (2014), vac xin ta dudng udng khong
nén duogc coi 1a bién phap phong ngira duy nhat trong viéc kiém soat bénh ta

tach biét khoi cac bién phap khac [25].

1.2.1.5. Khang khang sinh

Khéng sinh dung cho diéu trj ta c6 tac dung rat ngan qué trinh bénh va
rat ngan thoi gian dao thai vi khuan qua dudng phan. Nhom quinolon thé hé
moi nhu norfloxacin va ciprofloxacin cé tac dung rat tét trong thuc té diéu tri
bénh ta [6].

Tuy nhién, theo Phung Pac Cam, tinh trang khang thudc ctia vi khuan ta
ngay mot ting, gen khang thuéc nam & Plasmid IncC. Viéc khang thudc khong
chi xdy ra ¢ tetracyclin ma con d6i v6i chloramphenicol, trimethoprim-
sulfamethoxazol [6]. Két qua cho thiy phay khuan ta d3 khang mirc d6 vira véi
tetracycline va chloramphenicol; khang & mirc d0 manh véi sulfamethoxazole-

trimethoprim [56].
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Nguyén Thi Dau va cong su (2015) di nghién ciu sy nhay cam va dé
khang khang sinh ctia cac chung vi khuan ta phéan 1ap duoc tai tinh Tra Vinh thi
thdy rang vi khuan ta khang voéi vancomycin (67%), steptomycin (50%),
tetracycline (33%) [11].

Nghién ciru vé khang khang sinh ctia vi khuan ta phan lap dugc & mién
Bic Viét Nam tir nam 2007 dén 2010 thay rang vi khuan ta khang tetracycline
(29%), nhay cam voi chlorampenicol (100%) [146].

Két qua nghién ctru ctia Devarati Dutta va cong sy (2013) cho thdy hau
hét nhiing chung khong ngung két (NAG) déu dé khang véi nalidixic acid
(57.6%), ampicillin (55.5%); nhay cam véi gentamicin (96%), tetracycline
(80%) va chloramphenicol (80.4%) [55].

Brain (2011) cho rang khang khang sinh 1 van dé 16n ddi véi viéc phong,
chdng bénh ta do chua c6 nhom khang sinh méi duoc phat trién va do d6 ngay
cang c¢6 nhu cau vé mot giai phap thay thé khang sinh [35]. Theo Barrow
(2001), Matsuzaki Uchiyama va cong su (2014), mot phuong phap diéu tri thay
thé nhu vay la kiém soat vi khuan ta b'fmg cach st dung thé thyc khuan dic hiéu
d6i vai vat chu [28], [95]. Khong gidng khang sinh phd rong c6 tac dung tiéu
diét cac vi khuan co loi trong duong rudt, thé thuc khuén chi tiéu diét vi khuan
muc tiéu. Nghién ctru ctia Weinbauer (2004) cho thay cac thuc khuan thé tan
(lytic) han ché s6 lugng vi khuan trong méi trudng nudc 1én téi 80% [153]. Cac
nghién ctru cua Faruque, Islam va cong sy (2005), Jensen, Faruque va cong su
(2006), Nelson, Chowdhury va cong su (2008) cho thay bang ching vé viéc vi
khuan ta trong moi1 truong nudc dugce kiém soat bai cac thuc khuan thé ta tan
[58], [78], [107].

Céc bao cdo trudc day cua Asheshow, Saranjam va cong su (1930),
Morison (1932), Monsur, Rahman va cdng sy (1970), Marcuk, Nikiforov va

cong su (1971) vé viée sir dung liéu phap thé thuc khuan véi bénh ta cho thay
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c6 sy thanh cong nhat dinh [26], [99], [98], [94].

1.2.2. Tinh hinh dich t trén thé giéi va Viét Nam
1.2.2.1. Tinh hinh dich td trén thé gigi

Theo bao céo ctia WHO, nam 2021 ¢6 23 qudc gia bao cio dich ta bung
phat, chil yéu & khu vuc Chau Phi va Pong Dia Trung Hai. Nam 2022, ¢6 30
qudc gia trén 5 trong s6 6 khu vuc trén thé gidi bao co cac truong hop mic
bénh ta hodc bung phat dich ta; trong d6 c6 14 quoc gia khong bao cdo nim
2021. Tinh dén ngay 01/02/2023, ¢ it nhat 18 qudc gia tiép tuc bao céo cac
truong hop méc ta. Theo mé hinh thdi vy, phan 16n cac qubc gia ¢ trudng hop
mic ta hién dang trong giai doan 14y truyén thp hoic giita cac dot dich. Ty
xuat chét thd (Crude fatality rate — CFR) tai nhiéu qudc gia bao cdo cao hon
nhitng nam trudc. Ty 1&6 CFR dugc bao cdo trén toan cau nam 2021 1a 1,9%

(2,9% & Chau Phi) [161].

expression of Data Source: World Health Organization 7Dy
rea or of it Map Production: WHO He k Emergencies Programme ‘\N‘fx\ \\:r WOI’[d'HEﬂ'“h
ps represent Map Date: 3 February 2023 ' %2 Organization
WHO2 A erved.

Biéu d6 1.2. Tinh hinh dich td va tiéu chdy cdp tinh trén toan cdu
dén 01/2/2023 [161]



13

0w Alrica
W Asia
Americas
B Oceania
CFR

50000
: I

Biéu do 1.3. C4c ca bénh td trén toan cau dwoc bao cao
tir 1989 — 2021 [161]

1.2.2.2. Tinh hinh dich ta tai Viét Nam

Bénh ta lan dau tién xuat hién ¢ Viét Nam nam 1850 véi 2 triéu truong
hop bénh dugc théng béo. Tir ndm 1910-1938, hang nam s6 bénh nhan mac ta
duoc thong bao dao dong tir 5.000 - 30.000 nguoi. Bénh ta El tor lan dau tién
Xuat hién & mién Nam nim 1964 véi 20.009 ngudi mac bénh trong d6 821
nguoi tir vong. Tir d6 dén nam 1975, & mién Trung va mién Nam, bénh ta xay
ra dudi dang dich Ivu hanh. Hang nam c¢6 hang tram bénh nhan bi bénh ta dugc
thong bao. Nam 1994, bénh ta xuat hién & khu vuc Tay Nguyén véi 1.459 bénh
nhan. Sau ndm 1975, do viéc thong thuong gitra hai mién Nam, Bic; bénh ta
d3 lay lan ra mién Bac va gay ra nhiing vu dich ta rai rac & Hai Phong. Tir ndm
1993 -2004, dich xay ra & ca ba mién Bic, Trung, Nam véi khoang vai nghin
ca bénh duoc bao cao hang nam. Tuy nhién, bénh khdng bung phat thanh dich
160, €6 rat it truong hop tir vong. Cac nam 2005-2006, ca nudc khong ghi nhan
truong hop ndo. Tir cudi ndm 2007, dich lai bing phét ¢ 19 tinh/thanh phé phia
Béc, hang ngan trudng hop mac nhung khong cé trudng hop nao tir vong [7].
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1.3. Tinh hinh nghién ctéu vé s lru hanh cia thwe khuén thé ta

Thue khuén thé ta (Vibriophage) duoc Felix‘d Herelle phat hién dau tién
vao nhitng nam 1920 [143]. Tuy nhién, trudc d6 20 ndam, Enest Hankin, nha
sinh vat hoc nguodi Anh phét hién thay c6 1 ngudn chua xac dinh rd c6 kha ning
chéng lai vi khuan ta trén séng Ganges va Jumne tai An 6. Nam 1919, Felix‘d
Herelle da sir dung thuc khuan thé dé kiém soét quan thé vi khuan va su lay lan
cua cac bénh truyén nhidm. Ong va cong su da thuc hién liéu phap thé thuc
khuan & nhiéu nuéc trén thé gisi vai nhitng nd luc 16n & An Do, Ai Cap, Hoa
Ky va Lién X&. Nhiém khuan da duoc khéng ché thanh cong khi sir dung liéu
phap thé thuc khuan cta cac vi khuan Shigella, Staphylococcus, Streptocooccus,
Klebsiella, E. coli, Salmonella, V. cholerae, Pesudomonas va Proteus [53], [52],
[139].

1.3.1. Pic diém hinh thdi, céu triic ciia thwe khudn thé ta

Phan loai thuc khuan thé ta chu yéu dya vao hinh thai bén ngoai. Co hai
nhom chinh d6 la: thuc khuan thé hinh cau va thyc khuan thé gan vao
filamentous.

Cac thuc khuan thé ta dén cac vi tri thu thé dic hiéu trén thanh té bao vi
khuan. O cac vi khuan gram (-) cac thu thé duoc phat hién la cac protein va
lipopolysacharide cau tao nén mang ngoai bao quanh lép vo peptidoglican. Céc
thuc khuan thé ta s& dén gan vao cac vi tri dic hiéu cua té bao vi khuan. Céc
thuc khuan thé ta chi hoat dong dac hiéu trén cac té bao vi khuan dich cua né
[48] cac thuc khuan thé ta khac nhau s& duoc gan vao cac vj tri khac nhau cua
té bao vi khuan. Do vay, trén bé mat té bao vi khuan c6 nhiéu dang thu thé khac
nhau, mdi dang thu thé dugc gan nhiéu cac ban sao cua thuc khuan thé ta [123].

Thuc khuan thé ta c¢6 2 dang:

(1) Thyc khuan thé ta hinh cau.

(2) Thuc khuan thé ta dang soi.
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1.3.1.1. Thuc khudn thé ta hinh cau (spherical phages)

Thuc khuan thé ta hinh cau dugc phan theo 3 ho chinh:

- Myoviridae

- Siphoviridea

- Podoviridae

Pic tinh ciia thuc khuan thé ta la cac hat virion, chua phai la vi rat hoan
chinh.

a. Ho Myoviridae [128]

- Hinh thai: Thuc khuan thé ta bao gém mot dau va mot dudi, khong co
v6 bao quanh. Phan dau dugc ndi véi dudi bai phan co roi dén phic hop dudi,
phan dudi bao gdbm maot éng trung tam va mot vo co thé co rat duoc, ndi véi
mot cd, dia co ban, 6 gai ngan va 6 soi dai. Su co rat cua thuc khuan thé ta 1a
can thiét dé cung cap ATP. Thuc khuan thé ta nay c6 mot dudi dang xoan oc
va mot dau véi ddi xtmg hai muoi mat hodc doi xung bat nguén tr mot cau tric
hai muoi mat co ban thém vao hang cac don vi cua 16p vo capsid (capsomer)
16p vo protein cta vi rat (capsid) (T=13). Pau la dang dong phan dé kéo dai vé
hinh dang va c6 duong kinh 50 — 110nm. L6p vo capsid c¢6 hinh luc lang bén
ngoai, bao gom 152 don vi capsome. Phan dudi ctmg, dai va day, phan dng co
rut dugc va dugc ngan cach bﬁng diu chir thap, hodc co6 cac vét nhan ¢6 hinh
dang cac dudng diu chéo c6 chiéu dai (80-) 95-111(-455)nm voi chiéu rong
16-20nm.
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Hinh 1. 1. Hinh anh Myoviridae quan sdt dwéi kinh hién vi dién tiv [128]
- Bac tinh hoa ly: Céc hat virion nay c¢6 ti trong noi trong CsCIl 1a 1,41 —
1,51 gcm,
- Axit nucleic: Khdi lugng phan tir ciia genome hinh thanh 48% trong
lwong cua hat virion. Genome khéng bi cit timg doan va chira mot don phén tir
chudi kép ADN. Genome hoan chinh chiém 33.600 — 170.000 nucleotid chiéu

dai. Genome c6 guanin + cytosin chiém 35 %. Chudi kép ADN duogc hoan vi

tron.
- Protein: Genome vi rat ma hoa cac protein cau tric va cac protein khong
cau truc.

b. Ho Siphoviridae [130]

- Hinh thai: Thuc khuan thé ta bao gdm mot dau va mot dudi, khong co
vo. Thuc khuan thé ta co dau d6i xtmg 20 mit va mot dudi véi mot doi xtng 6
& dudi va ddi ximg 20 mit & dau (T=7). Pau c6 duong kinh 60nm. Lép vo
capsid c6 hinh luc ling bao quanh, gdm 72 capsomer. Puéi khong co rut duoc
1a dang filamentous, tip hop thanh dau thap véi mot chiéu dai (65-) 150 (-
570)nm va mot chiéu rong (7-) 8 (-10)nm. Pudi c6 dang soi, ngan, cic soi O

phén cuoi hoac nira cuoi.
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- Pic tinh héa 1y: Céc hat virion c6 ti trong ndi trong CsCl 13 1,46 — 1,56
gem3,

- Axit nucleic: Khdi luong phan tir cia genome hinh thanh 54% trong
luong cua virion. Genome khong phan doan va chira mot don phan tir chudi
kép ADN. Genome hoan chinh c6 chiéu dai 48.500 nucleotit. Genome chua
tong lwong guanin + cytosin chiém 52%. Chudi kép ADN khéng hoan vi, trinh
tu genome c6 diém cudi cing v6i dau dinh lién.

- Protein: Genome vi rat ma héa céc protein cau tric va khong cau truc.

- Céc vi rat Siphoviridae c6 mot capsid vo1 duong kinh khoang 55 —
60nm va mot dudi dai t6i 570nm. Chudi kép ADN ciia n6 dang thang. Ho nay
bao gdm: phage A, phage ¥, phage ¢80.

Hinh 1. 2. Hinh @nh Syphoviridae quan sdt dwéi kinh hién vi dién tir [130]
c. Ho Podoviridae [129]

- Hinh thai: Thuc khuan thé ta bao gdm mot dau, mot dudi va khong cé
v6. Thuc khuan thé ta c6 mot dau déi ximg 20 mat va mot dudi dbi xtmg 6 canh,
duoc biéu hién & dang dbi xing 20 mat (T=7). Phan dau c6 duong kinh 60nm.
Pau c6 dang luc lang bén ngoai va bao gdm 72 capsomer. Phan dudi thang ngan
va dﬁy, khong co rat dugc, dudi cé 6 soi nga“'m va céc soi ¢ nira cudi.

- Pic tinh hoa 1Iy: Khdi luong phan tir virion khoang 48 x 10°. Cac hat


http://en.wikipedia.org/wiki/Lambda_phage
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Phage_chi&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Phage_phi80&action=edit&redlink=1
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virion ¢6 ti trong ndi trong CsCl1a 1,44 — 1,51gcm. Cac hat virion khong nhay
cam khi xur Iy véi ether va chloroform.

- Axit nucleic: Khdi lugng phan tir cia genome hinh thanh 50% trong
lugng cua virion. Genome khong bi phan doan va chira mot don phan tir cia
chudi kép ADN. Genome di duoc giai trinh ty hodn toan véi chiéu dai nucleotit
la 42.000 nucleotid. Genome c6 guanine va cytosine chiém 50%. Chudi kép
ADN khong hoan vi.

- Protein: Céc protein hinh thanh khoang 50% trong luong cua hat virion.

- Genome vi rat ma hoa céc protein cau triic va khong cau trac. Cac hat

virion bao gom it nhat 9 protein cau tric nam trong vo capsid.

Hinh 1. 3. Hinh anh Podoviridae dwéi kinh hién vi dién ti [129]

1.3.1.2. Thue khuan thé ta dang soi

Thuc khuan thé ta dang soi bao gdm kappa phage, filamentous 1 (fs1) va
filamentous 2 (fs2).

Kappa phage c6 thé két nbi voi chung vi khuan ta O1 El tor hoic chung
ta 0139 gay dich. Phat hién kappa phage gian tiép qua viéc phat hién diém ndi
ctia phage kappa nam giira gen flaA va flaC va vat chu 1a vi khuan ta; cac vat

chu vi khuan ta s& bi ly giai, v6i vi khuan ta O1 typ El tor va chung ta O139
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duoc qua trinh nay duoc thuc hién dé dang, chinh xac hon.

Kappa type phages integrate into fiagellin genes between
flaA and flaC of O1 El Tor and O139 Vibrio cholerae

SflaA SiaC
_.alrL e K139 anR
INAaA e kappa type phage ,J9C-

COMDINALION: & =— — e e e — — — —

SO0 bp

Hinh 1. 4. Hinh anh kappa phage gin vao cdc gen néi giira flad va flaC
ciia vi khudn td O1 va 0139 [47]

Kappa phage gan vao nhiém sic thé nam giita cac gen flaA va flaC va
vat cht 13 vi khuan ta, vat chu vi khuan ta gan véi mot kappa phage sé& bi ly giai.
So d6 mo ta trén cho thiy chi ¢ cac ching ta El tor va cac chung ta 0139 ¢
thé gan voi kappa phage con ching co dién khong gan.

Thuc khuan thé ta mai 1a fs1 va fs2 méi dugc phan lap tir chung vi khuan
ta 0139 MDO14 [56]. Thuc khuan thé ta fs2 1a cac hat soi dai 1.200nm va rong
7nm. Hoat dong hinh thanh cac vong vét tan 6n dinh & nhiét d6 70°C nhung bi
trc ché khi xur 1y v6i chloroform. Thuc khuan thé ta fs2 ¢6 hé gen 1a chudi don
ADN, dugc chuyén thanh chudi kép va sao chép trong té bao vat chu. Hau hét
cac ching ta 0139 va Ol typ sinh hoc El tor nhay cam véi thuc khuan thé ta
nay, nhung phan 16n céc chung ta O1 ¢ dién va non-O1 hay non-0139 khang
lai thyc khuan thé ta fs2. Cac nha nghién ciru cho rang trinh ty CTX® can thiét

cho thuc khuan thé ta gan vao nhiém sic thé ctia vi khuan ta & vi tri ddc hiéu.
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Vé hinh dang, fs1 khong thé phan biét véi fs2 do kich ¢& hoan toan gidng
nhau (7nm chiéu rong va 1,0 — 1,2 nm chiéu dai); hau hét fs1 va fs2 dugc tao
ra 13 polyphage. Hé gen cua fs1 duoc md hoa hinh thanh doc t6 rudt méi tiém
ning déng nhat voi doc t ZOT (zonula occludens toxin). Typ 4 fimbriae cia
vi khuan ta O1 nhay véi D — glucose va D — mannose duoc gia thiét 1a thu thé
cua fs1 va fs2 [59].

Hinh 1. 5. Hinh dnh dai dién cua filamentous phage [160]

1.3.2. Sw lwu hanh ciia thue khudn thé va thwe khudn thé ti
1.3.3.1. Su luu hanh ciia thwc khudn thé

Thuc khuén thé 1a nhiing vi rt ky sinh trén vi khuan. Giéng nhu tat ca
cac loai vi rat khac, chiing bét budc phai ky sinh trong ndi bao cua vi khuén,
khong co su trao ddi chit ndi bao va doi hoi bd may chuyén hoa ctia vat chi hod
trg cho qua trinh sinh san ctia chiing. Thuc khuan thé c6 miat khip noi trén trai
dat va duoc tim thiy véi s6 lwong 10n trong ty nhién [46], [64], [85]. C6 udc
tinh 103 thyc khuén thé, chung phan bd gan nhu khip noi, trong bét cir noi nao
¢6 vi khuan; dugc tim thay trong hau hét moi méi trudng ciing nhu trong rudt
dong vat va con nguoi [44], [101], [114], [141]. Theo Jonczyk. E va cong su

(2011) trong mdi trudng bat 1o, cac thuc khuan thé van ton tai [82].
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Theo Miller va Day (2008), cac thuc khuén thé c6 03 chu ky: tan (lytic
cycle), tiém tan (lysogen cycle) va gia tiém tan (pseudolysogen cycle) [96].
Trong chu ky tan, thyc khuan thé 1ay nhiém vao té bao, nhan 1én va thoat khoi
té bao dé tiéu huy té bao vi khuan. Trong chu ky tiém tan, thyc khuan thé khong
sao chép nhung bd gen cta nd bién thanh trang thai khong hoat dong, goi 1a
prophage va tich hop vao bg gen cua vat chi hoac dugc duy tri nhu mét plasmid
ngoai bao [85] (Guttman, Raya et al, 2003). Trong chu ky gia tiém tan, thuc
khuan thé khong trai qua qua trinh tan, qua trinh tiém tan nhung né van & trang
thai khong hoat dong [121] (Ripp and Miller, 1997). Chu ky gia tiém tan xay
ra trong diéu kién khi ngudn cung cap chét dinh dudng khong du, khi ¢t ngudn,

thuc khuan thé c6 thé quay lai chu ky tan hodc tiém tan.

Nhu vay, c6 thé thay thuc khuan thé luu hanh rat pho bién trong tu nhién,

theo su c6 mat cua vat chu.

1.3.3.2. Sur luu hanh cia thue khudn thé td

Nam 1896, Ernest Hankin da bao cdo vé sy hién dién cua mot chat khang
khuan rd rét, chong lai vi khuan ta quan sat thdy ¢ ving nudc song Hang va
song Yamuna, An Do [72] Hai nam sau d6, vao nam 1898, Gamaleya da quan
sat thiy hién tuong tuwong tu khi dang thir nghiém véi vi khuan Bacilus subtilis
[124]. Nam 1915, Frederick Twort da bao cao mdt hién tuong tuong tu va dua
ra giai thuyét n6 c6 thé 1a vi rat [147] . Tuy nhién, nguoi chinh thirc phat hién

va dat tén cho thyc khuan thé 1a Felix d’Herelle vao nam 1917 [52], [53], [54].

Madico, G. va cong su (1996) khi nghién ctru vé sy hién dién cua Vi
khuan ta O1 va thuc khuan thé ta trong nguon nuéc thai tai Peru tir nam 1993
dén nim 1996 trong chwong trinh giam sat dich ta tai thu d6 Lima d3 nhén thay
kha niang dich ta bung phat cao hon 7,6 1an khi vi khuan ta O1 c¢6 mit trong

nude thai trong bon tuan trudc dé so véi khi khong c6. Kha ning bung phat
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dich bénh cao gip 2,4 1an khi c6 thuc khuan thé ta trong nudce thai trong 04 tuan
trude so voi khi khong c6. Nhu vdy, viéc phat hién vi khuan ta O1 va thuc
khuan thé ta trong nudc thai 01 thang trudc khi bung phét dich c6 thé ¢ tinh
du bao su bung phat cta dich ta sau d6 [93].

O nhiéu qudc gia noi co dich ta hoanh hanh, thuc khuan thé ta duoc phat
hién trong nudc thai va dugc coi nhu 1a diu hiéu chi diém sy c6 mat cua thuc
khuan thé ta va gitp cho viéc dinh typ chang ta O1 va 0139. Sy c6 mit cua
thuc khuan thé ta trong méi trudong nudc bi nhidm vi khuan ta O1 phu thudc
vao kha niang thyc khuan thé ta gay nhiém va ly giai té bao vi khuan ta [78]. O
nhiéu nuéc cd dich ta luu hanh theo mua, giam sat moi trudng dong vai tro
quan trong trong kiém soat bénh ta [61], [89].

Faruque, S.M va cong su (2005), Naser, 1.B va cong su (2017) tim thay
thuc khuan thé ta trong mau nudc tai Bangladesh [60], [105]; Seed, K.D va
cong su (2011) xac dinh 1a thé thuc khuan chiém uu thé trong cac mau phan
ctia bénh nhan ta ké tir nam 2001 [131]. Angermeyer, A. va cong su (2018) tién
hanh phan tich bo gen cuaa cac thuc khuan thé ta duoc bao tdn tir ndm 2001 dén
nam 2012 dé nghién cau vé su dong tién hoa cua céac thuc khuan thé ta dugc
bao tdn véi vi khuan ta gop phan trong viéc xac dinh su bung phét cua dich ta
[24].

Nam 2014, Al-Fendi, A. va cong su da phan 1ap duoc 03 thé thuc khuan
ta tan ho Myoviridae tir cac ngudn nudc khac nhau (hd, ao, song, muong va
nudc thai) & Kelantan, Malaysia; cac thuc khuan thé ta phan 1ap dugc ¢ nghién
ctru ndy c6 pham vi vét chii hep va chi c6 kha niang lay nhiém d6i voi vi khuan
ta O1 El tor Inaba [23].

Solis-Sanchez, A. va cong su (2016) khi ldy miu nudc tai mot con dap ¢
Mexico da phéan 1ap duoc 16 thuc khuan thé nhung chi c6 thuc khuan thé @VC8
la ¢ kha ning ly giai chéng lai vi khuan ta O1. Tai thoi diém phat hién ra cac
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thuc khuan thé ta nay, dia diém d6 khong c6 dich ta luu hanh; tuy nhién sy hién
dién cua vi khuan ta non-01/0139 goi y vé kha niang caa chung vi khuan ta c6
thé ton tai mot khoang thoi gian dai trong ngudn nudce thai bi 6 nhiém [136].
1.4. Tinh hinh nghién ciéru vé kha ning ly gidi cia thwc khuin thé ta

1.4.1. Cac phwong phdp phat hién va danh gia khd nang ly gidi cua thuc
khudn thé ti

1.4.1.1. Cdc phwong phdp phat hién thyc khudn thé ta (Phu luc 1)

- Phuong phap phan 12p tir mau nudce (gdm mau nude bé mat va mau moi
gac tom).

- Phuong phép phan 1ap filamentous phage ttr mau phan.

- Phuong phap xac dinh hinh dang thuc khuan thé ta dudi kinh hién vi
dién tu.

- Ky thuat PCR: cho phép xac dinh thuc khuan thé ta trong mau nudc

nhod kha ning sao chép khuéch dai s6 luong doan trinh tu ADN dic hiéu trén
genome cua thuc khuan thé ta.

- K§ thuat Southern blot: phan tich ADN cta bo gen thuc khuan thé ta.
1.4.1.2. Cdch xdc dinh khd néng ly gidi cia thyc khudn thé ta
- Su ly giai cua thuc khuan thé ta duoc xac dinh bing sé vét tan (plaque)

trén viing nho mau cta moi trudng nudi cay:
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Flgure 1. Plaque Assay for M]1 Phage

A, Spot test for the detection of M|t phage; and B, a higher dilution (10'(’} of phage titer showing clear plaques with an average dlameter of 0.8 mm.

Hinh 1. 6. Hinh vét tan (plaque) dé phat hign thuc khudn thé MJ1 [77]

103

P.C.: positive control (chimg dwong)

Hinh 1. 7. Hinh d@nh vét tan cia thec khudn thé td tgi Hdi Phong
va Thdi Binh nam 2007-2008 [13]

- Kha ning ly giai cia thuc khuan thé ta duoc danh gia qua sy ly giai cia
thuce khuan thé ta & cac diéu kién nhiét o, pH, d6 pha lodng khac nhau [14].

1.4.2. Liéu phdp phage
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1.4.2.1. Liéu phap phage la gi?

Liéu phap phage hay liéu phap diéu tri bang thyc khuan thé co thé duogc
mO ta nhu 1a viéc sur dung thuc khuan thé dé kiém soat cac tac nhan gay bénh
cu thé hodc vi khuén c6 van dé. Trong linh vuc y té va strc khoé con nguoi, li¢u
phép phage da duoc thyc hién & cac ving Pong Au trong hon 60 nam [87]. Céc
thir nghiém phage giai doan som thuong mang lai nhimg két qua chua dang tin
cay do vi¢c chua hiéu mét cach déy du vé sinh hoc thuc vat va kiém soét chat
lugng trong qua trinh chuan bi cic cong thuc tri lidu ciia phage.

Hién tai, liéu phap phage duoc sir dung phd bién & mot sé nudc Pong
Au nhu Nga, Ba Lan va Gruzia [45], [51]. Do muc do dic hiéu cao trong cac
loai vi khuan gay doc co thé coi day 1a cach tu nhién va hiéu qua dé tiéu diét
cac vi khuan gay bénh cu thé ma khéng anh huong dén vi khuan c6 loi thong
thuong cling nhu khong anh hudng ti€u cuc to1 moi truong. V§i gia tang cac vi
khuan khang khang sinh, du luong khang sinh va hoa hoc trong thuc pham va
moi truong cling nhu sy suy giam trong nghién ctru dé phat trién cac khang sinh
mai nén ngay nay cdc nha khoa hoc ¢ cac nudc phuong Tay lai c6 xu hudng
quay tro lai nghién cau liéu phap phage d6i voi nguoi, dong vat va méi truong
nhu mét lidu phéap sinh hoc t6i wu [45], [92].

Cazares va cong su (2020) di trinh bay y kién rang sinh thai va tién hoa
cua thuc khuan thé thuong bi bé qua trong liéu phap phage, dic biét 1a tuong tac
gitta vi khuan va thyc khuan thé va khuyén nghi nén kiém tra can than nhiing
tuong tac ndy dé khai thac tét hon dic tinh khang khuan caa thuc khuan thé [41].
Faunconnier va cong su (2019, 2021), Khalid va cong su (2021) da nhan thay
tiém ning trong ung dung liéu phap phage ¢ cac nudc dang phat trién, ddi voi
ngudi ¢6 thu nhap thap va trung binh. Ho dé xuat WHO phai c6 vai trd chinh
trong trién khai liéu phap phage nhu gitp ning cao kién thiic vé liéu phap phage
va xay dung co ché quan Iy hé théng san pham thé thyuc khuan [62], [63] [84].
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Pirnay (2020) du doan tinh hinh liéu phap phage dén nim 2035 kha ning
s& bi c4 nhan hoa. Theo d6, khé san xuat thuc khuan thé tong hop tir sy nd luc
cua cong dong thdng qua cac to chac qudc té lién quan dén tri tué nhan tao va
cong nghé s6 [116].
1.4.2.2. Ap dung liéu phdp phage
a. Li¢u phap phage trén nguoi

Liéu phap phage dugc nghién ctru tai Phap tor ndm 1919 bdi d’Herelle
khi 6ng di thanh cong trong diéu tri mot s6 dira tré bi kiét ly tai mot bénh vién
& Pari bang viéc str dung phage phan 1ap tir phan cta nhitng ngudi linh ¢ vién
Pasteur [85], [86], [117]. Tuy nhién, bai bao dau tién vé liéu phap phage lai dén
tir Bi, Bruynoghe va Maisin vao ndm 1921 véi viéc 4p dung liéu phap phage dé
diéu tri nhiém khuéan viém da do tu cau trén 06 bénh nhén (trong vong 48 gio,
céc triéu chung sung, dau, s6t da dugc giam dang ké) [37]. Nghién ctru vé phage
dugc d’Herelle danh gia qua viéc sir dung liéu phap phage tinh mach diéu tri
cho bénh nhan ta tai An Do vao nam 1921 [54]. Bén canh d6, 6ng da huéng
dan Tién si Davioud diéu tri thanh cong mot case nhiém khuan tu ciu ning (sir
dung 5Sml dung dich staphylococal phages pha loang trong 500ml dung dich
nuéc mudi sinh 1y va truyén qua tinh mach trong vong 1 gio).

Viéc nghién ctru va phat trién liéu phap phage duoc tiép tuc tién hanh tai
Phép voi viéc thanh 1ap phong thi nghiém vé phage va san xuat cocktail phage
thuong mai. Lang va cong su (1979) da bao cao viéc st dung phage vdi 7 bénh
nhéan bi nhiém tring man tinh sau phau thuat chinh hinh, trong d6 cac nhiém
trung do tu cau dugc diéu tri khoi tuy nhién nhiém trung voi Pseudomonas van
con [88].

Nam 1925, d’Herelle da béo cdo vé viéc diéu tri 04 bénh nhén dich hach
bang phage liéu phap. Sau d6, d’Herelle ¢4 dén An Do dé trién khai liéu phap
phage, dic biét ap dung liéu phap phage diéu tri dich ta cho khach hanh huong
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va trong cac 18 hoi tén gido & An Do [53].

Bénh ta do vi khuan ta gy ra 1a mot thr nghiém ¥ tudng véi liéu phap
phage do dic diém gay bénh ctia nd. Tac nhan gy bénh bi han ché trong rudt
non, giai phong doc tb ta, cac phuong thirc 14y truyén va dic diém dich t& hoc
ctia bénh dugc biét dén va hiéu qua cua vic-xin van chua co. Tuy nhién, li¢u
phap phage diéu tri bénh ta da khong duoc xac dinh rd rang trong diéu tri bénh
nhan hoac 1a mét bién phap du phong nhu d'Herelle da hy vong trude do [52].
Nguoi ta dd quan sat thiy mirc ¢ nghiém trong, su duy tri cta cac triéu chimg
bénh va ty 1é tr vong ctia bénh nhan dugc giam xuéng & nhom dung liéu phap
(qua dudng miéng): ty 1& tir vong & nhom diéu tri va khong diéu tri bang licu
phap phage la 8%/63%.

Mic du hau hét cac nghién ciru diéu tri bang thuc khuan thé cho thay két
qua kha quan, nhung nghién ctru diéu tri bang thyc khuan thé giam vao nhimng
nim 1940 do su phat trién manh mé& ctia thudc khang sinh duoc coi 1a str dung
don gian va hiéu qua [91]. Liéu phap thé thuc khuan ciing da duogc sir dung dé
chéng lai bénh ta tir nhimg nim 1930 do Vién nghién ctru thyc khuan thé
George Eliava thuc hién. Thir nghiém diéu tri dau tién gitra 02 nhom bénh nhan
khéng diéu tri va dugc diéu tri bang thuc khuan thé ta. Két qua 1a ty 18 tir vong
trong nhom khong duogc diéu tri bang thuc khuan thé 1 20% cao hon so véi
nhom nhom diéu tri bang thuc khuan thé ta 13 6,8 % [108]. Mot s6 nghién ctru
khac ciing cho thdy két qua twong ty. Mic du c6 nhimg han ché nhu kiém so4t
kém va két qua diéu tri khong phi hop, nhung két quéa cac nghién ciru da ching
minh ¢6 hi€u qua va co thé tiép tuc st dung cac thé thuc khuéan dé diéu trj bénh
ta trén quy mo 16n tai mot thoi diém sau d6. Tir ndm 1928 dén nam 1934, hon
mat tridu liéu thuc khuan thé ta da duoc cung cap cho cong dong & An Do. Day

1a 1an dau tién thuc khuan thé ta duoc str dung phd bién nhu mot phuong tién
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du phong va ty 18 tr vong ctia dich ta giam tir 30 xudng con 02 trén 10.000 dan
duogc diéu tri bang thé thyc khuan [108].

Vao cubi nhitng nim 1960, WHO d4 trién khai mot thir nghiém quéc té
vé diéu tri bénh ta bang liéu phap phage & Dhaka. Thir nghiém nay dugc thiét
ké theo cac tiéu chuan qudc té dugc chap nhan rong rdi va duoc tién hanh véi
su hd trg, danh gia cua Vién Y té Qudc gia Hoa Ky. Trong mot s nghién ciru
do WHO tai tr¢ tai Pong Pakistan (nay la Bangladesh) vao nhitng ndm 1970,
liéu phap diéu tri bang thuc khuan thé dugc so sanh véi Tetracycline nhu 1a
chat diéu tri. Cac bao céo cho rang liéu phap phage licu rat cao c6 thé so sanh
v6i Tetracycline trong viéc 1am giam sy bai tiét vi khuan ta trong phan [94],
[98].

Nam 2020, Jonas D. Van Bellghem va cong su da nghién ctu va phat
hién viéc sir dung liéu phap phage c6 thé 1a mot chién lugc diéu tri thay thé
hoic phuong phap du phong ddi véi nhiém tring khop gia sau thay khép [149].

Nam 2021, Khalid va cong su da xem xét ttng dung thé thuc khuan trong
viéc kiém soét cac bénh do vi khuan truyén qua thuc pham (thuong han, ta, ly
truc khuan, E. coli gay tiéu chay) va bénh lao; két qua cho thay liéu phap phage
c6 thé 1a mot giai phap kiém soét dich bénh & cac nude dang phat trién [84].

Trong nghién ctru ctia Renee N. Ng va cong sur (2021) vé tng dung licu
phap phage trong diéu tri nhiém trung P. aeruginosa ¢ bénh nhan bi xo nang
phoi da nhan thay nhing trién vong déng ké trong viéc tri hoan su khoi phat
nhiém trung da khang thudc khi str dung khang sinh dé diéu tri du phong nhiém
triung phoi do vi khuan [109].

b. Liéu phap phage trén moé hinh dgng vat

Bhandare, S. va cong su (2019) d3 st dung mot thuc khuan thé don ho
Podoviridae (ky hiéu 1a Phi 1) dé kiém soat bénh ta bang phuong phap du
phong va diéu tri trén md hinh tho con. Trong ca 02 trudng hop, dong vat dugc
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diéu tri bang thé thuc khuan khong c6 dau hiéu 1am sang caa bénh so véi 69%
dong vat dbi ching khong duoc diéu tri. S6 lwong vi khuan trong rudt caa dong
vat duoc xur ly bang thuc khuan thé da giam téi 4logyo don vi hinh thanh khuan
lac/g [31]. Theo tac gia, day 1a nghién ctru dau tién dua ra bang ching mot thuc
khuan thé don 1¢ cd thé c6 hiéu qua trong diéu tri bénh ta ma khéng phat hién
dugc muae do khang cu cua vi khuan ta. Nghién ctiu khuyén céo cac thir nghiém
lam sang trén nguoi nén dugC xem Xét.

William Smith va cac dong nghiép ctia ong di béo cdo viéce sir dung thanh
cong liéu phap phage dé diéu tri nhiém E. coli thyc nghiém & chuét [133]. Trong
cac nghién ctru tiép theo, cac tac gia nhan thay rang mot liéu duy nhat liéu phap
phage cua E. coli da 1am giam so luong cac vi khuan trong duong tiéu hoa cia
bé, ctru va heo con bi nhiém E. coli gy tiéu chay. Tat ca cac dong vat dugc
diéu tri bang liéu phap phage déu séng sot sau nhiém khuan [134], [135]. Tinh
hitu dung cua liéu phap phage trong phong va diéu tri bénh thuc nghiém & chudt
va lon méc P. aeruginosa va Acinetobacter [29], [138] ciing di duoc cong bé.

Ciing nhu cac phuong phap thuc nghiém trén dong vat nham muc dich
thir nghiém so bd liéu phap phage trude khi ap dung trén nguoi [138] da bao
c4o loi ich ctia phage liéu phap trong phong va diéu tri thir nghiém trén chudt
va lon bi nhiém khuan P. aeruginosa va Acinetobacter, va dé xuat liéu phap
phage ¢ thé co hiéu qua trong viéc ngin ngira nhiém trung da duoc sir dung
dé diéu tri bénh nhan bong.

Mot s6 nghién ctru gan day nhu danh gia hiéu qua cua liéu phap phage dé
didu tri nhiém tring do K. ozaenae, K. pneumoniae va K.
rhinoscleromatisscleromatis gay ra. Phage liéu phap da dugc bao cao: (1) hiéu
qué trong kinh nghiém diéu tri nhiém khuan trén chudt va (2) khong doc voi
chuot va lon; n61 mdt cach khac toan bd qua trinh thay ddi bén trong va bén ngoai

ctua dong vat thi nghi€ém da khong dugc quan sat sau khi tiém tinh mach. Ngoai
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ra, cac tac gia dd mo ta ndng do phage tdi wu, 16 trinh quan Iy va bao céo nhimg
chi tiét thich hop khac ma ho coi 1 quan trong trong viéc thiét ké nhiing tinh
nguyén vién thir nghiém tiép theo. Sau d6 ho sir dung cac két qua nghién ciru
tién 14m sang dé danh gia tinh an toan va hiéu qua cta cac phage trong diéu tri
cho 109 bénh nhan nhiém Klebsiella. Liéu phap phage dugc bao cdo c6 hiéu qua
trong trong diéu tri nhiém Klebsiella va khong doc di v6i bénh nhan [32], [33].

Céc nghién ctru vé liéu phap phage trong nudi trong thuy, hai san gan
day ciing duoc trién khai ngay cang nhiéu do viéc khang khang sinh, gay hai
cho moéi trudng khi str dung hoa chat khir khuan ... dd anh hudng tiéu cuc, gy
thiét hai rat 1on cho nén kinh té. Cac nghién ctru dé xuat vé thoi diém (mua),
nhiét d9, liéu thich hop cia liéu phap phage trén thily, hai san ciing nhu viéc
tuyén chon phage phu hop d6i véi mdi loai, phdi hop cac phage véi nhau ciing
nhu danh gia tac dong cua li¢u phap phage trén hé sinh thai no1 chung cua thuy,
hai san [113], [140].

Trong bai viét cia Ewa Jonczyk-Matysiak va cong su (2020), T. Scott
Brady va cong su (2021) nhan théy bén canh sinh bénh hoc, dich t& hoc, chan
doan, diéu tri va van dé khang khang sinh d6i véi 4u trung P. larvae 1y nhiém
bénh cho ong mat, nguoi ta dac biét chi y dén dic diém kiéu hinh va kiéu gen
ctia thé thuc khuan 4u tring P. larvae dé ap dung liéu phép phage trong kiém
soat dich bénh [34], [81].

Kaixiang Jia va cong su (2020) da tuyén chon dugc mot thé thue khuan
méi (IME-JL8) ho Siphoviridae ctia vi khuan C. freundii va di mo ta hiéu qua
ly giai in vitro va anh huéng 1én mang sinh hoc d6i véi vi khuan. Cac thi nghiém
tai nghién ctru da ching minh ung dung day hira hen cta phage nay dé phong
ngira va diéu tri vi khuan C. freundii gay nhiém trung cé [80].

Dbi véi tu cau vang (S. areus), cac nghién ctru cua Lei Wangs va cong

su (2020), Yoona Lee va cong sy (2021) da phéan 1ap dugc cac thé thyc khuan
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c6 tac dung kiém so4t sinh hoc tu cau vang trong cac moi truong ché bién thuc
pham va lam sang khac nhau (Lei Wang), hodc thir nghiém in vitro két hop
thue khuan thé v6i khang sinh da gitip loai bd mang sinh hoc ctia Staphylococus
khang véi khang sinh Rifampin (Yoona Lee) [90], [150]. Son va cong su (2021)
d3 thiét ké mot loai Endolysin (Lys 109) c6 hiéu qua chdng lai S. areus [137].

Do tinh d3c hiéu cta thuc khuén thé, dé thuc khuén thé co thé lay nhiém
va co tac dung Ién tat ca cac chung ctia mot loai vi khuén, cac nha khoa hoc da
nghién ctru, chuan bi cic hdn hop phage chira nhiéu phage khac nhau lay nhiém
vao mot loai voi cac nong do ly giai khac nhau; Haines va cong su (2021) da
sang loc 68 thé thuc khuan dé tuyén chon ra 06 thé thuc khuén tac dung véi 38
chang vi khuan lién quan dén nhiém trung dudng tiét niéu c6 khang khang sinh
[71]. Két qua 12 hdn hop phage gom 06 thuc khuan thé co thé tiéu diét hiéu qua
23/38 chung (61%) trong d6 ddi véi Klebsiella 1a 13/19 chung (68%) va ddi
véi E. coli 1a 10/19 ching (53%). Nale va cong su (2021) da st dung 22 thuc
khuan thé dé thiét ké hdn hop phage chia 03 thyc khuan thé dugc chon dé
chéng lai nhiéu loai vi khuan Salmonella ¢ lgn, gia cAm va trong phong thi
nghiém; hiéu lyc cua hdn hop phage da duoc xac nhan ca trong phong thi

nghiém, trén thuc té vé diéu tri va phong ngira nhiém khuan Salmonella [103].

c. Liéu phap phage trén mé hinh ngoai canh

Liéu phéap phage trén m6 hinh nudc ngoai canh dugc bao cdo kha sém
qua mo ta moi lién hé giita vi khuan ta va thuc khuan thé ta trong méi truong
nudc ngoai canh. D’Herelle va Malone’s cho réng su cham dat cua dich ta 1a
do su lay lan cta vi khuén tir cac trudng hop nghi dudng. Pasricha va cong su
(1931) [115] d4 nghién ctru ty 18 thuc khuan thé ta trong moi truong ngoai canh
va mdi quan lién quan ctia chting véi vi khuan ta ¢ Calcutta v nhan thay thuc
khuan thé ta trong moi trudng ngoai canh cé su bién doi: ty 1¢ mac va tir vong

cao vao dau mua dich ta, gidm nhanh chong khi thuc khuan thé ta duoc phan
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b rong rai trong mdi trudng ngoai canh. Cac nha nghién ctru da cho riang thuc
khuan thé dong vai trd quan trong trong viéc giam ty 18 tir vong va két thuc vu
dich.

Khoang 60 nam sau khi Pasricha va cong su bao c4o vé mdi quan hé tha
vi gilra ta va thuc khuan thé ta, Shah va cong su (2005) dua ra mdt két qua
tuong tw, nhung véi phuong phap 1dy mau c6 hé thdng, bod sung day du kién
thirc vé vi khuan ta va thé thuc khuan ta [60]. Trong khoang thoi gian ba nim,
cac nha khoa hoc da phan tich mot cach h¢ théng cac mau nudc thu thap tu hai
con sdng 16n va mot hé nude & Dhaka. Két qua cho thay phan 16n cac mau nudce
c6 moi quan h¢ nghich dao gitra sy hién di¢n cua thuc khuan thé ta c6 kha nang
ly gidi mot nhém huyét thanh nhat dinh ctia vi khuan ta va su hién dién ctia mot
ching cua cung mot nhoém huyét thanh. Mat khac, sb luong bénh nhan ta thay
d6i theo muia trong thoi gian nghién ctru va thuong xuyén xay ra dong thoi véi
su hién dién ctia cac chung vi khuan ta gy bénh trong mau nuéc ma khong

phat hién duoc thuc khuan thé ta [60].

1.4.3. Ung dung trong dw phong, kiém sodt bénh/dich ti

Nghién ctru vé liéu phap phage voi vi khuan ta cling duoc cac nha nghién
ctru quan tim. Liéu phap phage 1a mot trong nhitng phuong phép hiru ich dé
xac dinh va phan biét cac dong vi khuan ta mic du trudc ddy nghién ctru vé
phage chu yéu dugc hudng téi viée diéu trj hodc du phong hon la phan biét
chung ta. Chuong trinh danh gia phage da duoc quoc té cong nhan ciia Basu va
Mukerjee (1968) bao gdm 5 phages (I, II, III, IV, va V), theo d6 ching vi khuan
ta O1 c6 thé phan biét thanh 6 loai phage khac nhau. Phage typing da dugc thuc
hién thuong xuyén trén co so cta chuong trinh ndy tai Vién nghién ctru Quéc
gia vé ta va cac bénh dudng rudt (NICED) Kolkata tir ndm 1968 [75].

Vao cudi ndm 1992, xuit hién ciia mot nhém huyét thanh hoc méi cua Vi

khuan ta, duoc goi la vi khuan ta 0139 Bengal. Su xuét hién cta 0139 Bengal
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d3 dan t6i viéc md rong nghién ctru tim hiéu va phan 1ap cac phage dap tmg véi
chung ta méi nay. Tong cong 500 chung vi khuan ta 0139 da dugc danh gia
voi danh sach cac typ phage twong trng. Cac chung dugc chia thanh 10 loai
phage khac nhau, trong dé loai 1 (38,2%) 1a loai chu dao, tiép theo 1a loai 2
(22,4%) va loai 3 (8%). Tai An D9, viéc theo ddi thuong xuyén loai phage clia
cac chung vi khuan ta O1 phan 1ap 1 rat quan trong. Bat ky sy thay doi dang
cha ¥ ndo trong loai phage c6 thé 1am ting nghi ngd sy noi 1én ciia mot chiung
ta m&i. Cac phages c6 thé dong mot vai trd quan trong nhu 1 mot du bao tiém
ning cla sy bung phat ctia bénh, day 13 mot tin hiéu hitu ich som dé theo doi
cac bién phap kiém soat bénh ta. NICED van dang tham gia nghién ctru vé cac
loai phage cta vi khuan ta. Cac nhom khac dang lam viéc dé phan loai cac
phage cua cac loai vi khuan khac & Nga va Canada. Tat ca cac phan lap cla Vi
khuan ta tir cac ving khac nhau ctia qudc gia déu duoc giri dén NICED, Kolkata
dé xac nhan, tim huyét thanh, dic diém sinh hoc va loai phage. Tong cong co
10 phage O1 va 5 phage 0139 da duoc dua vao hai chuong trinh riéng biét
dugc duy tri tai NICED. Céc thuc khuén thé nay dugc cung cép cho cac vién
khac nhau cho cac muc dich nghién ciru theo timg thoi diém [75].

Theo Chakrabarti AK va cong su (2000), ¢ cac vung dich ta luu hanh,
cac thyc khuan thé ta duoc phat hién véi tan xuat cao ¢ nhitmng mdi truong song
du6i nudc khac nhau va cc thuc khuan thé ta nay duoc sir dung 1am chat danh
dau chung dé xac dinh kiéu phage cuaa vi khuan ta O1 va vi khuan ta 0139 [43].

Cac nghién ctru cua Faruque S.M va cong su (2005) da chi ra viéc bién
dong trong quan thé thuc khuan thé theo thoi gian trong nim cua bénh ta va
viéc giam sat vi khuan ta trong méi truong nuéc 1a nhiing yéu té quan trong co
lién quan dén dich ta [75].

Céc nghién ctru trong nude ddi véi linh vuc y hoc vé thuce khuan thé va

thuc khuan thé ta con réat it. Nguyén Dong Tu va cong su (2008) trién khai
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nghién ctru giam sat vi khuan ta O1 va thuc khuan thé ta trong trong méi trudng
nudc ngoai canh va cac yéu t6 du bao dich va nghién ctru thuc khuén thé ta thu
thap duoc tai mau nudc ngoai canh tai Thai Binh. Két qua nghién cuu da giai
trinh ty gen cta thuc khuén thé kappa (thuc khudn thé cua cac chung ta El tor),
NDI1fs1 (thuc khuan thé phan lap duoc tir ching ta 0139 1an dau tién phan lap
duogc tai Viét Nam), thuc khudn thé fs1, fs2 va dé xuat cac bién phap nghién

ctru vé thuc khuan thé ta ciing nhu cac yéu t6 du bao dich ta [8], [9].

1.5. Pic diém chung dia ban nghién ciru

Mién Bic Viét Nam bao gdm dong bang song Hong, Trung du va mién
nui phia Bac. P6i nai chiém da sd dién tich cia mién Béc va dan cu tap trung
chu yéu tai ddng bang song Hong. Do mat d6 dan cu dong, ciing nhu dic diém
dia hinh séng ngoi, ven bién nén ving dong bang song Hong (trong d6 c¢6 Ha
Noi, Hai Phong, Nam Pinh va Thai Binh) ciling 13 noi c6 ty 1¢ bénh truyén
nhiém néi chung cao hon cac ving khac, trong dé cé bénh ta.

Bénh ta 1an dau tién xuét hién tai Viét Nam vao nim 1850. Trong do,
Hai Phong 14 dia phuong dau tién tai mién Bac lay dich ta tir Hong Kong nam
1937-1938 qua dudng bién, tiép do6 1a nhiing vu dich rai rac tir sau 1975 tro lai
day. Trong giai doan 2000-2007, Hai Phong 1a noi xuat hién dich nhiéu nhat,
tiép d6 1a Ha Noi, tiép theo 1a Thai Binh va Nam Binh [2], vu dich nim 2007
tai Ha Noi kéo dai dén sang 2008 [111]. Nam 2010, ty 1& mac ta/100.000 dan
tai Ha Noi la 3,53, Hai Phong 1a 0,8 va Nam Dinh l1a 1,4 [4].

Bénh ta hién nay van 1a mbi nguy co khong chi cho nudc ta ma con ca
cong dong thé gidi. Nghién ctru sir dung thuc khuan thé ta 1a viéc 1am khong
moi trén thé gidi nhung nd phu hop véi Viét Nam hon trong giai doan nay khi
ma ngdy cang xuat hién cac vi khuan siéu khang thudc va chua co bao céo nao
ndi vé tac dung phu khong mong mudn cua viéc st dung li¢u phap thé thuc

khuan. Bén canh d6, khi kinh té x3 hoi phat trién, giao thong thudn loi, viéc di
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chuyén giira cac ving kha d& dang din toi viéc phong bénh va ngin chin dich
ta gap nhiéu kho khan. Hién nay, chua c6 nghién ctru ndo bao céo vé kha ning
ly giai cua thuc khuan thé ta trong xr Iy cac ngudn nude ngoai canh ndi chung
hoic kha ning ly giai caa thuc khuan thé ta trong xir Iy cac ngudn nudc nhiém
vi khuén ta trong cong dong noi riéng. Do vay, nghién ctru ndy s& tién hanh
danh gia su lwu hanh cta thue khuan thé ta dong thoi tién hanh danh gia kha
nang ly giai cta thyc khuan thé ta trong cac diéu kién méi truong khac nhau
ctia phong thi nghiém ciing nhu danh gia kha ning ly giai cta thuc khudn thé
ta d6i voi cac ngudn nudc ngoai canh thu thap tir cac dia diém nghién ctu tai
mién Bac Viét Nam. Nhom nghién ciru mong mudn tim ra cc thuc khuan thé
c6 thé thay thé cac vat lidu, hoa chat trong xtr Iy nudc sinh hoat tai cac vung
dich va ciing c6 thé gitip giam mat do vi khuan ta gay bénh trong méi truong
ngoai canh tai cac vung dich gop phan trong viéc ngin chin su lan rong cta

dich 14 van dé can tap trung giai quyét ma nghién ctru nay hudng téi.
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CHUONG 2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twong, dia diém, thei gian nghién ciru
2.1.1. Péi twong nghién ciru
2.1.1.1. Muc tiéu 1:

- Mau nudc ngoai canh (mau nudc bé mat va mau mdi gac tdm) &
kénh/muong, ddm/ao/hd, song dugc thu thap tai bon tinh/thanh phd ¢ mién Béc
Viét Nam.
2.1.1.2. Muc tiéu 2:

- Céc chung thuc khuan thé ta phan lap duoc tir cac mau trong muc tiéu
1 va mot s6 chang trong kho chang caa phong Thi nghiém Vi khuan duong
rudt, Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung vong.

- Céc chung vi khuan ta phan lap duoc tir cac vu dich ta tai Viét Nam,
An D¢, Nhat Ban, Bangladesh, Thai Lan thuoc kho chung cua phong Thi
nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung wong.

- C4c vi khuan gy bénh duong rudt khac trong kho ching caa phong Thi
nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung uong.

- Mau nudc ngoai canh va sinh hoat ¢ cac nguon nudc: nudc may; nude
séng/sudi; nudc giéng; nudec mua va nude ao/hd duge thu thap tai bon tinh ¢
mién Bac Viét Nam.

* Tjéu chuan loai tru:

Cac mau chung luu trong kho cta phong Thi nghiém Vi khuan duong
ruot, Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung wong (gém chiing thuc khuan
thé ta, vi khuan ta, vi khuan gay bénh duong rudt khac) khdng con hoat dong.
2.1.2. Pia diém nghién ciru
2.1.2.1. Muc tiéu 1

- Nhém nghién ctu chon Thanh phé Ha Noi, Hai Phong; cac tinh Thai

Binh, Nam DPinh dua vao nghién ctru nay vi cac ly do sau:
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* Thanh phé Ha Noi dugc chon do 1a noi khai phét dich dau tién caa mot
sb vu dich gan day ¢ mién Bac nam 2004, nam 2007- 2008 [2], [17], [18].

* C4c tinh/thanh phd Thai Binh, Hai Phong, Nam Pinh duoc chon do:

+ L& cac tinh/ thanh phé c6 viing cira sdng ven bién, noi thich hop cho
su ton tai va phét trién cta cac chung ta va thuc khuan thé ta [2], [7], [23], [60].

+ L4 cac tinh/thanh phd cd khoi phat dich ta tai mién Bac trong nhitng
vu dich gan day [2], [6]: Thai Binh (2000), Hai Phong (2002).

+ Tinh Nam Dinh 14 noi khéi phat dich ta ndm 2009 tai mién Béc, dong
thoi 14 noi chung ta 0139 lan dau tién dugc phan Iap tai Viét Nam [160].

- Tai cac tinh/thanh phé Nam Binh, Thai Binh, Hai Phong va Ha Noi;
nhém nghién ciu chon 40 vi tri (mdi tinh/thanh phd chon 10 diém). Viéc chon
10 vi tri 1ay mau trén 01 tinh/thanh phé dua trén co sé sau:

+ Tai mdi tinh/thanh phé chia 1am 3 loai diém 1ay mau nuéc gém: noi b
dong chay tu nhién (séng); noi c6 ngudn nudc ding tudi tiéu/nudc thai sinh
hoat (kénh/muong); noi c6 ngudn nudc khong luu chuyén thudng xuyén
(hd/ao/dam). Lua chon 10 diém lay mau/1 tinh, thanh phd trén co so tham khao
nghién ctu trude day cia Ngb Tuan Cudng va cong sy nam 2008 [8].

+ Nhom nghién ctu tién hanh chon vi tri 1dy mau va loai mau dua trén
co so tham khao thong tin trong Cam nang phong chong bénh ta cia Bo Y té,
trong nghién ctru trude day cua Ali Al-Fendi va cong su tai Malaysia nam 2014
[2], [7], [23], [60].

+ C4c vi tri 1dy mau tai cac tinh/thanh phé phi hop céc tiéu chi nhu: gan
nha bénh nhan ta khai phat dau tién cua cac vu dich ta dugc bao céo trong
nhitng nam trudc day; cac vi tri thudc ving cira séng ven bién 1a noi thich hop
cho sy ton tai va phét trién caa cac ching ta va thuc khuan ta [2], [6], [7].

Trén co s& C4c tiéu chi trén, nhdm nghién ctu chon 10 vi tri ldy mau tai

mdi tinh/thanh phé, cu thé nhu sau (xem tai Phu luc 2).
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So do 2. 4. Vi tri ldy mdu tai Ha Ngi
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- Tai phong Thi nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa Vi khuan, Vién Vé

sinh dich té Trung uong.
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- Do diéu kién han ché vé kinh phi, nhém nghién ctru tién hanh thu thap
mau nudc ngoai canh va sinh hoat dai dién cho 05 ngudn nudc tai cong dong
(nudc may; nudc séng/sudi; nudc giéng; nudc mua/bé chia; nudc ao/hd) tai
cac tinh Nam Dinh, Thai Binh, Hai Phong va Ha Noi va dua vé 1 dja diém tai
xa Truc Thai, huyén Truc Ninh, tinh Nam Dinh dat trong 20 chum nudéc (loai
50 lit/chum) dé tién hanh tha thuc khuan thé ta vao cac chum nuéc nay trong
thoi gian 06 thang (tir thang 02/2020 dén thang 08/2020). Tién hanh lay mau
dinh ky hang thang trong vong 06 thang.

2.1.3. Thet gian nghién caru
2.1.3.1. Myc tiéu 1
- Thoi gian nghién ctu: Tir thang 12/2017 dén thang 02/2020.
- Thoi gian bao phu s liéu: thang 2/2018 dén thang 8/2019.
2.1.3.2. Muyc tiéu 2
- Thoi gian nghién ctu: tir thang 02/2020 dén thang 12/2020.
2.2.Phuwong phap nghién ciru
2.2.1. Thiét ké nghién ciru
2.2.1.1. Muc tiéu 1
- Phuong phap nghién ciru: M0 ta cat ngang
2.2.1.2. Myc tiéu 2

- Phuong phap nghién ctru: nghién ctru thyc nghiém so sanh trudc sau
khdng c6 nhdém ching.

2.2.2. Cé mau

2.2.2.1. Muc tiéu 1: Xéc dinh sw leu hanh cua thuc khudn thé ta trong moi

trieong nwdt ngogi canh tai mét so tinh mién Bdc Viét Nam

Ap dung cong thirc sau cho viéc thu thap mau nudc ngoai canh:
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E:lz—:v:jz Xpx(1-p)

N= =

X DEEF

Trong do:
« Z:hésbtin cay
 aa=0,05
o ZX(1-a/2)=1,96
« p=0,36ty 1¢ phan 1ap thuc khudn thé ta tir miu nudc ngoai canh trong
nghién ctru trude ddy ctua phong Thi nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa
Vi khuan, Vién Vé sinh dich té Trung vwong [13].
« d: do chinh xéc tuyét ddi, d= 0,05
« DEEF: hé sd thiét ké. Do du kién léy 2 loai mau nudc bé mit va moi gac
tom dé tang kha phan lap va xac dinh sy c6 mat ctua thuc khuan thé va
léy mau & nhiéu dia diém khac nhau nén chon hé s thiét ké DEEF = 2.
Ap dung cong thirc tinh ra ¢& mau v6i du phong 13% la n=800.
2.2.2.2. Muc tiéu 2: Pdnh gid khd nang ly gidi cia thwe khudn thé ta trong
phong thi nghiém va trén thyc dia cong dong o cdc méi trwong nudce khdc nhau
a. Xac dinh kha néing ly gidi ciia thwe khudn thé ta doi véi ching vi khudn gdy
bénh dwong ruot khac
- Gom 36 chung thuc khuén thé ta: 10 chung phan 1ap duoc trong nghién
ctru tai muc tiéu 1 va 26 chung thyc khuan thé luu trit tai kho ching ctia phong
Thi nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung
uvong (danh muc xem tai Phu luc 3).
- GOom 13 chiing vi khuan ta va 07 ching vi khuan gay bénh duong rudt
khac tai kho ching ctia phong Thi nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa Vi
khuan, Vién Vé sinh djch t& Trung wong (danh muc xem tai Phu luc 4).

b. Xac dinh khd nang ly gidi ciia cdc thwe khudn thé ta trong mét sé diéu kién
pH, nhiét do, mat do pha loang khdc nhau tai phong thi nghiém
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- Gom 36 chung thuc khuén thé ta (danh muc xem tai Phu luc 3).

- Vi khuan ta: H218 O1 Classic va Mak757 O1 El tor (chung chuan phan
1ap duoc tir vu dich ta tai Nhat Ban va luu tai kho ching phong Thi nghiém Vi
khuén duodng rudt, Khoa Vi khuén, Vién Vé sinh dich t& Trung wong).

C. Xdc dinh thoi gian ton tai va khd néng ly gidi ciia thuc khudn thé td
doi voi vi khudn ta ¢ cde nguon nude sinh hoat va ngoai canh: niedc mdy,; nudc
song/ sudi; nudc giéng; mede mira va nwée ao/ ho

- Thyc khuan thé ta phan lap duogc trong nghién ctru tai muc tieu 1: VP04.

- Vi khuan ta: H218 O1 Classic (ching chuin phan 1ap dugc tir vu dich
ta tai Nhat Ban va luu tai kho chung phong Thi nghi¢ém Vi khuén duong rudt,
Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung wong).

2.2.3. Chon méu
2.2.3.1. Myc tiéu 1

- Trong nghién ctu lay 800 mau (400 cap mau) bao gom 400 mau nudc
bé mat va 400 miu gac tom dé ting kha ning phat hién duoc vi khuan ta va
thuc khuan thé ta [104]. 400 cip mau duoc lay tai 40 vi tri Ay miu & céc
tinh/thanh phé (10 vi tri/tinh, thanh ph; thu thap mau 02 thang/lan trong
khoang thoi gian tir thang 02/2018 dén thang 08/2019). Sé luong cu thé nhu
sau:

Bdng 2. 1. Sé Iweng cdp mdu nwéc bé mdt mau mai gac tdm thu thap

Dia diém/ Nim 2018 Niam 2019 Téng
loai miu Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | cong
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8
Ha Nji 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100
Kénh/Muong 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
Pim/Ao/Hd 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30
Séng 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 60
Hai Phong 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100
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Pia diém/ Nam 2018 Niam 2019 Téng
loai mu [ Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | cdng
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8

Kénh/Muong 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 80
Pim/Ao/Hd 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Séng 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
Thai Binh 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100
Kénh/Muong 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 80
PAm/Ao/Hd 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Séng 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
Nam Pinh 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100
Kénh/Muong 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 90
Pim/Ao/Hd 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Séng 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
Téngcong | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [ 400
Kénh/Muong 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26 260
PAm/Ao/Hd 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30
Séng 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 110

2.2.3.2. Muc tiéu 2

- Thuc khuan thé ta: chon toan b 26 chang thuc khuan thé ta cé trong

kho chiing va 10 chang thuc khuan thé ta phan lap duoc tir muc tiéu 1, tong 6

la 36 chung (danh muc xem tai Phu luc 3).

- Chung vi khuan ta: chon dai dién theo phan loai typ sinh hoc (c6 04

chung & Viét Nam; 09 ¢ nuéc ngoai) gdm 03 loai: vi khuan ta O1 ¢ dién, vi
khuan ta O1 El tor va vi khuan ta O1 Bengal (danh muc xem tai Phu luc 4). 04
chang vi khuan ta & Viét Nam trén tong sé 886 chung vi khuan ta duoc ldy dai
dién theo nidm, theo vu dich va theo thoi gian. 09 chung vi khuan ta ¢ nudc
ngoai trén tong s6 81 chung vi khuan ta trong kho ching luu trir duoc lay ngau
nhién mai typ sinh hoc 03 dai dién. Trong do:

+ Chuing ta O1 ¢6 dién: phan lap duogc tir cac vu dich ta tai An Do, Théi

Lan, Bangladesh.
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+ Chuing ta O1 El tor: phan lap duoc tir cac vu dich ta tai An Do, Nhat
Ban, Bangladesh.

+ Chung ta 0139 Bengal: phan lap dugc tir cac vu dich ta tai An Do,
Bangladesh.

+ Chung ta phan lap duoc tai mot s6 vu dich ta tai Viét Nam nam 1995,
2003, 2007, 2010.

- Thir nghiém kha ning ly giai cua céc thuc khuan thé véi cac chung vi
khuan ta thu thap tir cac vu dich ta trong thoi gian trude day va mot s6 chung
ta gay dich tai Viét Nam nham xac tinh nhay cam cua thuc khuan thé véi cac
vi khuan ta. Cac chung vi khuan ta tham gia vao thir nghiém bao gom 03 chang
vi khuan ta O1 c¢6 dién, 03 chung vi khuan ta O1 El tor, 03 chung vi khuan ta
0139 Bengal va 04 chung vi khuan ta O1 phan lap duoc tir cac vy dich ta tai
Viét Nam.

- Thir nghiém kha nang ly giai caa céac thuc khuan thé véi cac chung vi
khuan ta va cac chung vi khuan gay bénh duong rudt khac nhim xac dinh do
dac hiéu cua thuc khuan thé vai cac vi khuan ta.

- Lay ngau nhién 7 mau vi khuan gay bénh duong rudt khéc trong tong
s6 1200 chung luu trit, dam bao mdi loai chung c6 1 dai dién, bao gom: (1) V.
parahaemolyticus ATCC 17802; (2) V. parahaemolyticus F1 — BN tiéu chay;
(3) V. parahaemolyticus ShTh2 — Bam nudi tdm; (4) E. coli ATCC 25922; (5)
S. flexneri 2b ATCC 12022; (6) S. enteritidis ATCC 13076; (7) S. areus ATCC
11632.

- Thuc khuan thé ta sir dung trong hoat dong thir nghiém vé kha nang ton
tai va kha ning ly giai véi vi khuan ta & cac diéu kién nguon nudéc khac nhau
la thuc khuan thé ta c6 ma sé VP04, 1a thuc khuan thé ta phan lap dugc trong
nghién cau trong mau nudc tai Hai Phong vao thang 8 nim 2018 (Muc tiéu 1)

va ciing 1a chang thuc khuan thé ta ly giai véi nhiéu chung vi khuan ta nhat,
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dac biét la vai cac chung phan lIap duoc tir cac vu dich ta tai Viét Nam.

2.3. Bién s6 nghién ciru

Cac bién sé nghién ctu dugce thu thap:

STT |

Bién so

MO ta

| Chi sb

Muc tiéu 1: Xdc dinh sy luu hanh cia thuc khuan thé ta trong moi truong

nuoc ngoai canh tai mot s6 tinh mién Bdc Viét Nam, 2018 —2019

Loai mau

Loai mau nuéc gom c6 mau

nudc bé mat/mau nudc gac tom.

Ty 18 phan trim

mau thu thap

mau; theo loai nudc mau bé mat

hay moi gac tom

1 , . , N ‘ |tung  loai  mau

nudc Loai nuéC mau gom co

. . nuoc
kénh/muong, dam/ao/ho, song

Ty 18 phan trim
. SO0 luwong mau thu thap theo phan bé miu
0 luong . < . 4R 4 ,
) thang, nam; theo dia diém lay nu6ce theo thé loai

mau, dia diém lay

mau va thoi gian

Két qua xét
3 | nghiém nudi

cay phan lap

Két qua xét nghiém nubi cay
phan lap phat hién chang chi thi
Mak757 O1, Eltor H218 01,
Al4450 0139,

Bengal theo loai mau nudc, theo

Classic

dia diém Iy mAu, theo thoi gian

thang/nam.

- Phan bo thuc
thé khuan ta theo
phan loai mau
nuoc

- Phan bo thuc
thé khuan ta theo
dia diém lay mau
- Phan bo thuc
thé khuan ta theo

thoi gian

4 | Kétqua xét

Theo loai mau nudc, dia diém
lay mau, thoi gian thang/nam

- Phan bd gen
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STT Bién so MO ta Chi s6
nghiém PCR theo phéan loai
thuc khuan mAau nudc
thé ta (fsi, - Phan bd gen
fs2) theo dia diém ldy

mau
- Phan bd gen

theo thoi gian

Muc tiéu 2: Pdnh gid kha néng ly gidi ciia thwe khudn thé ta trong cdc diéu

kién moi truong khac nhau.

Nhay cam
cua thuc
khuan thé ta

Kha ning ly giai cua thuc khuan

Ty 1& phan trim
thuc khuan thé ly

L o thé véi cac chung vi khuanta | giai cac chung vi
véi cac chung .,
S khuan thé ta
vi khuan ta
Nhay cam cua Ty 1é phan trim
thuc  khuan | Kha nang ly giai caa thuc khuan | thuc khuan thé ly
o | thé ta véi cac | thé véi cac loai vi khuan duong | gidi cac loai vi
loai vi khuan | ruot khac nhau khuan dudng rudt
duong rudt khac nhau
Nhay cam . ) ,
Kha nang ly giai cua cac thyc | Ty 1€ phan tram
cua thyc . o o
., Khuan thé véi cac dieu kién pha | thuc khuan the ly
3 khuan the N . A
lodng mat do thuc khuan thé | giai ¢ cac @6 pha
trong cac do ) N ]
N khac nhau loéng khac nhau
pha lodng
Nhay cam Kha nang ly giai cua cac thuc | Ty 18 phan trim
4| caa thue khun thé trong céc méi truong | thuc khuan thé ly
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STT

Bién so

MO ta

Chi s6

khuan thé
trong cac moi
truong pH

khac nhau

pH khac nhau

giai trong cac
moi truong pH

khac nhau

Nhay cam caa
khuan

thé trong céc

thuc
diéu Kién
nhiét do6 moi
truong  khéc

nhau

Kha nang ly giai cua cac thuc
khuan thé trong cac diéu kién

nhiét do moi truong khac nhau

Ty I& phan tram
thuc khuan thé ly
giai trong Ccac
diéu ki¢n nhigt do
moi truong khac

nhau

Thoi gian ton
tai cua thuc
khuan thé
VP04

Tai cac nguon nudce sinh hoat va
ngoai canh (nudéc may, nudc
séng/sudi, nudc giéng, nuoc
ao/ho)  theo

mua, nuoc

tuan/thang

Phan bé mat d6
thuc khuan thé

theo thoi gian

Nhay cam caa
thuc  khuan
thé VP04 dbi
véoi H218 O1
Classic Vi
nguén nudc

sinh hoat

Kha ning ly giai cua thuc khuan
thé VP04 doi véi H218 O1
Classic di véi ngudn nudéc sinh

hoat

Ty 1& phan trim
thuc khuan thé
VP04 ly giai
H218 O1 Classic
Vi nguoén nudc

sinh hoat

Nhay cam cua
thuc  khuéan
thé VP04 ddi

Kha ning ly giai caa thuc khuan
thé VP04 dbi vsi H218 O1

Classic ddi v&i ngudn nudc

Ty 1& phan trim
thuc khuan thé
VP04 Iy giai
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STT Bién so MO ta Chi s6
véi H218 O1 | ngoai canh H218 O1 Classic
Classic  véi véi ngudén nudc
nguén nudc ngoai canh
ngoai canh

2.4. Phwong phap thu thap théng tin

2.4.1. Myc tiéu 1

- Céch thuc thu thap mau: Thu thap 500ml/mau vao khoang thoi gian tir
6h-9h sang tuan dau tién cua cac thang (vao cac thang 02, 04, 06, 08, 10, 12);
cac mau duoc bao quan trong chai thiyy tinh ¢ nap xody, giir ¢ diéu kién mat,
tranh anh sang va van chuyén ngay vé phong Thi nghiém Vi khuan duong ruot,
Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung uong d¢é tién hanh xét nghiém mau.
Mau nudc va mau moi gac tom duoc thu thap clng vi tri va cung dia diém; mau
mdi gac tom duoc dit, ngdm mau tir chidu hom trudce va thu mau vao sang hdm

sau cung thoi diém véi thu thap mau nuéc.

- Nghién ctu st dung phuong phap nudi cay phan 1ap thuc khuan thé; st
dung k¥ thuat nudi cay trong thir nghiém tuyén chon thuc khuan thé ta (xem tai
Phu luc 5).

- Phan ng PCR cho phép phat hién thuc khuan ta dang soi fs1, fs2 trong
mau nudc bé mat va moi gac tdm (xem tai Phy luc 5).
2.4.1. Muc tiéu 2
2.4.1.1. Pdanh gid kha nang ly gidi cua thuc khudn thé ta véi cde diéu kién va
déi twong thir nghiém khac nhau tai phong thi nghiém

Tién hanh danh gia kha nang ly giai cia thuc khuan thé ta trong mot sé

diéu kién thur nghiém (voi mot sé vi khuan ta gay dich trén thé giéi va Viét
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Nam; véi mot s6 chung vi khuan gay bénh duong rudt khac; pha lodng mat do
thuc khuan thé ta; pH, nhiét do thay doi), cu thé:

- Pua mat d6 mat do thuc khuan thé ta vé diéu kién chuan dé tién hanh
thir nghiém (khoang 10° thue khuan thé/ml nuéc).

- Tién hanh tha nghiém véi cac diéu kién thir nghiém caa nghién cau.

- Panh gi4 két qua thdng qua doc két qua ly giai/khong ly giai sau thoi
gian quy dinh (xem tai Phy luc 5).
2.4.1.2. Ddnh gid kha nang ly gidi cua thyc khuan thé ta trong mdu nieéc sinh
hogt va mdu nuéc tw nhién trong méi trirong ngoai canh

- Tién hanh tha thuc khuan thé ta vao cac ngudn nudc trén (di néu tai
muc 2.1.2.2.) véi mat do khoang 10° thyc khuan thé/ml [67], [119]. Ldy mau
dinh ky hang thang trong vong 06 thang tai cac thoi diém: ngay tai thoi diém
ban dau (T0), sau 01 tuan, 02 tuan, 01 thang, 03 thang, 06 thang [132].

- Lay 500ml mau nudc tai cac chum nuéc nay theo nguyén tac lay mau
nuée quy dinh giai doan truéc - sau khi tha thuc khuan thé ta, cac mau dugc
bao quan trong chai thay tinh c6 nap xody, giit ¢ diéu kKién mat, tranh &nh séng
va van chuyén ngay vé phong Thi nghiém Vi khuan duong rudt, Khoa Vi
khuan, Vién Vé sinh dich t& Trung wong dé tién hanh xét nghiém mau (xem tai
Phu luc 5).

- Tién hanh danh gia su ton tai va kha nang ly giai theo thoi gian thong
qua doc két qua ly giai/khdng ly giai sau thoi gian quy dinh (xem tai Phy luc
5).

- Banh gia kha nang ly giai: tim cac vét tan/Plaque tai cac vi tri nho dung
dich thuc khuan thé va danh gia theo cac mutrc d6 sau:

Két qua dwge danh gié 14 0: khdng c6 vét tan/Plaque tai cac vi tri nho
mau thir nghiém.

Két qua dwoc danh gia 1a 1+: s6 cac vét tan/Plaque tai vi tri nho mau
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thir nghiém < 10 vét tan/Plaque.

Két qua dwoc danh gia 1a 2+: s6 cac vét tan/Plaque tai vi tri nho mau
thir nghiém > 10 vét tan/Plaque. Cac vét tan con rd cac ranh gioi.

Két qua dwoc danh gia 1a 3+: s6 cac vét tan/Plaque tai vi tri nho mau

thir nghiém > 10 vét tan/Plaque. Cac vét tan khong ré cac ranh gidi.
2.5. Sai s6 va cac bién phap khic phuc

- Céc thi nghiém duoc 13p lai nhiéu 1an néu thiy nghi ngd. Bén canh do,
khi thyc hién céc thi nghiém ludn c6 hai nguoi dé mot ngudi thao tac va ngudi

con lai quan sat va ghi chép.

- Sai 1éch két qua do k¥ ldy mau va xét nghiém: can bo thuc hién duoc
tap huan, lam theo quy trinh k¥ thuat chuan truéc khi thyc hién nghién ctu
cling nhu tap huin nhéc lai trude cac dot 1§y mau (xem tai Phu luc 5).

- Anh hudng ctia hoa chat sinh pham xét nghiém: di dung cac hoa chét
sinh pham xét nghiém hién dang duoc luu hanh va ap dung rong rii trong cac
phong xét nghiém. Ngoai ra st dung cac ching chuan dé kiém tra chat luong

cac hoa chat sinh pham chan doan trude khi dua vao st dung

- Sai s6 khi nhap liéu: 2 can b nhap liéu va tién hanh do61 chiéu két qua

dé co ban s6 liéu hoan chinh cudi cung.
2.6. Xir ly, phan tich so liéu

- S6 lidu s& dugc nhap vao may tinh sir dung phan mém Epi Data software
3.1 va phan tich bang phan mém SPSS 12.0. Phan mém Bio-numeric software
s& duoc st dung dé phan tich cac dic tinh sinh hoc phan tir caa cac ching thuc
khuan thé ta.

- Nhap s6 liéu va kiém tra s6 liéu da nhap.

- Phan tich s6 liéu bang phan mém Stata version 12.0, ban quyén cua dai

hoc Nagasaki.
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- So sanh kha ning phat hién thuc khuan thé ta theo phwong phéap xét
nghiém (phan 1ap/PCR) theo loai mau thu thap (mau méi gac tdm/mau nuéc bé

mat) duoc udce luong bang OR va 95%Cl.
2.7. Van dé dao dic trong nghién cieu

Nghién ctru sir dung miu nudc tir mdi truong va duge phép sir dung
chung thuc khuén thé ta, vi khuan ta, vi khuan gdy bénh dudng rudt sin co duoc
luu trlt bao quan tai phong Vi khuén duong rudt, Khoa Vi khuén, Vién Vé sinh
dich t& Trung wong va khong lién quan dén con nguoi. Nghién ctru duoc thuc
hién theo Quyét dinh danh gia dé cuwong chi tiét s6 1624/QD-VSDTTU ngay
08 thang 11 nam 2017 va Quyét dinh vé viéc diéu chinh tén dé tai sé 1478/Qb-
VSDTTU ngay 15 thang 10 nim 2018 cuia Vién Vé sinh dich t& Trung wong vé
viéc cho phép trién khai nghién ctru nay tai cac dia ban nghién ctru gom 04
tinh/thanh phd Ha Noi, Hai Phong, Thai Binh, Nam Dinh. Cac chung vi khuan
va thue khuan thé phan 1ap dugc chi phuc vu cho muc dich nghién ctru, dugc

thao tac dam bao an toan sinh hoc cho nguoi thao tac va moi truong.
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2.8. So dd nghién cieu

Nghién
clru moé
ta cat
ngang

Nghién
clru
thwe

nghiém

c6 dbi

chirng

treédc
sau

- Su luvu hanh cua thuc khuan thé ta (vibriophage) trong méi trudng
nuéc ngoai canh

- Kha nang ly giai cua thuc khuan thé ta trong phong thi nghiém va
trén thuc dia cong dong & cac moi truong nudc khac nhau.

Kha nang ly giai cua thuc khuan

thé ta trong phong thi nghiém R

Tuyén chon thuc khuan thé ta

Kha nang ly giai va thdi gian

ton tai cha thuc khuén thé ta

trong moi trudng nudc ngoai
canh tai cong déng

Pé xuat mod hinh giam sat
phong, chéng dich ta
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Chuwong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. S hru hanh ciaa thuc khuan thé ta trong méi trwomg nuéc ngoai canh

tai mét sé tinh mién Bac Viét Nam, 2018 — 2019

3.1.1. Mt sé ddc diém chung ciia cA¢ mdu nwdc ngogi canh duwoc thu thap

Bdng 3. 1. Sé lweng médu nwéc theo cgp mdau (mdu nuwdc bé mdt va mau

méi gac tém) thu thdp duwoc trong giai doan 2018-2019

Pia diém/ Nam 2018 Nam 2019 Tong
logi mau Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | Thang | S& %
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 luong
Kénh/Muong 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26 260 | 65,0
DPam/Ao/Ho 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30 75
Séng 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 110 27,5
Téng 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 400 | 100

Bang 3.1. cho thdy, tong sé6 mau thu thap duoc trong giai doan nghién
ctu tir thang 2/2018 dén thang 08/2019 tai 40 diém nghién ctu thudc 04

tinh/thanh phé 12 800 mau (400 cap mau), trong d6 c6 400 mau nudc bé mat va
400 mau mdi gac tom.

Bdng 3. 2. Ty 1¢ phan bé mdu nwéc bé mat, mdu mai gac tom

theo thé logi mdu, 2018 - 2019

S6 lwong Tong
biém lay miu Nuéc bé mat | Mai gac tom So lugng Ty 1€ (%)
Kénh/mwong 260 260 520 65,0
DPam/Ao/Hd 30 30 60 7,5
song 110 110 220 275
Tong 400 400 800 100,0
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Tai Bang 3.2 cho thay, trong téng s6 800 mau nuéc bé mat va mau moi
gac tdm, s6 luong mau lay tai kénh/muong chiém sé luong 16n (s6 luong=520;
65%), tiép theo 1a sdng (sé lugng=220; 27,5%) va hd nuéc (s6 luong=60;
7,5%).

3.1.2. Két qud xét nghiém méu nwéc bé mét, mdu mai gec tém bang phuwong

phap nudi cdy phan lgp

Bdng 3. 3. Két qud nudi cdy phan ldp thec khudn thé td
theo mdu nuwéc bé mat, 2018-2019

Nuéc bé miit ]
. o Chung chi thi Tong
Dia diem/ | Somau |\ 75701, | H21801, | A1440 ) %/
Eltor Classic E(?e %}396“ lwong | s6 miu
g

Ha Noi
Kénh/Muong | 10 0 0,0
DPam/Ao/Hb 30 0 0,0
Séng 60 0 0,0
Téng 100 0 0 0 0 0,0
Hai Phong
Kénh/Muong 80 1 3 4 50
DPam/Ao/Hb 0 0
Song 20 1 1 5,0
Tong 100 1 4 0 5 5,0
Nam Dinh
Kénh/Muong 90 0 0,0
DPam/Ao/Hb 0 0
Séng 10 0 0,0
Tdong 100 0 0 0 0 0,0
Thai Binh
Kénh/Muong 80 3 3 3,8
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Nuéc bé miit

. ) Chung chi thi Tong
Dia diem/ | Somau |\ 75701, | H21801, | AM40 | g4 %!
Eltor Classic 0139, lwong | s6 miu
Bengal

bam/Ao/Ho6 0 0
Séng 20 0 0,0
Tong 100 0 3 0 3 3,0
Tong cong
Kénh/Muong 260 1 6 0 7 2,7
DPam/Ao/Hb 30 0 0 0 0 0,0
Séng 110 0 1 0 1 0,9
Tong 400 1 7 0 8 2,0

Két qua néu tai Bang 3.3 cho thay, khdng cé thuc khuan thé ta nao phan

lap duoc bang viéc s dung chung chi thi Al4450 (0139), ¢ 01 ching phan

lap dugc bang viéc sir dung chung chi thi Mak757 (O1, El tor) va c6 07 ching

thuc khuan thé ta phan lap duoc bang viéc st dung chang chi thi H218 (01, ¢

dién). Cac mau nudc bé mat 1y tai HA Noi va Nam Dinh khong phan lap duoc

thuc khuan thé ta; cac mau nudc bé mit 1y tai Hai Phong va Thai Binh phan

lap duoc lan luot 1a 05 chung va 03 chung thuc khuan thé ta. Khdng cé thuc

khuan thé ta nao phan lap duoc tir cdc mau nudce lay tai ao/hd, c6 07 thuc khuan

thé ta phan 1ap duoc tir cac mau nudc 1y tai kénh/muong va 01 thuc khuan thé

ta phan lap duoc tir mau nudc song.

Bdng 3. 4. Két qud nudi cdy phan ldp thec khudn thé td

theo mdu méi gac tém, 2018-2019

Moi gac tom

Pia didm/ Chung chi thi Tong
ia diem. Sé
A | Mak75701, | H21801, | 14450 s§ | X
Eltor Classic ©139, lwgng 50
Bengal : mau
Ha Noi
Kénh/Muong | 10 | | 0 0,0
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Moi gac tom

Pia didm/ Chung chi thi Tong
1a diem, Sé

mAu | Mak75701, | H218 01, Ac‘;fggo sé OS/‘Z/

Eltor Classic ' lwgng 2
Bengal mau

DPam/Ao/Ho 30 0 0,0
Séng 60 0 0,0
Tong 100 0 0 0 0 0,0
Hai Phong
Kénh/Muong 80 0 0,0
DPam/Ao/Ho 0 0
Séng 20 0 0,0
Tong 100 0 0 0 0 0,0
Nam Dinh
Kénh/Muong 90 0 0,0
Pam/Ao/Ho 0 0
Séng 10 0 0,0
Tong 100 0 0 0 0 0,0
Théi Binh
Kénh/Muong 80 2 2 2,5
Pam/Ao/Ho 0 0
Séng 20 0 0,0
Tong 100 0 2 0 2 2,0
Tong cong
Kénh/Muong | 260 0 2 0 2 0,8
Dam/Ao/Hb 30 0 0 0 0 0,0
Séng 110 0 0 0 0 0,0
Tdong 400 0 2 0 2 0,5

Két qua tai bang 3.4 cho thay, khong c6 thuc khuan thé nao phan lap
duogc bang viéc sir dung chung chi thi A14450 (0139) va ching chi thi Mak757
(01, El tor). C6 02 chung phan lap duoc bang viéc sir dung chang chi thi H218

(01, c6 dién) va déu chi phan l1ap dugc tai Théai Binh tir cAc mau mdi gac tom

lay tir kénh/ muong.
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Bdng 3. 5. Két qua phan Idp thuc khudn thé td ¢ mdu nwéc bé mat
theo theai gian, 2018-2019

Nuéc bé mit
Nim | Thang Loai Chiing chi thi Tong
Mak757 | H218 01 | A14490 |
O1, Eltor | Classic 0139, S0
' Bengal |lwong | %
2 Kénh/Muong 0 0,0
Pam/Ao/Hd 0 0,0
Song 0 0,0
4 Kénh/Muong 2 2 25,0
Pam/Ao/Hd 0 0,0
Soéng 0 0,0
6 Kénh/Muong 1 1 12,5
Pam/Ao/Hb 0 0,0
Song 1 1 12,5
8 Kénh/Muong 1 2 3 37,5
Pam/Ao/Hb 0 0,0
Song 0 0,0
10 Kénh/Muong 0 0,0
Pam/Ao/Ho 0 0,0
Soéng 0 0,0
12 Kénh/Muong 0 0,0
Pam/Ao/Ho 0 0,0
2018 Séng 0 0,0
2 Kénh/Muong 0 0,0
Pam/Ao/Ho 0 0,0
Song 0 0,0
4 Kénh/Muong 0 0,0
Pam/Ao/Ho 0 0,0
Song 0 0,0
6 Kénh/Muong 0 0,0
Pam/Ao/Ho 0 0,0
Soéng 0 0,0
8 Kénh/Muong 1 1 12,5
Pam/Ao/Ho 0 0,0
2019 Séng 0 0,0
S6 lwong 1 7 0 8 100
Tong % 12,5 87,5 0,0 100,0

Két qua néu tai Bang 3.5. cho thay, vi mau nudc bé mat phét hién 07

thuc khuan thé ta tai cic mau duoc iy vao thang 4, thang 6 va thang 8 nim
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2018; c6 01 thuc khuan thé ta duoc phét hién tai mau lay vao thang 8 nim 2019.

C6 01/08 (12,5%) thuc khuan thé ta phan lap duoc bang viéc st dung ching
chi thi Mak757 (O1, EI tor), 07/08 (87,5%) thuc khuan thé ta phan lap duoc
bang viéc st dung chung chi thi H218 (01, ¢6 dién).

Bdng 3. 6. Két qud phan Igp thuc khudn thé td ¢ mdu mai gac tdm
theo thet gian, 2018-2019

Moi gac tom

- 2 gps Ton
Niam | Thang Loai Ching chi thi g
Mak757 | H21got, | 14490 | g5 |
o1 Eltor | Classic | 2¥3% | lwong | 7
Bengal

2 Kénh/Muong 1 1 50.0
Pam/Ao/Hb 0 0.0
Song 0 0,0
4 Kénh/Muong 0 0.0
Pam/Ao/Hb 0 0.0
Song 0 0,0
6 Kénh/Muong 0 0.0
Pam/Ao/Ho6 0 00
Song 0 0,0
2018 8 Kénh/Muong 0 0.0
Pam/Ao/Ho6 0 00
Song 0 0,0
10 Kénh/Muong 1 1 50,0
DPam/Ao/Ho 0 0.0
Song 0 0,0
12 Kénh/Muong 0 0.0
Pam/Ao/Ho 0 00
Song 0 0,0
2 Kénh/Muong 0 0.0
Pam/Ao/Ho6 0 00
Song 0 0,0
4 Kénh/Muong 0 0.0
bam/Ao/Ho 0 0.0
2019 Song . 00
6 Kénh/Muong 0 0.0
Pam/Ao/Ho6 0 00
Séng 0 0,0
8 Kénh/Muong 0 0.0
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Mobi gac tom
- s Tong
Nim | Thang Loai Chung chi thi
Mak757 | H218 O1, Al4450 S6
: 0139, %
01, Eltor Classic B lwgng
engal
Pam/Ao/Ho 0 0,0
Song 0 0,0
Tong S6 lwong 0 2 0 2 100
% 0,0 100,0 0,0 100,0

Theo thoi gian lay mau, két qua phan 1ap thuc khuan thé ta & mau moi
gac tdm cho thay chi phat hién thuc khuan thé ta tai 02 mau duoc lay vao thang
2 va thang 10 nam 2018 (bang 3.6). 100,0% thyc khuan thé ta phan lap duoc
théng qua viéc st dung chung chi thi H218 (O1, ¢b dién).

%

100 4
75
50

25

10

: I

Kénh/Muong Dam/Ao/Hb Song loai mau

Biéu do 3. 1. Két qud nudi cdy phan Idp thgc khudn thé ta
theo logi mdu thu thgp, 2018-2019 (n=10)
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Két qua néu tai Biéu dd 3.1 cho thay khdng phan lap duoc thuc khuan
thé ta trong mau nuéc 1y tir ddm/ao/ hd. 01/10 (10%) thuc khuan thé ta duoc

phat hién tir cac mau nudc séng; 09/10 (90%) thuc khuan thé ta duoc phét hién

tir c&c mau nuéc lay tir kénh/ muong (Danh myuc 10 ching thuc khudn thé ta

tal Phu luc 3).
%
100
75 70
50
25
10
N :
0
Mak757 H218 01, Al4450
01, Eltor Classic 0139,
Bengal

Nwéc bé mét

20
Mak757 H218 01, Al4450
01, Eltor Classic 0139,
Bengal
Mbi gac tém

90
10
= :
Mak757 H218 01, Al4450
01, Eltor Classic 0139,
Bengal
Téng chung

Biéu do 3. 2. Két qud nudi cdy phan Idp thgc khudn thé ta
theo chsing chi thi, 2018-2019 (n=10)
Két qua néu tai Biéu db 3.2 cho thiy, qua phuong phap phan 1ap c6 téi
09/10 (90%) thuc khuan thé ta dugc phat hién bang viéc st dung chiang chi thi
H218 (01, ¢6 dién); 01/10 (10%) thuc khuan thé ta duoc phat hién bang viéc
st dung chuang chi thi Mak757 (O1, El tor).
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S6 lvong

2
1
1
0 0 0
0
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8
2018 2019 .
thang
m TONg phan [p  em=BE Mt e M05igac tém

Biéu dé 3. 3. Két quda nudi cay phan ldp thec khudn thé ta
theo thot gian, 2018-2019
Biéu d6 3.3 cho thay, thuc khuan thé ta duoc phét hién phan 16n vao cac
thang 2, thang 4, thang 6, thang 8, thang 10 nam 2018 va thang 8 nam 2019.
Trong do6, s6 thuc khuan thé ta phan lap duoc vao thang 4-8 chiém ty Ié cao

nhat.
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3.1.3. Két qud xét nghiém mdu nwéc bé mat, méi gac tdm béing phwong phdp
PCR
Bdng 3. 7. Két qud xét nghigm thgec khudn thé td dgng sei
trong mdu nwéc bé mét bang PCR, 2018-2019.

Nuéc bé mit Thye khuén thé
. x f x Dan Tong so

Loai mau S0 miu fs1 : fs2 86 legng | ¢ %
Ha Noi
Kénh/Muong 10 0 0 0 0,0
DPam/Ao/Ho6 30 0 1 1 1,6
Song 60 0 0 0 0,0
Tong 100 0 1 1 1,6
Hai Phong
Kénh/Muong 80 8 18 26 41,9
DPam/Ao/Hb 0 0 0 0 0,0
Soéng 20 3 8 12,9
Tong 100 11 23 34 54,8
Nam Dinh
Kénh/Muong 80 6 6 12 19,4
Pam/Ao/Ho 0 0 0 0 0,0
Soéng 20 0 0 0 0,0
Téng 100 6 6 12 19,4
Théi Binh
Kénh/Muong 90 2 10 12 19,4
Pam/Ao/Ho6 0 0 0 0,0
Soéng 10 1 2 3 4,8
Tong 100 3 12 15 24,2
TONG CONG
Kénh/Muong 260 16 34 50 80,6
Pam/Ao/Ho6 30 0 1 1 1,6
Séng 110 4 7 11 17,7
Téng 400 20 42 62 100,0

Bang 3.7. cho thay, c6 62/400 (15,5%) mau nudc bé mit phét hién duoc
thuc khuan thé ta dang soi. Gen dic hiéu dbi véi thuc khuan thé ta dang soi fs2
c6 trong 42/400 (10,5%) mau nuéc bé mat, gen dic hiéu ddi véi thuc khuan thé

ta dang soi fs1 c6 trong 20/400 (5,0%) mau nudc bé mat.
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Bdng 3. 8. Két qud xét nghigm thgec khudn thé td dang sei
trong mdu gac tém bang PCR, 2018-2019.

Miu gac tdm Thye khuén thé
. L Dang Téng
Loai mau SO0 mau -

fsl fs2 So lwong %
Ha Noi
Kénh/Muong 10 0 0 0 0,0
Pam/Ao/Ho 30 0 1 1 0,8
Soéng 60 0 0 0 0,0
Tong 100 0 1 1 0,8
Hai Phong
Kénh/Muong 80 15 19 34 27,4
DPam/Ao/Ho6 0 0 0 0,0
Song 20 5 4 9 7,3
Téng 100 20 23 43 34,7
Nam Dinh
Kénh/Muong 80 16 20 36 29,0
Pam/Ao/Ho6 0 0 0 0 0,0
Song 20 4 3 7 5,6
Téng 100 20 23 43 34,7
Théi Binh
Kénh/Muong 90 15 16 31 25,0
Pam/Ao/Ho 0 0 0 0 0,0
Séng 10 2 4 6 4,8
Téng 100 17 20 37 29,8
TONG CONG
Kénh/Muong 260 46 55 101 81,5
DPam/Ao/Hb 30 0 1 1 0,8
Séng 110 11 11 22 17,7
Tdong 400 57 67 124 100,0
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Bang 3.8. cho thay, ¢ 124/400 (31,0%) mau mdi gac tdm phét hién duoc
thuc khuan thé ta dang soi, gen dac hiéu d6i véi thuc khuan thé dang soi fs2 ¢6
trong 67/400 (16,75%) mau, va fs1 1a 57/400 (14,25%) mau.

Bdng 3. 9. Két quda xét nghigm PCR mdu nuwdc bé mat
theo thai gian, 2018-2019

Nuéc bé miit ]

Nim Thang Loai Dang S Tong
fsl fs2 0 %

lugng

Kénh/Muong 3 3 6 9,7

2 Pam/Ao/Hb 0 0 0 0,0
Séng 0 0 0 0,0
Kénh/Muong 3 0 3 4.8

4 | Pam/Ao/Hd 0 0 0 0,0
Song 2 1 3 4,8
Kénh/Muong 5 9 14 22,6

6 | Pam/Ao/Ho 0 0 0 0,0
Song 1 1 2 3,2
2018 Kénh/Muong 3 5 8 12,9
8 Pam/Ao/Hd 0 0 0 0,0
Séng 1 2 3 4.8
Kénh/Muong 0 1 1 1,6

10 | Pam/Ao/Hd 0 0 0 0,0
Séng 0 0 0 0,0
Kénh/Muong 0 1 1 1,6

12 | Pam/Ao/Hb 0 0 0 0,0
Song 0 0 0 0,0
Kénh/Muong 0 1 1 1,6

2 Pam/Ao/Hb 0 0 0 0,0
Song 0 0 0 0,0
Kénh/Muong 0 0 0 0,0

4 | Pam/Ao/Hd 0 1 1 1,6
Séng 0 0 0 0,0
2019 Kénh/Muong 0 8 8 12,9
6 Pam/Ao/Hd 0 0 0 0,0
Séng 0 0 0 0,0
Kénh/Muong 2 6 8 12,9

8 Pam/Ao/Hb 0 0 0 0,0
Soéng 3 4,8
Téng S6 lwong 20 42 62 100,0

% 32,3 67,7 100,0
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Bang 3.9. cho thay, phat hién duogc thuc khuan thé ta dang soi ¢ tat ca
cac thang trong nim 2018 va ndm 2019 . Trong tong sé 62 mau phét hién dugc
thuc khuan thé ta, c6 20/62 mau (32,3%) la thuc khuan thé ta dang soi fsi,
42142 mau (67,7%) la thuc khuan thé ta dang soi fs2. Ty Ié gen fs2 gan nhu
duoc phéat hién hang thang, con gen fs1 chi phat hién vao thang 2, thang 4, thang
6, thang 8 nam 2018 va thang 8 nam 2019.

Bdng 3. 10. Két qud xét nghiém PCR mdu méi gac tom
theo thoi gian, 2018-2019

Moi gac tdm

Niam Théng Loai Dang Tong
fsl fs2 S6 lwong %

Kénh/Muong 2 3 5 4,0

2 | Pam/Ao/Ho 0 0 0 0,0
séng 0 1 1 0,8
Kénh/Muong 10 2 12 9,7

4 | Pam/Ao/Hd 0 0 0 0,0
Song 4 1 5 4,0
Kénh/Muong 8 8 16 12,9

6 Pam/Ao/Hbd 0 0 0 0,0
Song 2 1 3 2,4
2018 Kénh/Muong 6 9 15 12,1
8 Pam/Ao/Hb 0 0 0 0,0
Séng 2 3 5 4,0
Kénh/Muong 1 1 2 1,6
10 | Pam/Ao/Hb 0 0 0 0,0
Séng 0 0 0 0,0
Kénh/Muong 2 2 4 3,2
12 | Pam/Ao/Ho 0 0 0 0,0
Séng 0 1 1 0,8
Kénh/Muong 2 9 11 8,9

2 Pam/Ao/Hbd 0 0 0 0,0
Séng 1 2 3 2,4
Kénh/Muong 11 2 13 10,5

4 | Pam/Ao/Hb 0 1 1 0,8
2019 Séng 1 0 1 0,8
Kénh/Muong 1 14 15 12,1

6 Pam/Ao/Ho 0 0 0 0,0
Séng 0 2 2 1,6

3 Kénh/Muong 3 5 8 6,5
bam/Ao/Ho 0 0 0 0,0
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Moi gac tdm
Niam Théng Loai Dang Tong
fs1 fs2 | SO lwong %
Séng 1 0 1 0,8
Téng S6 lwong 57 67 124 100,0
% 46,0 54,0 100,0

Bang 3.10. cho thay, thuc khuan thé ta dang soi duoc phat hién ¢ tat ca
cac thang trong nim 2018 va nam 2019. Trong tong s6 124 mau phat hién duoc,
c6 57/124 (46,0%) la thuc khuan thé ta dang soi fs1, 67/124 (54,0%) 14 thuc
khuan thé ta dang soi fs2. Gen fs2 va fsl ciing gan nhu duoc phét hién hang
thang.

%

90 4

60

30

18

Kénh/Mwong Dam/Ao/Hb Séng

Biéu do 3. 4. Két qud PCR thuc khudn thé ta theo logi nguén méu nuéc
thu tha@p, 2018-2019 (n=186)
Két qua néu tai Biéu dd 3.4 cho thiy, qua phuong phap PCR, thuc khuan
thé ta phat hién thay nhiéu nhat trong mau nudc kénh/muong (81,2%), tiép theo

la trong mAu nuéc séng (17,7%), thap nhat trong mau nude dam/ao/hd (1,1%).
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67
60
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33
31
23

20
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fsl fs2 fsl fs2 fs1 fs2

Nwéc bé mat Mau gac tém Téng PCR chung

Biéu dé 3. 5. Két qud PCR thgc khudn thé td theo chiing, 2018-2019
(n=186)

Két qua néu tai Biéu d6 3.5 cho thay, qua phuong phap PCR c6 t6i 66,7%
thuc khuan thé ta dang soi fs2 va 33,3% thuc khuan thé ta dang soi fs1 duoc
phat hién.
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S6 luvong
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2018 2019

Thang
B TONg PCR  ====B& mit ==M0igactém
Biéu dé 3. 6. Két qud PCR thuc khudn thé ta theo théi gian, 2018-2019
(n=186)

Biéu d6 3.6 cho thay, két qua PCR thuc khuan thé ta phan theo thoi gian
phét hién thuc khuan thé tai cac thang trong nam 2019. Sb lwong phat hién bang

mau moi gac tdm nhiéu hon mau nuée bé mit.
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Biéu dé 3. 7. Két qud xét nghiém thuc khudn thé ta theo théi gian, 2018-2019

Két qua néu tai Biéu d6 3.7 trén cho thay, bang phuong phap PCR, thang

nao trong nam ciing phat hién ra thuc khuan thé ta, tap trung phat hiéu nhiéu

vao thang 4 va thang 6 trong nam. Trong khi phuong phap phan 14p cho s

lugng phat hién thuc khuan thé ta thap hon va tap trung vao thang 4 dén thang

8 nam 2018.

Bdang 3. 11. Két qud phat hign thec khudn thé td
theo phwong phap xét nghiém
Phat hién Khong phat hi¢n
Phwong phap xét nghiém S6 % S6 % OR (95%Cls)
lwgng lwong

MOoi gac tom 2 0,5 398 99,5

Phin lap Nudc bé mat 8 2,0 392 98,0 0,2 (0,1-1,2)
Tong 10 1,2 790 99,8
Moi gactom | 124 | 31,0 276 69,0

PCR Nuéc bé mit | 62 15,5 338 84,5 2,4 (1,7-3,5)
Tong 186 | 23,2 614 76,8
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Phat hién Khong phat hi¢n
Phuong phap xét nghiém S6 S6 OR (95%Cls)
% %
luwgng luwgng
PCR 186 23,2 614 76,8
Phuong phap | Phén lap 10 1,2 790 99,8 | 23,9 (12,6-51,1)
Téng 196 12,2 1404 87,8

Két qua xét nghiém phat hién dugc thuc khuan thé ta cho thay vé loai
mAu, mau moi gac tdm c6 gia tri hon, mic du trong phuwong phap phan 14p su
khac biét khong c6 y nghia nhung véi phuong phap PCR loai mau nay phat
hién thuc khuan thé ta gap 2,4 1an (95%Cl: 1,7-3,5) so véi mau nudc bé mat.
Vé phuong phap xét nghiém, phuong phap PCR c6 gié tri hon khi phat hién
thuc khuan thé ta gap 23,9 lan (95%ClI:12,6-51,1) so v6i phuong phap phan
lap.

3.2. Kha niing ly giai ciia thuc khuan thé ta trong phong thi nghiém va trén
thue dia cong dong & cac mdi truong nwéce khac nhau

3.2.1. Két qud thiz nghigm khd nding ly gidi cia thec khudn thé td véi mét sé

ching vi khudn td va vi khudn dwong rugt khac

Bdng 3. 12. Khd néng ly gidi cia thuc khudn thé ta

véi mét sé chiing vi khudn td

Vi khuén thir nghiém S6 lrong
(%0)
STT 1] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 SL | %

VP01 + + + - - - - - - + + + + 7 54,9

| VPO2 + + 2 15,4

;«: VP03 | + | - - - - + - - - T+ 2 308

§= VP04 + + + + + + + + 8 61,5

2 [ vpPos - + + + 3 23,1
X

g VP06 + + 2 15,4
ey

*é; VP07 + + + 3 23,1

2| VPo8 - + - + . + . . - - - + 4 30,8

O vpog | =+ T - ¥ 3 231

VP10 - + + - - - - - - - - - + 3 231




71

Vi khuén thir nghiém S6 lwong
(%)

STT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 SL %
VP11 + - + - - - - - - - + - - 3 231
VP12 R + + R R R - - - - - + - | 3 23.1
VP13 - - + - - - - - - - + - - 2 154
VP14 + - + + + + + + - + + + + 11 84,6
VP15 + + + + - - - - - - + - 5 38,5
VP16 + + + + + + - - - - - E + | 7 54,9
VP17 + N + - N N N - - - - R 2 154
VP18 + - + - - - - - - - - - 2 154
VP19 + + + + + + + + - - - - 8 61,5
VP20 + - - + + + + + - - - - 6 46,2
VP21 + : - + + + + + R R R R 6 46,2
VP22 + - + - - - - - - - - - 2 154
VP23 + + + + + + - - - - - - 6 46,2
VP24 + - + - - - - - - - E E 2 15,4
VP25 - - - + + + + + - - - - 5 385
VP26 - - + + + + - - - - - R 7 54.9
VP27 + - + + + + - - - - - - 5 38,5
VP28 + - + + + + + + - + - - + 9 69.2
VP29 + + + + + + - - - + - - + 8 61,5
VP30 + + + + - - - - - - - - 4 30,8
VP31 - - + + - - - - - + - - + 4 30,8
VP32 - + + - - - - - - + - - + 4 30,8
VP33 + - + - - + - - - + - - + 5 38,5
VP34 - - + - - - - - - + - - + 3 231
VP35 - - + - - + - - - + - - + 4 30,8
VP36 + - + - + - - - - - - - 3 23,1
[ 24 13 3L 15 14 15 6 6 0 11 8 7 12
lwong (5)6 @61) | 661 | (L7 | (389 | (un | @67 | 167) | (00 306 | 22 | 4 | ¢33
%)

Ghi chu: (-) Khéng co vét tan; (+): co vét tan

1: V. cholerae OI, Cé dién; Bgdl7. 2: V. cholerae O1, C6 dién; Vel54. 3: V. cholerae O, Cé dién; H218. 4:
V. cholerae O1, El tor; K23. 5: V. cholerae O1, El tor; A107. 6: V. cholerae O1, El tor; Mak757. 7: V. cholerae
0139, Bengal; Al1837. 8: V. cholerae 0139, Bengal; Al1855. 9: V. cholerae 0139, Bengal; Al4450. 10: V.
cholerae O1, El tor; VN048p/07. 11: V. cholerae O1, El tor; VN29/95. 12: V. cholerae O1, El tor;
VN293/03VN. 13: V. cholerae O1, El tor; VNO2P/10.

Két qua tai bang 3.12 cho thay, khdng c6 ching thuc khuan thé ta nao ly
giai cac chung vi khuan ta 0139 Bengal; chung vi khuan ta H218 c6 sé thuc
khuan thé ly giai cao nhat chiém 86,11% (31/36 chang); tiép theo la ching vi
khuan ta c¢6 dién Bgd17 cd sb luong thuc khuan thé ly giai chiém 66,67%
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(24/36 chung); cac chung vi khuan ta El tor phan l1ap duoc tir cac vu dai dich
ta & An Do, Nhat Ban, Bangladesh c6 sb thuc khuan thé ta cam nhiém/ly giai
tir 38% dén 41%; chung vi khuan ta phan 1ap tai cac vu dich ta & Viét Nam
trong cac nam 1995, 2003, 2007 va 2010 c6 s thuc khuan thé ta cam nhidm/ly
giai tir 19,4% dén 33,3%.

Thuc khuan thé VP14 va VP28 1a 2 chung thuc khuan thé ta ¢6 kha ning
ly giai ca 4 loai chung vi khuan ta ¢ dién, El tor, Bengal va ching ta phan 1ap
tai cac vu dich ta ¢ Viét Nam; trong do chung VP14 c6 kha nang ly giai 11/13
chang vi khuan tham gia thir nghiém bao gom 2/3 chung vi khuan ta O1 ¢b
dién, 3/3 chung vi khuan ta O1 El tor, 2/3 chang vi khuan ta 0139 Bengal, va
4/4 chung vi khuan ta thu thap tai 04 vu dich ta ¢ Viét Nam trong cic nim
1995, 2003, 2007 va 2010.

Khéng c6 chung thuc khuan thé ta ndo trong téng s6 36 chung tham gia
nghién ctiu co6 thé ly giai dugc toan bd 13 chung vi khuan ta sir dyng trong
nghién cau.

Céc chung thuc khuan thé ta VP01, VP04, VP16, VP29 c6 kha nang ly
giai mot s6 chang vi khuan ta c6 dién, El tor va chung vi khuan ta phan 1ap tai
Viét Nam.

Cac thuc khuan thé ta VP06, VP17, VP22, VP24 chi ly giai mot s vi
khuan ta co dién trong nghién ctru, khong xéac dinh ly giai cac chung vi khuan
ta O1 El tor, 0139 Bengal va cac chung vi khuan ta phan lap tai Viét Nam.

Cac thuc khuan thé ta VP09, VP26, VP27, VP36 chi ly giai mot s6 vi
khuan ta O1 ¢ dién, O1 El tor trong nghién ctiu, khong xac dinh ly giai cac
chang vi khuan ta 0139 Bengal va cac chung vi khuan ta phan lap tai Viét
Nam.

Cac thuc khuan thé ta VP19, VP20 chi ly giai mot sb vi khuan ta O1 ¢
dién, O1 El tor, va 0139 Bengal trong nghién ctru, khong xac dinh ly giai cac
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chang vi khuan ta céc chung vi khuan ta phan Iap tai Viét Nam.

Thuc khuan thé ta VP25 chi ly giai mot sé vi khuan ta O1 El tor va 0139
Bengal trong nghién ctru, khong xéac dinh ly giai cac chung vi khuan ta O1 ¢6
dién va céc chung vi khuan ta phan 1ap tai Viét Nam.

Bdng 3. 13. Thiz nghiém khd nding ly gidi ciia cac thuc khudn thé

Véi mét sé loai vi khudn gay bénh tiéu chay khac

Thyc khuén Vi khuén thir nghiém
thé/ Chiing chi
thi 1 2 3 4 5 6 7

VP01 - - - - - - -

VP02 - - - - - - -

VP03 - - - - - - -

VP04 - - - - - - -

VP05 - - - - - - -

VP06 - - - - - - -

VP07 - - - - - - -

VP08 - - - - - - -

VP09 - - - - - - -

VP10 - - - - - - -

VP11 - - - - - - -

VP12 - - - - - - -

VP13 - - - - - - -

VP14 - - - - - - -

VP15 - - - - - - -

VP16 - - - - - - -

VP17 - - - - - - -

VP18 - - - - - - -

VP19 - - - - - - -

VP20 - - - - - - -

VP21 - - - - - - -

VP22 - - - - - - -

VP23 - - - - - - -

VP24 - - - - - - -

VP25 - - - - - - -

VP26 - - - - - - -

VP27 - - - - - - -

VP28 - - - - - - -

VP29 - - - - - - -

VP30 - - - - - - -

VP31 - - - - - - -

VP32 - - - - - - -

VP33 - - - - - - -

VP34 - - - - - - -

VP35 - - - - - - -

VP36 - - - - - - -
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Thye khuan Vi khuén thir nghiém
thé/ Chiing chi
thi 1 2 3 4 5 6 7
n(%o) 0(9) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)

Ghi ch: (-): Khong ly gidi — khdng cd vét tan; (+): Ly gidi — c6 1 hogc nhiéu vét tan
1: V. parahaemolyticus ATCC 17802. 2: V. parahaemolyticus F1 — BN tiéu chay. 3:V. parahaemolyticus
ShTh2 — Pam nudi tdm. 4: E. coli ATCC 25922. 5: S. flexneri 2b ATCC 12022. 6: S. enteritidis ATCC 13076.
7:S. areus ATCC 11632.

Thir nghiém kha nang ly giai ciia 36 chung thuc khuan thé phan lap duoc

tir mau nudce tai cac tinh/thanh phd Hai Phong va Thai Binh véi cac chang vi

khuan gay bénh duong ruot khac. Két qua néu tai Bang 3.13. cho thay, cac

chang thuc khuan thé ther nghiém khong ly giai cac chang vi khuan V.
parahemolyticus hay ching vi khuan gay bénh duong rudt khac.

3.2.2. Khd ndng ly gidi ciia thuc khudn thé ¢ cdc diéu kién pha lodng mdt dé
Bdng 3. 14. Khd ndéng ly gidi ciia thic khudn thé

¢ cdc diéu kién pha loang khac nhau

Thuc khuin Pha lodng
thé/Chrl]ing chi 10y [ @o? [ @3 [ @04 [ @0 | @o® [ (o7 | @o® [ (0° [ (10%)
thi
VPOl 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP02 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP03 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP04 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP05 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP06 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP07 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP08 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP09 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP10 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP11 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP12 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP13 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP14 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP15 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP16 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP17 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP18 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP19 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP20 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP21 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP22 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP23 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
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Thuc khuén Pha loang
thé/Chrl;mg chi 1oh [ @3 [ @od | @04 [ @0d [ @0 [ @o?) [ (10® [ (10°) [ (1019
thi
VP24 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP25 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP26 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP27 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP28 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP29 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP30 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP31 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP32 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP33 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP34 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP35 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
VP36 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
S6 lweng (%) 36 36 36 36 36 36
(100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | @@ | 0(0) | 0(0) | 0(0)

Ghi chU: 0: Khong c6 vét tan; 1+: c6 <10 vét tan trong viing nhé mdu; 2+ cé >10 vét tan trong viing nhé
mdu, cac vét tan con rd cac ranh gidi; 3+: C6 nhieu vét tan trong viing nhé mau, c4c vét tan khong rd ranh
gidi.

Thir nghiém kha nang ly giai caa thuc khuan thé ¢ cac diéu kién pha
lodng khéc nhau véi vi khuan ta H218 (chang ta c¢6 dién) va Mak757 (chung ta
El tor). Két qua néu tai Bang 3.14. cho thay, thuc khuan thé da ly giai voi do
pha lodng tir 10 ¢én 10°° 12 100% trong khi véi d6 pha lodng tir 107 dén 1071
vi khuan khong c6 kha ning ly giai.

3.2.3. Khd ndng ly gidi cia thuc khudn thé véi cdc diéu kién pH méi truong
khac nhau
Bdang 3. 15. Khd nding ly gidi cia thic khudn thé

Vi cdc diéu Kién pH méi truwong khac nhau

Thuc khuan
thé/
Chiing chi thi
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Thuc khuin
thé/
Chiing chi thj
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VP36

2

3

3

3

3

3

2

n(%o)

36 (100)

36 (100)

36 (100)

36 (100)

36 (100)

36 (100)

36 (100)

Ghi chU: 0: Khdng c6 vét tan; 1+: c6 <10 vét tan trong viing nhé mdu; 2+ c6 >10 vét tan trong viing nhé

mau, cac vét tan con rd c&c ranh gidi; 3+: C6 nhiéu vét tan trong viing nhé mdu, c&c vét tan khdng rd ranh

gioi

Thir nghiém kha nang ly giai cia thyc khuan thé & cac diéu kién moi

truong pH khac nhau cho thay, 100% thuc khuan thé c6 kha nang ly giai & diéu
kién méi truong c6 pH 4,0 dén pH 10,0. (Bang 3.15)
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3.2.4. Kha néng ly gidi cia thuc khudn thé véi cdc diéu kién nhiét dé moi
truong khac nhau.
Bdng 3.16. Két qud thiz nghiém kha ndng ly gidi

ciia cac thuc khudn thé ¢ cdc diéu kign nhigt dg khac nhau

Thyc khuin Nhiét d§
thé/ Chiing —
ohi thi 4°C 15°C 25°C 30°C 37°C 41°C 45°C 55°C
VP01 0 1 2 3 3 2 0 0
VP02 0 1 2 3 3 2 0 0
VP03 0 1 2 3 3 2 0 0
VP04 0 1 2 3 3 2 0 0
VP05 0 1 2 3 3 2 0 0
VP06 0 1 2 3 3 2 0 0
VP07 0 1 2 3 3 2 0 0
VP08 0 1 2 3 3 2 0 0
VP09 0 1 2 3 3 2 0 0
VP10 0 1 2 3 3 2 0 0
VP11 0 1 2 3 3 2 0 0
VP12 0 1 2 3 3 2 0 0
VP13 0 1 2 3 3 2 0 0
VP14 0 1 2 3 3 2 0 0
VP15 0 1 2 3 3 2 0 0
VP16 0 1 2 3 3 2 0 0
VP17 0 1 2 3 3 2 0 0
VP18 0 1 2 3 3 2 0 0
VP19 0 1 2 3 3 2 0 0
VP20 0 1 2 3 3 2 0 0
VP21 0 1 2 3 3 2 0 0
VP22 0 1 2 3 3 2 0 0
VP23 0 1 2 3 3 2 0 0
VP24 0 1 2 3 3 2 0 0
VP25 0 1 2 3 3 2 0 0
VP26 0 1 2 3 3 2 0 0
VP27 0 1 2 3 3 2 0 0
VP28 0 1 2 3 3 2 0 0
VP29 0 1 2 3 3 2 0 0
VP30 0 1 2 3 3 2 0 0
VP31 0 1 2 3 3 2 0 0
VP32 0 1 2 3 3 2 0 0
VP33 0 1 2 3 3 2 0 0
VP34 0 1 2 3 3 2 0 0
VP35 0 1 2 3 3 2 0 0
VP36 0 1 2 3 3 2 0 0
n(%) 0(0) | 36(100) | 36 (100) | 36 (100) | 36 (100) | 36 (100) | 0 (0) 0 (0)

Ghi chl 0: Khong c6 vét tan; 1+: c6 <10 vét tan trong viing nhé mau; 2+ ¢ >10 vét tan trong viing nhé
mdu, c4c vét tan con rd c&c ranh gidi; 3+: C6 nhiéu vét tan trong viing nhé mau, c4c vét tan khong ré ranh
gioi

Két qua tha nghiém néu tai Bang 3.16. cho thay, kha ning ly giai cua
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thuc khuan thé phu thudc rt nhiéu vao nhiét d6 méi treong. Thuc khuan thé ta
khong thé phat trién va thuc hién ly giai cac vi khuan ta ¢ diéu kién nhiét do
moi truong 4°C, trong khi ¢ 15°C, 25°C va 30°C, hoat dong ly giai da duoc
thuc hién nhung hoi cham tré. Trong khi d6, voi diéu kién nhiét do 45°C va
55°C d4 han ché va gay ra su bat hoat thuc sy caa vi khuan; nhiét ¢6 30°C va
37°C la nhiét d6 1y tuang cho thuc khuan thé hoat dong.

3.2.5. Kha néng ly gidi cia thuc khudn thé ta déi véi nguén nwéc ngogi canh
céng dong, nim 2020

Bdng 3.17. Thei gian tén tai cia thuc khudn thé VP04

trong maoi trwong nwéc May, nam 2020

Mat d6 thue khuén thé
L0~z_li Thos Ha Noi Thai Binh Hai Phong Nam Dinh
mau ] pH: 7,3 pH: 7,1 pH: 7,5 pH: 7,2
nuéc Jran Muébi: 0,01 ppt | Mudi: 0,01 ppt | Mubi: 0,01 ppt | Muébi: 0,01 ppt
To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C
Nuée 0 3,9 x 10° 3,5 x 10° 3,8 x 10° 3,6 x 10°
may 1 tudn 3,4 x 107 3,0 x 10’ 3,6 x 10’ 3,2 x 10’
2 tuan 2,5x10° 2,8x10° 3,1x10° 2,7x10°
1 thang 3,1x10° 3,5x 10° 3,2x 10° 2,5x 10°
3 thang 0 0 0 0
6 thang 0 0 0 0

Két qua néu tai Bang 3.17 vé thir nghiém thai gian ton tai caa thuc khuan
thé ta VP04 & cac diéu kién ngudn nuéc may cho thay, thuc khuan thé ta co kha
nang ton tai dén 01 thang, thuc khuan thé ta giam nhiéu sau 02 tuan tha nghiém.

Bdng 3.18. Thei gian ton tai ciia thuc khudn thé VP04

trong méi trwong nuwdéc soNQ/sudi, nam 2020
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Mat d¢ thue khuan thé

Loai Thoi Ha Noi Thai Binh Hai Phong Nam DPinh
mau ) pH: 7,8 pH: 7,9 pH: 8,1 pH: 7,9
nwée Jran Mudi: 0,06 ppt | Mubi: 0,09 ppt | Mudi: 0,08 ppt | Mudi: 0,05 ppt
To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C
Nuée 0 3,7 x 10° 3,7 x 10° 3,4 x 10° 2,9 x 10°
song, | 1 tuan 3,2 x 108 3,5x 108 2,9 x 108 2,5 x 108
sudi | 2 tuan 2,8 x 107 3,1x 107 2,4 x 107 2,5 x 107
1 thang 1,9 x 10° 2,2 x 106 2,4 x 106 2,1 x 106
3 thang 3,7x 108 3,2x10° 3,6 x 10° 3,5x 108
6 thang 0 0 0 0

Két qua néu tai Bang 3.18 cho thay, d6i véi nguon nudc song/sudi, thuc

khuan thé ta c6 kha nang ton tai dén 03 thang, thuc khuan thé ta giam nhiéu sau

01 thang thur nghiém.

Bing 3. 19. Thoi gian ton tai ciia thure khuin thé VP04

trong méi truong muwdc giéng, nim 2020

Mat d¢ thwe khuan thé

Loai Tho Ha Noi Théi Binh Hai Phong Nam Dinh
. oi
mau ] pH: 7,4 pH: 7,5 pH: 7,4 pH: 7,6
gian ‘. ‘- ‘- ‘.
nwoc Mudi: 0,05 ppt | Mudi: 0,07 ppt | Muoi: 0,08 ppt | Mudi: 0,04 ppt
To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C

Nude 0 3,9 x 10° 3,8 x 10° 3,7 x 10° 3,8 x 10°

giéng | 1 tuan 3,6 x 108 3,2x108 3,0 x 108 3,6 x 108
2 tuan 2,5 x 107 2,8 x 107 2,7 x 107 3,1 x 107
1 thang 2,8 x 10° 2,9 x 10° 3,0 x 10° 3,4 x 10°
3 thang 3,2x 108 3,4x10° 3,6 x 10° 3,9 x 10
6 thang 0 0 0 0
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Két qua néu tai Bang 3.19 cho thdy, ddi véi ngudn nude giéng, thuc

khuan thé ta c6 kha niang ton tai dén 03 thang va giam nhiéu sau 01 thang thir

nghiém.
Bing 3. 20. Thoi gian ton tai cia thure khuin thé VP04
trong moi truong nudc mua, naim 2020
Mat d¢ thue khuan thé
L0~ai Thos Ha Noi Thai Binh Hai Phong Nam Dinh
mau ] pH: 7,0 pH: 7,1 pH: 7,0 pH: 6,9
nudéc Jran Mubi: 0,01 ppt | Mudi: 0,01 ppt | Mubi: 0,01 ppt | Muébi: 0,01 ppt
To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C

Nuée | O 3,6 x 10° 3,8 x 10° 3,7 x 10° 4,1 x 10°
mua | [ tuin 3,0 x 107 3,2x 10’ 3,1x 10’ 3,6 x 10’

2 tuan 2,2x10° 2,1x10° 2,3x10° 2,7x10°

1 thang 2,8x10° 2,4x 10° 2,9x 10° 3,1x10°

3 thang 0 0 0 0

6 thang 0 0 0 0

Két qua néu tai Bang 3.20 cho thay, dbi véi nguon nudc mua, thuc khuan

thé ta cd kha nang ton tai dén 01 thang, thuc khuan thé ta giam nhiéu sau 02

tuan thir nghiém.

Bing 3. 21. Thoi gian ton tai ciia thuc khuin thé VP04

trong méi truong nude ao/hé, nim 2020

Mat d9 thue khuan thé
L()~ai Thoi Ha Noi Théi Binh Hai Phong Nam Pinh
mau ) pH: 7,8 pH: 7,9 pH: 8,1 pH: 7,9
nudéc Jran Mudi: 0,05 ppt | Mudi: 0,1 ppt | Mubi: 0,09 ppt | Muébi: 0,06 ppt
To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C

Nuwéc 0 3,4 x10° 3,5x10° 3,7x10° 4,4 x10°
Ao/hd | 1 tuan 2,6 x 108 2,8 x 108 3,6 x 10° 3,4 x 108

2 tuan 2,8 x 107 2,5 x 107 3,2x 10’ 2,4 x 107
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Mit dd thwe khuan thé
L0~a1 Thoi Ha Noi Thai Binh Hai Phong Nam Dinh
mau ) pH: 7,8 pH: 7,9 pH: 8,1 pH: 7,9
nwée Jran Mudi: 0,05 ppt | Mudi: 0,1 ppt | Mudi: 0,09 ppt | Mudi: 0,06 ppt
To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C To: 20-40°C
1 thang 2,4 x 108 2,6 x 10° 2,7 x 10° 2,2 x 10°
3 thang 3,0x 108 3,3x10° 3,5x10° 3,6 x 10°
6 thang 0 0 0 0

Két qua néu tai Bang 3.21 cho thdy, dbi voi nguon nudc ao/ho, thuc

khuan thé ta c6 kha nang ton tai dén 03 thang, va giam nhiéu sau 01 thang thir

A
nghiém.
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- i ohd: Mito d6 véttan

Ha Nai Thai Binh Hai Phéng Nam Bjnh
0: Khong co vét tan;

pH: 7.3 pH: 7.1 pH: 7.5 pH: 7.2
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subi
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Biéu dé 3. 8. Két qui thir nghiém kha nang ly gidi ciia thue khuin thé

pH: 7.8 pH: 7.9 pH: 8,1 pH: 7.8

Muéi: 0,06ppt  Mudi:0,09ppt  Mubi: 0,0Bppt  Muéi: 0,05 ppt
oH: 76 3: Co nhiéu vét tan trong ving nhd mau, céc vét tan khéng rb ranh gidi
Mubi: 0,04 ppt

pH: 6,9

pH: 7.4
Mubi: 0,08 ppt
pH: 7,0
Mudi: 0,01ppt  Mudi: 0,01 ppt 1
pH: 8,1 pH: 7.8

Mubi: 0,09ppt  Mudi: 0,06 ppt

pH: 7.5

Mudi: 0,07 ppt
pH: 7.1

Mudi: 0,01 ppt
pH: 7.9

Muéi: 0,1 ppt

pH: 7.4
Mudi: 0,05 ppt

VP04 doi véi cic nguon nudc ngoai cinh céng dong, nim 2020
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Két qua néu tai Biéu do 3.8 cho thay vé kha nang ly giai cua thuc khuan
thé VP04 ddi véi cac ngudn nude ngoai canh cong dong nhu sau:

- Bdi véi ngudn nude may, thuc khuan thé ta co kha nang ly giai dén 02
tuan, thuc khuan thé ta giam kha nang ly giai nhiéu sau 01 tuan thtr nghiém.

- Pi véi ngudn nude séng/sudi, thue khuan thé ta cé kha nang ly giai
dén 01 thang, thuc khuan thé ta giam kha nang ly giai nhiéu sau 02 tuan thu
nghiém.

- Péi véi ngudn nudc giéng, thuc khuan thé ta ¢ kha nang ly giai dén
01 thang, thuc khuan thé ta giam kha nang ly giai nhiéu sau 02 tuan thir nghiém.

- B6i véi nguon nudc mua, thyc khuan thé ta co kha nang ly giai dén 02
tuan, thuc khuan thé ta giam kha nang ly giai nhiéu sau 01 tuan thir nghiém.

- Béi vai nguon nudc ao/hd, thuc khuan thé ta co kha ning ly giai dén

01 thang, thuc khuan thé ta giam kha nang ly giai nhiéu sau 02 tuan thir nghiém.
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CHUONG 4. BAN LUAN

4.1. Sy lwu hanh ciia thye khuan thé ta trong mdi treong nuéc ngoai cianh
4.1.1. Mt sé dic diém chung vé mdu nghién crru

Nghién ctru duoc thyuc hién tir thang 02/2018 dén thang 8/2019 tai 04
tinh/thanh phd (Ha Noi, Hai Phong, Nam Dinh va Thai Binh) véi tong s6 mau
1a 800 miu trong d6 gébm 400 mau nudc bé mat va 400 mau moi gac tom. Két
qua nghién ctu cho thay, sé luong mau lay tai kénh (muong) nudc chiém sb
lugng 16n véi 65,0%, tiép theo 1a sdng (27,5%) va hd nudc (7,5%). Nhém
nghién ctu tién hanh lay mau tai cac vi tri ndy dua trén cac tiéu chuan lya chon
dia diém nghién cttu bao gom: gan nha bénh nhan ta khoi phat dau tién cua cac
vu dich ta trong nhitng nam trude day, cac vi tri thugc viing ctira séng ven bién,
1a noi thich hop cho sy ton tai va phat trién cia cac ching ta va thuc khuan ta.
Diéu nay twong dong véi cac vi tri thu thap mau trong cac nghién ctu khéac vé
thuc khuan ta nhu nghién ciu cua Godfrey Bwire va cong sy tai Uganda (2020)
[39] 318 miu nudc da dugc thir nghiém tir 27 dia diém gdm ho, song, kénh tudi
tiéu, sudi va ao. Nudc tu nhién trén bé mat 12 ngudn nude chinh dé sinh tén cua
loai ngudi trén thé gioi vi dé tiép can nhat, tuy nhién, cing mot ving nudc bé
mit ciing 13 moi truong séng tw nhién caa nhiéu loai sinh vat/vi sinh vat. Trong
d6, van ton tai mot sb loai sinh vat gay bénh truyén nhiém nguy hiém cho con
nguoi nhu bénh dich ta, thuong han, ... Nguén nudc bé mit bao gdm ho, song,
sudi, kénh, rach va ao. Nhitng nguon nudc mit nay thuong dé bi & nhiém do
hoat dong cua con nguoi, dong vat va yéu té ty nhién. Mot dot bung phét dich
ta do udng nudc hd bi nhiém phan nguoi ¢ lang Kaiso, quan Hoima, Tay
Uganda vao thang 10/2015 b4o céo tat ca nhimng ngudi duoc xac dinh mic bénh
ta (61/61) déu lay nudc udng tir cac diém ven hd bi 6 nhiém do ranh nuéc cuén

phan theo hé théng dong chay vao hd [39]. Do dé, tir cac kénh, ranh bi 6 nhiém
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theo dong chay d6 ra hd, ao, séng, sudi va gay ra hién tuong 6 nhiém dong nudc
hang loat. Khi con ngudi st dung nhitng ngudn nudc nay co thé tryc tiép hoac
gian tiép mac phai cac bénh truyén nhiém néi chung va bénh ta néi riéng. Cho
nén viéc ldy mau tir nhitg dia diém nhu vay 1a pht hop dé c6 thé thu dugc mau
cho nghién cau co két qua.

Bén tinh/thanh phd dugc chon dé thu thap mau trong nghién ctu caa
chang t6i déu 1a cac dia diém c6 mot s6 vu dich ta xuat hién tai Viet Nam trong
nhitng nam trudc day. Trong cac ndm tir nam 2000 dén ndm 2002 ghi nhan cac
vu dich ta Ié té tai cac tinh/thanh phé Hai Phong, Nam Pinh va Thai Binh. Giai
doan nam 2005-2006, ca nudc khdng ghi nhan trudng hop ndo. Tir cudi nam
2007, ca bénh dau tién duoc phat hién tai Ha Noi. Ha Noi la thanh phé c6 mat
d6 dan s6 dong, 1a khoi ngudn cia 02 vu dich ta ndm 2004 va ndm 2007. Cudi
nam 2007 dich tiéu chay cap lai xuat hién tai Thanh phé Ha Noi va 13 tinh
ving dong bang Bac Bo vaéi 1.991 ca c6 triéu ching 1am sang va 295 trudng
hop dugc khang dinh dwong tinh voi phay khuan ta, sau may thang nd luc
phong, chdng d hoan toan khdng ché duoc dich tiéu chay cap [2].

Trong thoi gian nghién ciru nam 2018 va nam 2019, nhom nghién ctu
da tién hanh thu thap mau theo timg dot tai cac tinh/thanh phd. Cu thé, mbi dot
cach nhau 02 thang bt dau tir thang 2 nam 2018 dén thang 8 nam 2019 tai 4
tinh/thanh phd (Ha Noi, Hai Phong, Thai Binh, Nam Pinh). Diéu nay dan dén
su chénh lénh vé tong s6 mau thu thap giira cac thang trong nam. Tuy nhién,
thuc khuan thé 1a mot trong nhitng thé vi sinh vat séng pho bién va da dang
trong sinh quyén, c6 thé ton tai trong mdi truong ngoai canh va nudce sinh hoat
tir 01 dén 03 thang [14]. Pay 14 1y do tai sao nhém nghién ctu tién hanh thu
thap mau theo timg dot cach nhau 02 thang, dé dam bao tiéu chuan nghién ctu
d6i véi cac mau nudc va mau moi gac tom.

4.1.2. S luu hanh ciia thue khuin thé td trong méi triromg nude ngoai cinh
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Qua két qua nghién cau cho thay phat hién thuc khuan thé ta tai ca 4
diém nghién cau. Nghién cau tién hanh nudi cdy phan Iap thuc khuan thé ta
bang céch st dung céc chiang chi thi 1a vi khuan ta O1 va 0139, trong d6 chiing
ta Mak757 1a chung ta O1, type sinh hoc El tor, ching ta H218 typ sinh hoc ¢
dién (Classic) va chung Al4450 1a chung ta 0139 Bengal. Két qua nudi cay cho
thay 08 thuc khuan thé (2,0%) duoc phan 1ap tir mau nuéc bé mat va 02 thuc
khuan thé (0,5%) duoc phan 1ap tir mau mdi gac tém. Cu thé, c6 01 chung duoc
phan 1ap bang viéc sir dung chung chi thi Mak757 (O1, El tor); 09 chung thuc
khuan thé phan lap duoc bang viéc sir dung chung chi thi H218 (01, ¢6 dién);
khong c6 thuc khuan thé ndo phan lap duoc bang viéc st dung chang chi thi
Al4450 (0139). Ngoai ra, két qua phan tich cling cho thay 05 chiing thuc khuan
thé ta phan lap duoc tai Hai Phong, 05 ching thuc khuan thé ta phan lap dugc
tai Thai Binh; khéng cd thuc khuan thé nao phan Iap duoc tai Ha Noi va Nam
Dinh. S thuc khuan thé phan lap dugc tir cA&c mau nudc bé mit va moi gac tom
tir kénh muong chiém nhiéu nhat voi 09 thuc khuan thé, 01 thuc khuan thé
duoc phan 1ap tir mau nudc sdng, khdng cé thuc khuan thé nao dugc phan 1ap
tir dia diém ao/hd. Nhu vay, tat ca cac mau nghién cau nudi cay déu khong
phan lap duoc thue khuan thé ta bang si dung chang chi thi A14450 (0139) tai
dia diém ao/hd. Két qua nghién ciru nim 2014 cua Al-Fendi A. va cong sy ciing
cho thay két qua twong tu khi phan lap duoc 03 thé thuc khuan ta tan ho
Myoviridae tir cac ngudn nuéc khac nhau (hd, ao, séng, muong va nudc thai)
& Kelantan, Malaysia; céc thuc khuan thé ta phan lap dugc & nghién ctu nay
c6 pham vi vat chit hep va chi c6 kha ning 1ay nhiém ddi véi vi khuan ta O1 El
tor Inaba [23].

Mic du nudi cay phan 1ap chi phét hién ra thyc khuan thé ta & 02/04 diém
nghién ctru, nhung phuong phap PCR lai phat hién ra thuc khuan thé ta ¢ 04/04
diém nghién cau. Két qua xét nghiém bang phuong phap PCR cho thay gen fs2
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(gen dic hiéu cho thuc khuan thé ta dang soi fs2) véi s6 mau phat hién thuc
khuan thé 1an luot 1a 42 mau (10,5%) va 67 mau (16,75%). Tiép theo la gen fsl
(gen dic hiéu cho thuc khuan thé ta dang soi fs1) véi s6 mau phat hién thuc
khuan thé 1an luot 1a 20 mau (5,0%) va 57 mau (14,25%). Khong phét hién gen
vi khuan ta O1 va 0139 trong mau nudc bé mat, khdng tim thay cac gen vi
khuan ta O1 va gen doc t ta ctxA trong mau mdi gac tém.

Viéc phat hién thuc khuan thé ta & ca 04 diém nghién ciru 1a phi hop V6i
su luu hanh va dich bénh ta tai cac dia diém nghién cru. Theo cac bao cao trudc
day, Hai Phong 1a noi dau tién tai mién Béc lay dich ta tir Hong Kong nam
1937-1938, tiép @6 1a nhitng vu dich rai rac tir sau 1975 tro lai ddy. Trong giai
doan tir ndm 2000 dén nam 2007, Hai Phong 14 noi xuét hién dich nhiéu nhat,
tiép d6 1a Ha Noi, Thai Binh va Nam Dinh [2]; vu dich nam 2007 tai Ha Noi
kéo dai dén sang nam 2008 [111]. Nam 2010, ty 1é mac ta/100.000 dan tai Ha
Noi la 3,53, Hai Phong 14 0,8 va Nam Dinh 1a 1,4 [4]. Két qua nay cta ching
t6i cling tuong ddng véi két luan rang cac thuc khuan thé ta ¢ thé anh huong
dén tinh thoi vu cta bénh ta va ciing c6 thé dong vai trd trong viéc xuat hién
cac nhom huyét thanh hoic chung vi khuan ta gay dich méi trong nghién cau
cua S. M. Farugue va cong su nam 2005 tai Dhaka, Bangladesh [60]. Do vay,
viéc phét hién thyc khuan thé ta ¢ dia diém xuat hién treong hop ta trong nghién
ctu nay la pha hop.

Mic di két qua nudi cay thuc khuan thé ta theo thoi gian cho thy phat
hién thuc khuan thé ta tai cac thang 2, thang 4, thang 6, thang 8, thang 10 nim
2018 va thang 8 nam 2019. Thang 12 nam 2018 va cac thang 2, thang 4, thang
6 nam 2019 khong phat hién thay thuc khuan thé ta tai tat ca cac dia diém
nghién ctu. Khong phét hién thuc khuan thé ta tai Nam Binh va Ha Noi trong
toan b thoi gian nghién cau tir thang 2 nam 2018 dén thang 8 nam 2019. Tuy
nhién két qua PCR lai cho thiy, thang nio trong nam ciing phat hién ra thuc
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khuan thé ta, tap trung phat hiéu nhiéu vao thang 4 va thang 6 trong nam. Diéu
nay ciing pht hop véi dac diém caa bénh ta c6 thé xuat hién & cac thang trong
nam [4].

Két qua nudi cdy cho thay thuc khuan thé ta phan lap duoc cha yéu &
Hai Phong va Théi Binh véi cac mau nudce bé mat kénh/muong. Ciing nhur két
qua PCR tap trung nhiéu ¢ 03/04 tinh ven bién 1a Hai Phong, Thai Binh va Nam
Dinh. Biéu nay pht hop véi dic diém ty nhién cua hai tinh/thanh phd Hai Phong
va Thai Binh hay Nam Dinh, dy 1a tinh/thanh phd c6 viing caa sdng ven bién
nhiéu nuéc man va nuéc lo, diac biét tai Hai Phong va Thai Binh cd hé thong
kénh/muong dai va ngodn ngoéo phuc vu chu yéu cho tudi tiéu cy trong va
sinh hoat. Cac bao cdo trudc day vé mdi trudng ciing chi ra rang vi khuan ta
t6n tai chu yéu ¢ nude bé mat, dac biét 1a ving nudc lg [7].

Do d6 viéc tim thay thuc khuan thé ta thuong xuyén theo thang tai cac
dia ban dich t& cua bénh ta 1a phi hop véi thuc té do thuc khuan thé ta duogc
biét c6 mébi twong quan va anh hudng dén sy hién dién caa phay khuan ta trong
moi truong [60].

Vé phuong phéap xét nghiém, két qua nghién ctiu chi ra rang phuong phap
PCR c6 gia tri hon khi phat hién thuc khuan thé ta gap 23,9 lan (95%Cl:12,6-
51,1) so v&i phuong phap phan 1ap. Két qua nay phl hop voi cac nghién cau
trude d6 vi phuong phap nudi ciy thong thuong cé ty 1 phat hién cin nguyén
thap va chi phan lap duoc mot sé vi khuan [120] trong khi d6 phuong phap
PCR duoc danh gia 1a mot phwong phap don gian va manh mé dé xac minh sy
hién dién cua cac thuc khuan thé nhanh hon so véi xét nghiém mang bam, dua
trén viéc phat hién axit nucleic [22]. Tuy nhién, phuong phap PCR co thé ap
dung ddi véi viéc phat hién thuc khuan thé dang soi fs1, fs2; con phuong phap
nudi cdy ap dung cho viéc phat hién cac thuc khuan thé khac do phwong phap

PCR chua ap dung dé phat hién cac thuc khuan thé nay.
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Theo nghién ctu caa D. R. Nalin va cong su (1979) [104], chat chitin 1a
chat thu hat va bao vé vi khuan ta dudi cac diéu kién ctia moi trudng (nhiét do,
pH, @6 man ...) do d6 viéc lay mau méi gac tdm (vo tdm c6 chira chat chitin)
dé uu tién cho viéc xét nghiém phat hién vi khuan ta; ngoai ra, mau moi gac
to6m duoc luu giir qua dém c6 kha nang lam tang viéc tiép xdc gitra vi khuan ta
va mau méi; d6i véi mau nude bé mit s& duge uu tién trong viéc xét nghiém
phat hién thuc khuan thé ta. Nghién ctu caa ching t6i cho thiy két qua cua
phuong phap xét nghiém phat hién thuc khuan thé ta bang phuong phéap phan
lap v6i mau nudc bé mat ¢ ty & phat hién thuc khuan thé ta nhiéu hon mau
mdi gac tom (khong co ¥ nghia thong ké); do mau nudc bé mat wu thé trong xét
nghiém phat hién thuc khuan thé ta con mau moi gac tom wu thé trong xét
nghiém vi khuan ta. Tai phuong phap PCR, ty I&¢ phat hién thuc khuan thé ta
cua loai mau moi gac tdm lai cao hon mau nudc bé mit (co y nghia thong ké),
diéu nay hop ly vi thuc khuan thé dang soi fs1, fs2 thuong cu trii va nhan 1én
song hanh cuing té bao vi khuan ta; cho nén, do mau mdi gac tom c6 wu thé
trong viéc phat hién vi khuan ta dan dén tiang kha nang phat hién thuc khuan
thé dang soi fs1, fs2 thong qua phuong phap PCR. Thyc khuan thé ta dang soi
(fs1, fs2) khong phai la thuc khuan thé ta tan va cd pho vat chi rong hon bao
gom ca vi khuan ta O1, 0139 va nhom NAG nén ¢ thé khéng phat hién sy c6
mat cta vi khuan ta nhung van phat hién thay su c6 mit cua thuc khuan thé ta
dang soi. Tuy vay, thuc khuan thé dang soi ¢ lién quan dén cac chang gay
dich. Nguoi ta tim thay thuc khuan thé dang soi & nhung mau phan bénh nhan
ta nhung cac chung ta luu gitr trong phong thi nghiém mot thoi gian thi thuc
khuan thé nay bién mat. Do vy, da co gia thuyét chang ta trong tu nhién muén
gay dich thi can c6 gen doc t6 ta va c¢6 phoi nhiém véi thuc khuan thé ta dang
soi. Khoang thoi gian tién hanh nghién cau (2018-2019), tai cac dia diém

nghién cau khdng xuat hién dich ta nhung day 1a nhimg ving da xuat hién dich
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ta trong nhitng nam trudc. Viéc phét hién ra thuc khuan thé ta trong thoi gian
khong xuat hién dich tai nghién ctru nay twong déng voi nghién ctu caa Solis-
Sanchez, A. va cong su (2016) tai Mexico [136].

Két qua nghién ctu cua ching toi khang dinh 6 su ton tai cua thuc khuan
thé ta tai cac dja diém nghién ctu, cu thé: bang phuong phap nudi cay, nghién
ctru d4 phat hién duogc sy lvu hanh cua thyc khuan thé ta tai Thai Binh va Hai
Phong (10 thuc khuan thé ta); vi tri phat hién cha yéu la tai kénh/muong (09/10
thuc khuan thé ta) va song (01/10 thuc khuan thé ta); bang phuong phap PCR,
thuc khuan thé ta dang soi (fs1, fs2) duoc phét hién & tat ca cac dia diém nghién
Clru VA O tat ca cac thang trong nam, dac biét 1a ¢ cac tinh/thanh phd ven bién
nhu Hai Phong, Thai Binh, Nam Dinh,

Tir nam 1854, John Snow di khang dinh nudc 1a yéu t6 lay truyén bénh
chu yéu trong dich t& hoc bénh ta. Céc chét thai, dich tiét duong tiéu hoa cia
nguoi bénh ta thai ra moi trudng nude 1a ngudn lay chit yéu. Thoi quen sir dung
nude khong vé sinh va khong duoc khir tring dong vai tro chii yéu trong lan
truyén bénh ta [6]. Pong thoi, viéc phat hién sy ton tai cua thyc khuan thé ta,
trong d6 co6 thuc khuan thé ta dang soi (fs1, fs2) trong mdi trudng nudc ngoai
canh tai cac dia diém xuat hién dich ta trudc day c6 y nghia quan trong trong
viéc canh bao nguy co bung phat dich ta [6], [60]. Do vy, viéc to chic giam
sat sy luu hanh cua thyc khuan thé ta dinh ky hodc dot xuat c6 ¥ nghia quan
trong gilp cac nha chuyén modn co nhirng bién phap xa ly kip thoi theo quy
dinh dé phong, chéng dich ta c¢é hiéu qua.
4.2. Kha niing ly giai cia cac thuc khuan thé ta trong cac diéu kién mat do,
pH, va nhiét d¢ khac nhau
4.2.1. Trong phong thi nghiém

Nghién ctru cia Nguyen va cong su (2001), Endersen va cong su (2001),

Yoichi va cong su (2005) béo céo vé tinh dac hiéu caa pham vi vat chia d6i voi
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thuc khuan thé phan 16n lién quan dén cac protein & soi dudi cia né; diéu do
cho phép vi rt nhan biét va lién két vai cac vi tri thu thé cu thé trén bé mat té
bao vat chua [57], [110], [158].

Scholl va cong s (2001) béo céo trudng hop mot thé thue khuan ma hoa
hai loai protein soi dudi khac nhau va c6 thé cho phép n6 lay nhiém va nhan
|&n trén hai chung vi khuan khéac nhau [125]. Nghién ctu caa Lu Gao va cong
su (2022) cho thay rang chung thuc khuan thé ta OY1 c6 kha nang ly giai voi
04 loai vi khuan ta khac nhau [67]. Theo Hyman (2019), hoat dong ly giai manh
cuing vai pham vi vat chi rong, kha nang chiu pH rong la nhitng dic diém quan
trong dé co thé dé xuat, tuyén chon thuc khuan thé ta trong viéc sir dung 1am
tac nhan kiém soét sinh hoc [74].

Thir nghiém nhay cam ciia thwe khuan thé ta véi cac chiing vi khuan ta

Dé tim kiém thuc khuan thé ta dé su dung trong liéu phap phage, thuc
khuan thé c6 pham vi vat chi rong hon s& tot hon nhitng loai c6 pham vi vat
cha hep vi chding ¢d thé tc ché mot sé chung vi khuan gay bénh [102]. Nghién
ctru ctia Hyman (2019) d3 xac dinh duoc mot s6 thuc khuan thé ¢ pham vi vat
cha rong c6 thé 1ay nhiém véi nhiéu nhém chung vi khuan thir nghiém, mot s6
thuc khuan thé c6 pham vi vat chu hep chi khu tri trong mét dén 02 nhém vi
khuan ta thie nghiém. Dic diém nay cuaa thuc khuan thé 1am cho né hiru ich dé
st dung riéng 1é hoac két hop véi thuc khuan thé khac dé kiém soat vi khuan ta
trong moi truong ngoai canh hoic trong diéu tri bénh nhan tiéu chay do vi khuan
ta [74].

Dic tinh cam nhiém/ly giai c6 y nghia rat quan trong trong liéu phap thuc
khuan thé. Hau hét cac thuc khuan thé da biét chi tuong tac vai mot nhom vi
khuan cu thé, va c6 cac rang budc cu thé. Pham vi vat chu hep nay ciing 1a mot
thach thuc dang ké d6i véi liéu phap thuc khuan thé. Do d6, khong c6 thuc

khuan thé ta nao co thé cam nhiém/ly giai tat ca cac chung vi khuan ta. Tinh
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dic hiéu cao nay véi cac vat cha cua thuc khuan thé ta dan dén viéc can co thuc
khuan thé dé tc ché vi khuan ta mai phan 1ap. Thuc khuan thé thuong duoc
phan 1ap tir moi truong ma ¢ d6 ¢6 sy ton tai cua vi khuan ky chu twong tng
[102]. Vi vay st dung c&c chung vi khuan ta phan 1ap duoc tir cac dia diém da
xay ra dich ta trong thoi gian trudc 1a Iy tuong dé phan lap céc thuc khuan thé
ta & moi truong nuwdc ngoai canh.,

Két qua danh gia kha nang ly giai caa cac chung thuc khuan thé véi cac
chang vi khuan ta phan 1ap duoc tir cc vu dich ta trén thé gisi va Viét Nam tai
bang 3.12 cho thay chung vi khuan ta O1 c6 dién c6 sb thuc khuan thé ta cam
nhidm/ly giai cao hon so véi cac chung vi khuan ta El tor, 0139 va chung ta
phan lap duoc tai Viét Nam giai doan 1995-2010. Ching vi khuan ta co dién
01, H218 c6 s6 cam nhiém/ly giai cao nhat véi 31/36 chung thuc khuan thé ta
chiém 86,11%, tiép dén Ia chung ta cd dién O1 Bgd17 c6 s6 cam nhiém/ly giai
la 24/ 36 chiém 66,67%. Chung vi khuan ta phan lap duoc trong cac vu dich ta
tai Viét Nam nam 2007 c6 s6 cam nhiém/ly giai 11/36 chiém 30,56%. Pay ciing
la ching c6 sé cam nhidm/ly giai cao hon so véi cac chung vi khuan ta phan
lap dugc trong cac vu dich ta tai Viét Nam nam 1995, 2003 va 2010. Chung vi
khuan ta 0139 AI4450 c6 chi s6 cam nhiém thap nhat, khong thuc khuan thé
nao trong tong sé 36 chang thuc khuan thé ta trong nghién cau cam nhiém/ ly
giai chang vi khuan ta 0139 Al4450.

Cac chang thuc khuan thé ta phan lap duoc tai Viét Nam c6 kha ning
cam nhidm/ly giai tir 38-41% céac chang vi khuan ta O1 El tor phan lap duoc tir
cac vu dich ta tai An Do, Nhat Ban, Bangladesh, d4i véi cac chung vi khuan ta
phan lap duoc tai Viét Nam thi cac chung thuc khuan thé ta c6 kha nang cam
nhidm/ly giai tir 19% dén 33%. Nhu vay cac chung vi khuan ta c6 dién van la
cac chung vi khuan c6 wu thé hon trong viéc lya chon 1a chung chi thi trong

viéc phan 1ap thuc khuan thé ta.
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Thuc khuan thé VP14 va VP28 1a 02 chung thuc khuan thé ta c6 kha
nang ly giai ca 04 nhdm ching vi khuan ta co dién, El tor, Bengal va chang ta
phan lap trong cac vu dich ta tai Viét Nam trong d6 chung VP14 c6 kha nang
ly giai 11/13 chung vi khuan tham gia thir nghiém bao gom 02/03 chung Vi
khuan ta O1 c6 dién, 03/ 03 chung vi khuan ta O1 El tor, 02/03 chung vi khuan
ta 0139 Bengal, va 04/04 chang vi khuan ta thu thap trong 04 vu dich ta tai
Viét Nam cac nam 1995, 2003, 2007 va 2010. Day 1 02 chang thuc khuan thé
c6 tiém nang 16n trong viéc lua chon dé san xuét cac ché pham sinh hoc phuc
vu trong diéu tri bénh nhan ta va xir Iy cac khu vuc c6 6 nhiém vi khuan ta.

Thuc khuan thé VP04 1a ¢6 kha nang ly giai cac nhdm ching vi khuan ta
Co dién, El tor va nhém ching ta phan Iap trong cac vu dich ta tai Viét Nam.
Mic di khdng ly giai véi nhom ching ta 0139 Bengal (ching vi khuan ta nay
chua phat hién va gy dich tai Viét Nam) nhung chung thuc khuan thé VP04
cuing véi ching VP14 1a 2 chung duy nhat trong tong sé 36 chang thuc khuan

thé thir nghiém c6 kha nang ly giai véi 4/4 chung thuc vi khuan ta phan lap tur
cac vu dich ta trong cac nam 1995, 2003, 2007 va 2010 tai Viét Nam dugc dua
vao nghién ctu nay. Pay ciing 1a mau chang 1y tuéng trong viéc tuyén chon str
dung cho muc dich kiém soét cé4c dich ta tai Viét Nam [102].
Thir nghiém kha ning ly giai cia cac thuc khuan thé ta véi cac loai vi
khuan gay tiéu chay dwong rudt khac nhau.

Sy hiéu biét cua chiing ta vé pham vi vat chu caa thé thuc khuan van con
rat han ché. C6 bang chung rd rang rang, khdng phai tat ca vi khuan déu bi
nhidm bai tit ca cac thé thuc khuan, va thuc té 13 hau hét cac thé thuc khuan
chi c6 thé 1ay nhiém mot phan 16p dudi caa loai vi khuan [65]. Frisch A.W. va
cong su (1936) di nghién ctiru vé tinh dac hiéu cua thuc khuan thé va cho dén
hién nay chua c6 bao cao vé viéc thuc khuan thé c6 kha ning ly giai véi loai

vi khuan khac khong dic hiéu véi ching [66].
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Trong nghién ctu ndy, dé xac dinh tinh dic hiéu voi vat chu, ching toi
tién hanh thar nghiém kha nang ly giai cia 36 chung thuc khuan thé phan lap
duoc tir miu nudc tai cac tinh Hai Phong va Thai Binh véi cac chung vi khuan
gay bénh duong ruot, két qua cho thay cac chung thuc khuan thé thir nghiém
khong ly giai cac chung vi khuan khéc loai vi khuan ta bao gém vi khuan V.
emolyticus, Tu cau vang (S. areus) va 03 chang vi khuan duong ruét (E. coli,
Shigella flexneri, Salmonella enteritidis).

Két qua nay ciing tuong dong véi mot s nghién ctu khéc vé su dic hiéu
cua thuc khuan thé chi cam nhiém/ly giai cho mot loai vi khuan duy nhat va
thuong chi dic hiéu cho mot s ching trong loai d6 [31], [122], [157].

Thir nghiém kha ning ly giai cia cac thuc khuan thé ta véi cac diéu kién
mat do, pH va nhiét do moi trwong khac nhau

Vé mat d6 thuc khuan thé, két qua nghién ctu caa ching toi cho thay,
thuc khuan thé ta c6 kha nang ly giai véi do pha lodng tir 10 dén 107, trong khi
v6i d6 pha lodng tir 107 dén 107° thuc khuan thé ta khong cé kha nang ly giai.
Két qua trén chi ra rang, & nhitng do pha lodng cao nhat, thuc khuan thé ta khdng
thuc hién duoc qué trinh ly giai. Diéu nay co thé giai thich do kha ning ly giai
cua thuc khuan thé phu thuéc vao mot ngudng mat do nhat dinh cua thé thuc
khuan méi 6 kha nang ly giai vi khuan ta. Két qua nay ciing dugc Mark A Jensen
va cOng su (2006) khang dinh rang: néu c6 qua it thé thuc khuan (107 thue khuan
thé trong mét lit hodc it hon) thi hiu nhu khong c6 kha nang ly giai vi khuan ta
[78].

Vé pH méi trwdng, trong nghién ctiru nay, ching t6i di xem xét sy 6n
dinh thyuc khuan thé va kha nang ly giai vi khuan ta trong mot s6 dai pH moi
truong nuéc khac nhau. Co6 thé do pH ctia mdi truong anh hudng dén su ton tai
cua thuc khuan thé qua dé tac dong dén mirc do ly giai cua thuc khuan thé véi

cac vi khuan ta. Lién quan dén ang dung xir Iy vi khuan ta trong moi truong
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nudc ngoai canh, Jaiswal A (2014) va Ackermann HW (2006) da tién hanh
nghién ciru sy ton tai caa céac thuc khuan thé trong méi trudng cé tinh a xit va
thay rang pH 12 yéu t6 quan trong cho su ton tai nay [20], [76]. Két qua nghién
ctru cua ching tdi cho thay, 100% thuc khuan thé c6 kha ning ly giai ¢ diéu
kién moi trudng c6 pH 4,0 dén pH 10,0. Nghién ctru cia ching toi twong ddng
véi nghién ctu cua Lu Gao va cong su (2022), trong d6 kha nang ly giai cua
thuc khuan thé cao nhat trong dai pH tir 5,0 ¢én 9,0 va giam kha nang ly giai ¢
pH 4,0 va pH 10,0 [67].

Vé nhiét @9, nghién ciru caa Ackermann HW va cong su (2006) cho thay,
nhiét d6 dong vai trd co ban trong viéc gan két, tham nhap, nhan Ién, ton tai va
lwru trit cac thyc khuan thé [20]. Thuc khuan thé cd thé ton tai ¢ nhiét d6 cao
(40°C-90°C) va ciing c6 thé duoc tim thay & cac moi truong khac ngoai moi
trudng séng c6 nhiét @6 khic nghiét [155]. Nhiét do 1a mot trong nhitng yéu té
moi trudng quan trong nhat, anh huong manh mé dén nhiéu cac khia canh cua
hé théng sinh hoc. Mét trong nhimg dic diém quan trong caa nhiét do, yéu to
moi trudng, 14 su bién dong cua nd trén mot nhiéu loai quy mé khéng gian va
thoi gian 1am cho ¢6 thé cling nhu han ché sy ton tai cua cudc séng trong cac
ngdc ngéach khac nhau. Anh huéng cua nhiét do dua trén hé thdng sinh hoc rat
da dang va ngudi ta da quan sat thay rang su tién hda cia cac dac diém kiéu
hinh, su phan bd loai va sy tuyét chiing trong nhiéu trudng hop ¢ thé bat nguon
tir nhitng thay doi trong cac ché d6 nhiét d6 khac nhau [148]. Dya vao bang két
qua thtr nghiém cho thay, kha nang ly giai cua thuc khuan thé phu thuoc rat
nhiéu vao nhiét do méi trudng. Thuc khuan thé ta khong thé phat trién va thuc
hién ly giai cac vi khuan ta & diéu kién nhiét do6 méi truong 4°C, trong khi &
15°C, 25°C va 30°C, hoat dong ly giai d dugc thuc hién nhung hoi cham tré
(Bang 3.16).
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Trong nghién ctru ctia ching t6i, véi nhiét do 4°C, va 45°C, 55°C thuc
khuan thé ta c6 thé bi bat hoat va khong co kha ning ly giai; nhiét 46 15°C,
thue khuan thé ta c6 kha ning ly giai nhung con han ché va véi nhiét do 25°C,
41°C, thyuc khuan thé ta c6 kha ning ly giai tot hon khoang nhiét do 15°C. Két
qua nay turong dong v4i nghién ciru cia M.K.Taj va cong su (2014); tuy nhién,
nghién ctru cta ching t6i d3 danh gia sau hon vé mirc do ly giai cuia thuc khuan
thé ta tai cac mdc nhiét do khac nhau nhu két qua néu trén [142]. Su gia ting
nhiét 46 & muc trén 45°C 1am giam su ton tai caa thuc khuan thé va hoat dong
cua chung, két qua do phu hop véi nghién ctiu cta ching toi cling nhu nghién
ctru cua Basdew va Laing (2014) [30].

Két qua nghién ciru cta chung toi ciing cho thay, khoang nhiét do tur
30°C dén 37°C la tot nhat cho kha ning ly giai ctia thuc khuan thé ta tuong tu
nhu nghién ctru cuia M.K.Taj va cong su (2014); hay nhu Pope va cong su (2004)
cling chi ra rang su gia ting kha ning ly giai cua thuc khuan thé tai khoang
nhiét @6 tir 30°C va 39°C, nhiét do moi trueong 37°C la nhiét d6 1y tuong cho
hoat dong ly giai cua thuc khuan thé vai cac chang vi khuan chi thi [82].

Anh hudng ctia nhiét d6 dén kha ning ly giai ctia thyc khuan thé ta cling
dugc bao cao trong cac nghién cuiru trude day. Nghién ciru cia Groman (1962)
nhan thay rang, nhiét do thap hon 37°C lam giam kha nang ly giai cua thuc
khuan thé; nhiét d6 41°C 1a phii hop cho sy phét trién va ly giai cua thuc khuan
thé trén vi khuan vat chu [70]. Nghién ctu cua Pollard va Woodyatt (1964)
cling bao cao thuc khuan thé ly giai tot & 41°C, trong khi & diéu kién nhiét do
45°C va 55°C 14 yéu té han ché va gay ra su bat hoat thuc sy cua thuc khuan
thé [118].
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4.2.2. Khd néng ly gidi ciia thec khudn thé td 6 nguén nwéc ngogi canh céng
dong

Thai gian ton tai va kha ning ly giai caa thuc khuan thé trong moi
tredng nwéc ngoai canh cong dong

V@ thai gian ton tai, trong nghién ctu cua ching t6i da chi ra rang dbi
v6i nude may va nude mua, tai thoi diém 01 thang phét hién thuc khuan thé ta
c6 kha ning ton tai dén 01 thang, thuc khuan thé ta giam nhiéu sau 02 tuan the
nghiém. O cac mébc thoi gian 03 thang va 06 thang thi khdng phét hién thay su
ton tai caa thuc khuan thé ta. Pay 1a loai nudc ma nguoi dan thuong st dung
trong an udng hang ngay. Ciing trong nghién ciu ndy, ching tdi thay nguon
nudc sdng/sudi; nude ao/hd 1a nudc bé mat va 1a nguon nude ma nguoi dan
thuong st dung trong sinh hoat hang ngay thi thuc khuan thé ta c6 kha ning ton
tai dén 03 thang, thuc khuan thé ta giam nhiéu sau 01 thang thir nghiém. O mdc
thoi gian 06 thang thi khong phat hién thay su ton tai ctia thuc khuan thé ta. Doi
v6i nuoc giéng, thuc khuan thé ta c6 kha ning ton tai twong tu nhu nudc
s6ng/sudi, nudc ao/hd; day 1a ngudn nudc ngam ciing thuong duoc ngudi dan
st dung trong sinh hoat hang ngay. Qua két qua nay, c6 thé nhan thay déi voi
cac nguodn nudc dé bi & nhidm boi cac yéu td moi truong va con ngudi (nudc
s6ng/sudi; nuéc ao/ho; nude giéng) thi thuc khuan thé co thoi gian ton tai dai
hon so véi cac nguon nudc it ¢o su tac dong Vi cac yéu to néu trén nhu nudc
may, nudc mua dung trong an uéng hang ngay.

Vé kha ning ly giai, trong nghién ctru ciia chiing t6i doi véi nguon nuée
may va nudc mua, thuc khuan thé ta cd kha nang ly giai dén 02 tuan, thuc
khuan thé ta giam kha nang ly giai nhiéu sau 01 tuan tha nghiém. O cac méc
thoi gian 01 thang, 03 thang va 06 thang thi khong xac dinh dugc dac tinh ly
giai cua thuc khuan thé ta. Bi véi ngudn nude séng/sudi, nudc ao/hd, nudc

giéng thi thuc khuan thé ta c6 kha nang ly giai dén 01 thang, thuc khuan thé ta
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giam kha nang ly giai nhiéu sau 02 tuan thir nghiém. O cac méc thoi gian 03
thang va 06 thang thi khong xac dinh duoc dac tinh ly giai cia thuc khuan thé
ta. Kha nang ly giai cia thuc khuan thé ta phu thugc vao mat do thuc khuan thé
tén tai trong méi trudng nudc va mat do ndy giam theo thoi gian nhu két qua
tai Bang 3.17; diéu nay Iy giai tai cac méc thoi gian tir 01 thang tré di khong
duogc xac dinh duoc sy ly giai cua thuc khuan thé ta VP04 mic du thuce khuan
thé ta van ton tai dén 03 thang hoic 06 thang tly ting ngudn nudc.

Kha ning ton tai cua thuc khuan thé bi anh huang bai cac yéu té Iy hoa
(pH, ion, nhiét d9...;) trong diéu kién moi truong. Su ton tai cua cac thuc khuan
thé phu thudc vao cac yéu té bén ngoai [82].

pH méi truong 1a mot trong nhung yéu té anh hudng dén sy ton tai cua
thuc khuan thé. Thuc khuan thé caa S. aureus da giam 2 log trong khoang thoi
gian tir 4 dén 6 gio khi pH giam tir 6,19 xubng 5,38 [68]. Su phat trién caa mot
s6 thuc khuan thé bi han ché khi pH thap hon 4,5. Vi dy, thuc khuan thé T4 (ho
Myoviridae) khéng 6n dinh & pH < 5. Thuc khuan thé PM2 (ho Corticoviridae)
mat hoan toan hoat dong sau 01 gio & pH 5,0 va 37°C. pH ¢d thé co tac dong
tiéu cuc dén sy séng sot cua cac thuc khuan thé, diéu nay co6 thé din dén that
bai cua liéu phap phage trong diéu tri nguoi bénh [152].

Mot s6 thuc khuan thé co thé dugc bao quan trong thoi gian dai véi pH
trung tinh (6,0 dén 8,0) & dang dung dich hoic dong kho [82]. Trong bang két
qua 3.17 va biéu db 3.8, pH ctia méi truong nude dao dong tir 6,8 dén 8,1. Cac
mau nudc sdng/sudi, mau nudc ao/hd va nudc giéng cd pH cao hon cic mau
nudc mua, nude may. Day 1a dai pH thich hop véi su ton tai 1au dai cua cac
thuc thé [82]. Tuy vay theo két qua thir nghiém vé thoi gian ton tai cua thuc
khuan thé ta VP04 tai Bang 3.17 thi thuc khuan thé ta tai cAc miu nudc
séng/sudi, ao/hd va nude giéng co thoi gian ton tai lau hon thuc khuan thé tha

nghiém tai cAc mau nudc mua va nudc may tir 01 dén 03 thang. Piéu nay cho
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thiy pH trong mau nudc ngoai canh cé thé lién quan dén thoi gian ton tai cua
cac thuc khuan thé ta.

Theo nghién ctu caa Hurst va cong su (1980), Yates va cong su (1985),
Nasser va Oman (1999), Olson va cong su (2004); nhiét 6 1a mot yéu t6 quan
trong ddi voi kha nang sdng sot cua thé thuc khuan [73], [106]; [112], [156],
nhiét d6 dong vai trd co ban trong viéc gan, xdm nhap, nhan 1n va kéo dai thoi
gian tiém an (trong treong hop céc thé thuc khuan lysogen). O nhiét do thap
hon nhiét do tbi wu, it vat liéu di truyén caa thuc khuan thé xam nhap vao té
bao chi cta vi khuan hon; do d6, thuc khuan thé s& it c6 thé tham gia vao giai
doan nhan I&n. Theo Tey va cong su (2009), nhiét d6 cao hon co thé kéo dai
thoi gian cua giai doan tiém an [144]. Hon nita, nhiét do xac dinh su xuat hién,
kha nang ton tai va luu trir caa thuc khuan thé.

Céac moi truong khong dién hinh ma thuc khuan thé ¢ thé ton tai 1a sudi
nude nong (dat nhiét d6 40-90°C). Nghién ctru cua Breitbart va cong su (2004)
nhan thay thuc khuan thé duoc phan Iap tir nhitng con subi nhu vay & California
da duoc thir nghiém ¢ nhiét do thap va cao [36]. Nguoi ta quan sat thay rang
hon 75% cac thuc khuan thé van con nguyén ven ngay ca khi duoc U trén bang
(khoang 0°C). Chung nhay cam hon khi dun s6i ¢ 105°C, vi chi 18-30% thuc
khuan thé con nguyén ven (Mocé-Llivina va cong su 2003) [97]. Ho da kiém
tra kha nang chiu nhiét caa coliphages soma, thuc khuan thé lay nhiém B.
fragilis va phage RNA dic hiéu - F. Trong ca hai truong hop, ho quan sat thay
rang cac thuc khuan thé c6 kha nang chdng xir 1y nhiét tét hon vi khuan. Hon
nira, cac thuc khuan thé dic hiéu - F ¢6 kha nang chju nhiét kém hon so véi cac
thuc khuan thé trong céc thir nghiém khac, duoc @ ca trong bun va nudc thai.
Muc @6 giam hiéu gia cua coliphages soma xay ra tu nhién trong bun sau khi
xtr ly nhiét & 60°C la 1,0 log sau 60 phat va ¢ 80°C la 2,5 log. Caldeira va
Peabody (2007) da nghién ctru vai tro caa cac lién két chéo disulfide trong viéc
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bao vé céc thé thuc khuan chdng lai sy bién tinh nhiét. Ho da thtr nghiém thuc
khuan thé Pseudomonas RNA PP7 c6 kha ning chiu nhiét cao va quan sét thay
rang céac hat ciia no, chi bat dau bién tinh sau khi dun néng trong 02 phut &
90°C, da mat tinh 6n dinh sau khi thém 1,4 - dithiothreitol, mot chat khtr pha
huay cac lién két disulfide gitta phu cac chat [am mo protein bang céach lién két
ngang voi mot capsid icosahedral cua thuc khuan thé [40]

Kha nang chiu nhiét cao 1a dic trung cho ca vi khuan méi truong va vi
khuan Lactococcal. Buzrul va cong su (2007) da tiép xuc véi 10 thuc khuan
thé cua Lactococcus spp. lo lang trong canh thang & 72°C (15 phut) va 90°C
(05 phat). O nhiét do thap hon, chi 6 hai thuc khuan thé bi bat hoat, nhung
viéc tiép xuc ¢ 90°C da lam bat hoat mot nira sé thuc khuan thé duoc khao sat
[38]. Atamer va cong su (2008) cho thay ~ 40% thuc khuan thé Lactococcus
lactis duoc phan 1ap tir cac cong ty sita khac nhau caa Puc sdng sot khi dun
nong & 80°C trong 05 phut khi lo lang trong sita. Nhung hau nhu tat ca cac
thuc khuan thé déu bi bat hoat hoan toan khi nhiét do ting 1én 95°C. Hai thuc
khuan thé P680 va P1532 duoc chitng minh 1 c6 kha ning chiu nhiét d6 cao
vuot troi; thuc khuan thé P680 song s6t sau 05 phat bat hoat nhiét & 95°C. C6
thé phat hién thuc khuan thé P1532 ngay ca sau khi u & 97°C trong ciing khoang
thoi gian. Stra bao vé cac thuc khuan thé Lactococcal khai bi bat hoat nhiét tét
hon cac méi trudng khéc, chang han nhu nuéc dung. Do d6, ngudi ta dé xuat
str dung sita dé dinh chi cac thuc khuan thé trong cac thi nghiém diéu tra anh
huong cua cac yéu td bat hoat khac nhau dbi voi sy sdng sot cua thuc khuan
thé [27]. Whitman va Marshall (1971) da phat hién d6 6n dinh cua cac thuc
khuan thé wa nhiét d6 thap lay nhiém P. fragi, duoc phan Iap tir thuc pham duoc
lam lanh, dugc xac dinh ¢ 60°C [154]. Sau 30 phdt v6 hiéu hoa cac thuc khuan
thé Pseudomonas ps1 va wy, ty 1& séng s6t caa thuc khuan thé giam trung binh

lan luot 14 trén 99% va 39%. Sé luong mang bam giam 15% va 72% sau khi
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duy tri céc thuc khuan thé trong méi truong thach mém ¢ 45°C trong 02 va 10
phut twong tng. Nghién ctru dua ra khuyén nghi dé xac dinh chinh xac hiéu gia
thuc khuan thé (khdng 1am mat hoat tinh cua thuc khuan thé), budc nay nén
dugc thyuc hién cang nhanh cang tét.

Nhiét ¢6 bao quan thuc khuan thé 13 yéu té quan trong nhat quyét dinh
hoat tinh cua thuc khuan thé. Thorne va Holt (1974), Mullan (2001) di quan
st thay cac thuc khuan thé nhu B. cereus CP-51 nhay cam vai nhiét do thap va
ton tai tot hon & nhiét do phong, nhung viéc bao quan cac thuc khuan thé trong
thoi gian dai & nhiét ¢6 moi truong thuong khong duoc khuyén nghi [100],
[145]. Theo céc tac gia, nhiét d6 t6i wu cho su 6n dinh cua thuc khuan thé CP-
51 1a 15°C; ho da chi ra rang lysate nhan giéng mai giir lai 14% don vi hinh
thanh mang bam ban dau (PFU) ¢ 0°C sau 07 gio va chi 4% sau 24 gio. biéu
thi vi 1a méi trudng chiét xuat men — canh thang dinh dudng (NBY) di 6n dinh
thuc khuan thé trong diéu kién lanh. Sau khi bo sung NBY, thuc khuan thé
duoc pha lodng gap 10 lan van giit duoc 36% hoat tinh sau 07 gid va 19% sau
24 gior & 0°C. Khi c&c miu duogc bao quan ¢ 15°C, khdng quan sat thay hoat
tinh giam khi chiing dugc pha loding gap 10 lan trong NBY. Lysates duy tri hoat
dong day dua trong 02 tuan. Kiém tra bang kinh hién vi dién t, thuc khuan thé
CP-51 c6 dau hinh lyc giac va dudi co lai. Khi dung dich thuc khuan thé duoc
bao quan & 0°C, nhiéu dudi ctia nd bi co lai. Khi ching duoc bao quan ¢ 15°C,
ngudi ta quan sat thdy duoi dai ra thay vi co lai, nhung dudi bi co lai ting 1én
trong vai tuan bao quan.

Theo Ackermann va cong su (2004), cac thuc khuan thé co dudi c6 kha
nang chdng bao quan tét nhat va cho thay kha ning song sot 1au nhat; mot sé
trong s6 chiing van c6 kha niang ton tai ngay ca sau 10 dén 12 nam & 4°C [21].
Loai thuc khuan thé co dé khang manh 12 T4, T5 va T7. Thé thuc khuan Shigella

C16 gidng T4 gitr lai hiéu gia 10° sau 32 nim bao quan trong cing diéu kién.
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Mot sb thé thuc khuan, chiang han nhu thé thuc khuan chia lipid, khéng 6n dinh
sau khi bao quan & nhiét do 4°C nhung c6 thé bao quan ¢ -80°C hodc trong nito
I6ng. Jepson va March (2004) da thu nghiém anh huéng caa thoi gian bao quan
& cé4c nhiét do khac nhau ddi véi thé thuc khuan A [79]. Ho quan st thay rang
khong cd thé thuc khuan nao ton tai trong kho du trit thé thuc khuan long (dém
SM) ¢ 42°C sau 84 ngay; trong khi & 37°C, khdng c6 thé thuc khuan nao duoc
phat hién sau 120 ngay. D6 6n dinh tt cua thuc khuan thé da duoc quan sét
thay khi chiing dugc bao quan ¢ 4°C trong hon 06 thang. Trong nghién ctu cia
Mullan (2001), Lactococcus sp. dung dich thuc khuan thé dugc bao quan & 02—
05°C cho thay hiéu gia thuc khuan thé giam khong dang ké khoang 05-10%
sau 06 thang [100]. Tuy nhién, phuong phap nay dugc khuyén nghi dé luu trix
khong qua 02 thang. Mic du céac thuc khuan thé c6 kha niang chong dong biang
va tan bang, nhung viéc lap lai cac quy trinh nay qua thuong xuyén trong
khoang thoi gian ngan ¢ anh huong xau dén sy on dinh cua thuc khuan thé.
Tuong tu, Olson va cong su (2004) khuyén nghi, 4°C 1a nhiét do tdi wu dé luu
trir thuc khuan thé trong thoi gian ngan (khong qua 40 ngay) trong nudc thai
[112]. Bé bao vé cac thuc khuan thé khoi bi bat hoat trong thoi gian dai hon,
chung nén duoc duy tri ¢ -80°C. Ho quan sét thdy rang 20% thuc khuan thé
MS2 bi bat hoat sau 8 ngay bao quan ¢ 4°C so véi 57% & -80°C. Piéu thi vi la
sau 290 ngay, it thyc khuan thé bi mat & —80°C hon & 04°C (twong (ng la 75%
va 93%). Bao quan thuc khuan thé ¢ —20°C khong duoc khuyén nghi vi cau
trdc tinh thé cta bang c6 thé gay ra sy pha huy thuc khuan thé, nhu Warren va
Hatch (1969) da chuing minh trude day [151]. Theo Olson va cong su (2004),
viéc bo sung 05-10% dung dich glycerol vao huyén phi thé thuc khuan cé thé
dam bao kha nang song sot va kha ning lay nhiém an toan trong 30 ngay & -
20°C hoic -70°C [112].
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Trong nghién ctu nay, thai gian thir nghiém tir thang 3 nam 2020 dén
thang 9 nam 2020. Bay 1a khoang thoi gian cua mua Xuén va mua Ha, nhiét @6
moi trudng dao dong trong khoang tir 20°C dén 40°C. Nhiét do nay ciing la
khoang nhiét do thich hop cho nhiéu loai thuc khuan thé duy tri va hoat dong
ly giai. Trong bang két qua 3.17 va biéu d s6 3.8, thuc khuan thé VP04 c6 thoi
gian ton tai trong mau nudc may va nudc mua thu thap tai cac tinh/ thanh phé
Ha Noi, Hai Phong, Thai Binh va Nam Dinh dén 01 thang nhung trong cac mau
nudc ao/hd; nude séng/sudi va nuée giéng, thue khuan thé VP04 cd thoi gian
t6n tai dén 03 thang. Két qua nay cho thay, & cing mot diéu kién nhiét do nhu
nhau nhung thoi gian ton tai cua thuc khuan thé ta VP04 & cac diéu kién ngudn
nuéc khac nhau 1a khac nhau. Nhu vay, cd thé thdy khoang nhiét ¢6 méi trudng
thir nghiém mau tir 20°C dén 40°C khong xac dinh thay c6 su anh huéng hoic
anh huong khéng nhiéu dén thoi gian tn tai caa thuc khuan thé VP04 trong
cac mdi truong nudc khac nhau thu thap tir cac tinh/thanh phé Ha Noi, Hai
Phong, Thai Binh va Nam Dinh,
4.3. Pé xuat mot sé bién phap can thiép dé han ché sw bung phat dich ta

Bénh ta 1a mot bénh 1ay qua dudng nude (water-bone) tiép tuc giy ra
ganh ning bénh tat cho cac nudc dang phat trién. Cac ca nhan bi nhiém bénh
do str dung ngudn nudc bi 6 nhiém bai cac chung vi khudn ta ¢ doc luc. Céac
quan sat dich t& hoc va moi truong vé mot dot bung phat dich ta & Dhaka,
Bangladesh, cho thay rang thuc khuan thé ta dic hiéu d6i v6i vi khuén ta co thé
han ché mitrc 46 nghiém trong ctia cac dot bung phat dich ta bang cach tiéu diét
vi khuan c6 trong 6 chtra va ¢ nhitng ngudi bi nhiém bénh [78]. Trén co so do,
chung t6i dé xuat mot s6 bién phap can thiép dé han ché sy bung phat dich ta
dua trén co s¢ 1y ludn nhu sau:

Thir nhdt, & trang thai can bang chua bung phat dich, vi mot sé diéu kién

moi truong nhat dinh nao do, lam giam sy can bang gifra thuc khuén thé ta va
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vi khun ta, thé thye khuén ta mat di kha nang lam han ché mat d6 vi khuan ta
trudc khi bung phat, kéo theo hau qua 1a sy gia taing mat dd vi khuan ta doc luc
trong nguén nudc, va khi con nguoi bit dau bj nhiém bénh va thai sd lugng vi
khuan ngdy cang ting vao mdi trudng, 1am ting thém mat d6 vi khuan va lam
tram trong thém dot bung phat. Mic d6 nghiém trong cua dot bung phat dich
c6 thé phu thudc vao mat d6 thuc khuan thé ta con lai trong 6 chira [60].

Thir hai, néu su bung phat dich ta da va dang xay ra, thi sy xuét hién cta
thé thuc khuan c6 thé 1am giam murc d6 nghiém trong ciia dot bung phat dich
va thuc day sy suy giam ctia nd. Su suy giam mat d6 vi khuan ta cudi cung 13
két qua cua viéc gia ting sy ly giai cua thé thuc khuan ta, dua quan thé vi khuan
ta & 6 chua tré lai mic trude khi bung phat bénh va cham dut dot bung phat
dich [78].

Trong c4 hai tinh huéng trén, mirc d§ anh hudng cua thuc khuén thé ta
phu thudc chu yéu vao su ly giai va ty 16 ton tai cua thé thuc khuan. Faruque va
cong su [60] bao cao rang sy ly giai ctia thuc khuan thé trén vi khuén ta gay
bénh c6 thé 1a mot yéu t bén ngoai quan trong anh huong dén chu ky dich bénh
& quy mo thoi gian ngan va co thé tac dong dé thay do6i thoi gian va mirc do
nghiém trong cta cac dot bung phat dich ta.

Trén co so 1y luan tir tong quan tai liéu va két qua nghién ctru, chung toi

khai quat hoa mo hinh giam sat, canh béo dich ta sau:
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VKT
)
P A Pang dich bénh hoac
T:ﬂ)‘T Gen(ic.;c t6 da cé su dao thai vi
/ khudn ta ra méi trudng
Lay mau /
ngoai canh VKT X ly méi trudng, giam sat ca bénh
xét nghiém (+) \
\ TKTT Gen déc t& Canh bao cé6thé dacé |
(+) ) dich xay ra
VKT Canh bao nguy cd sdp
-) c6 dich ta xay ra
Giam sat 15 ngay/lan

Ghi cha:
TKTT: Thuc khudn thé td  VKT: Vikhudn td  [(+): Xét nghiém duong tinh (-): Xét nghiém am tinh

S0 do 4. 1. So' do gidm sit cinh bdo dich td dira trén xét nghi¢m
mau mirde ngoai cinh

Trong d6 c6 06 tinh hudng xay ra:

e Tinh hudng 1: TKTT(-) va VKT(-): tiép tuc giam sat dinh ky 01-02 thang
mot lan.

e Tinh hudng 2: TKTT(-) va VKT(+) gen ddc t ta (+): dang giai doan dich
hodic di c¢6 sy dao thai vi khudn ta tir bénh nhan ra méi trudng. can giam sét
ngoai canh 15 ngay/lan + chii dong giam sat ca bénh + xir Iy ngudn nudc
bang liéu phap phage.

e (3) Tinh hudng 3: TKTT(-) va VKT(+) gen doc t6 ta (-): canh bao c6 thé
d3 co dich xay ra, can giam sat ngoai canh 15 ngay/lan + chu dong giam sat
ca bénh + xir Iy ngudn nudc bang lidu phap phage.

e (4) Tinh hudng 4: TKTT(+) va VKT(+) gen doc t6 ta (+): dang giai doan
dich hodc da c6 su dao thai vi khuan ta tir bénh nhan ra moi truong. can

giam sat ngoai canh 15 ngay/lan + chii dong giam sat ca bénh + x1r Iy ngudn
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nuéc bang liéu phap phage.

e (5) Tinh hudng 5: TKTT(+) va VKT(+) gen ddc t ta (-): canh bao c6 thé
d3 co dich xay ra, can giam sat ngoai canh 15 ngay/lan + chu dong giam sat
ca bénh + xir Iy ngudn nudce biang lidu phap phage.

e (6) Tinh hudng 6: TKTT(+) va VKT(-): canh bao nguy co sip co dich ta
xay ra, can thuc hién giam sat 15 -30 ngay/1 lan.

Do d6, dé ¢ thé tmg dung liéu phap thuc khuan thé trong phong chong
bénh ta & cong déng chung t6i c6 mot sd dé xut sau:

Mt la, Vién V¢ sinh dich t&/Vién Pasteur phéi hop v61 Trung tam kiém
soat bénh tat cac tinh/ thanh phd c6 lién quan thudng xuyén duy tri giam sat
ngoai canh vé su hién dién cua thuc khuén thé ta va vi khuan ta. Thong qua
giam sat chiing ta co thé xac dinh duoc trang thai can bang cho quan thé vi
khuan ta va thuc khuan thé ta. Viéc giam sat dinh ky véi thoi gian thich hop sé
nhanh chong phat hién duoc sy mat can bang ty 1& vi khuén ta va thuc khuan
thé ta, chi diém goi ¥ cho mot dot dich c6 thé sém bung phat. Trong nghién ctru
ctia chiing t6i déu phat hién thay thuc khuan thé ta theo thoi gian tai cac 02
thang mot, nghia 1a viéc lay mau giam sat ngoai canh can duoc tién hanh 02
thang mat lan. Tuy nhién trong viéc giam sat dé phong, chéng dich nén c6 thoi
gian hop ly, c6 thé gidn ra vao thoi ky khéng phai mua dich va thuong xuyén
hon vao thoi ky mia dich. O Viét Nam bénh ta van con xay ra thudng vao mia
hé va & céc tinh ven bién [3]. Trong mot sé hé thdng giam sat ngoai canh bénh
ta, mot sb thoi gian thu thap mau xét nghiém duoc ap dung 1a 1ay mau mdi 15
ngay hoic 1 thang/lan [50], [93], [159].

Hai 13, trong trudng hop giam st thiy c6 nguy co bung phat dich ta theo
so d0 4.1, can phai 4p dung liéu phap thuc khuan thé. Bé lam duogc diéu nay
can c6 sy sin sang ngudn luc vé thuc khuan thé ta dé sin sang can thiép khi can

thiét. Néu xuat hi¢n ca bénh, can ctr vao mirc d6 nghi€ém trong cia dich bénh
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ma bd sung sd luong twong tmg thé thuc khuén ta vao 6 chira dé lam giam quy
mo cua dich bénh. Trong bao cao trudc day, Mark A Jensen va cong su (2006)
da nhan xét rr:ing, néu c6 qua it thé thuc khuan (107" thuc khuén thé trong mot lit
hodc it hon) thi hau nhu khong c6 tac dung gi d6i vé6i dich bénh [78]. Trong
nghién ctru ctia ching t6i cho thay thoi gian ton tai cta thuc khuan thé tiy theo
ngudn nude cé thé kéo dai tir 01 dén 03 thang; tuy nhién kha ning ly giai cta
thuc khuan thé chi t6i wu tir 02 tuan dén 01 thang tiy ngudn nude. Két hop voi
thoi gian cho viéc giam sat ngoai canh & trén, ching t6i dé xuat thoi gian cho
viéc bo sung thuc khuan thé ta vdi muc dich kim ham vi khuan ta trong khoang
thoi gian 15 ngay dén 01 thang mdi 1an va tiy thudc murc d6 dich bung phat ma
c6 thé diéu chinh thoi gian cho phu hop.

Ba la, cac don vi lién quan phai dam bao thong tin lién lac kip thoi. B
phan 1y mau phai dam bao van chuyén ding yéu cau ky thuat vé phong xét
nghiém dung thoi gian. Bo phan xét nghiém nhanh chéng trién khai xét nghiém
va c6 két qua sém nhat dé bao lai cho bd phén lién quan. Néu c6 thong tin bat
thuong vé giam sat (ca bénh xuét hién, ...), xét nghiém (ty 1& hién dién vi khuan
tang,...), bd phan giam sat khan truong bao cao lanh dao don vi va tuyén trén
dé c6 quyét dinh can thiép néu can. Qua kinh nghiém thuc té phong chong dich,
viéc két qua xét nghiém nhanh, chinh xac, kip thoi sé& 13 yéu t6 quan trong trong
viéc dua ra quyét dinh can thiép phong chéng dich dung thoi diém. Dé lam
dugc viée nay can cha trong cong tac tip huin k¥ thuat xét nghiém, duy tri va
nang cao nang luc xét nghiém tai dia phuong cé diém giam sat.

Bon la, trong hoat dong giam sat va phong chéng dich thi yéu tb nhan
luc 13 quan trong nhat. Cac don vi tir Trung wong (Vién Vé sinh dich t&/Vién
Pasteur) cho dén tuyén tinh/huyén/xa déu can c6 ké hoach phan cong nhan luc
trong hoat dong giam sat va phong, chong dich; trong d6 can quy dinh 13 vai

tro cua nhan lyc cac tuyén nhu: can bd quan 1y chi dao, can bg gidm sat thuc
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dia, can bo phong xét nghiém, ... Do day 1a cong tac phong, chdng dich thuong
xuyén nén nhan lyc tham gia nén 14 can bo y té dang cong tac trong hé théng y
té du phong, bd sung thém chirc ning nhiém vu. Nhin chung, nghién ctru cta
chung t6i cho thay thuc khuén thé ta co thé ton tai va duy tri duoc kha ning ly
giai vi khuén ta trong diéu kién nudc moi truong ngoai canh. Piéu nay tng ho
cho kha ning st dung thuc khuén thé ta dé kim ham vi khuan ta trong moi trudng
nudc ngoai canh, gop phan han ché su bung phat va quy mé vu dich ta.

Nhirng dong gép cua nghién ciu

Nghién ctru nay 1a mot trong s rét it nghién ctru tai Viét Nam duoc thyuc
hién va c6 mot sb két qua nhu sau:

1. Bu6c dau xac dinh va mo ta sy luu hanh cua thue khuan thé ta trén
mot dién rong moi trudng cong dong dia 1y dan cu (04 tinh/thanh phd mién Bac
Viét Nam), voi ¢& mau la 800 mau.

2. Panh gia duoc kha ning ly giai clia toan bo 36 chung thuc khuan thé
ta c6 trong nghién clru ¢ cac diéu kién (nhi¢t dg, pH, do pha loang) khac nhau
nhay cam véi cac ching vi khuén ta c6 phén loai typ sinh hoc Classical (Co
dién), El tor, 0139 Bengal, ...) tai Phong Thi nghiém Vi khuan dudng rudt, Vién
Vé sinh dich t& Trung uwong. Panh gia duoc kha nang ly giai va thoi gian ton
tai & diéu kién moi trudong ngoai canh ctia 01 ching thuc khuan thé co dic tinh
vuot trdi (VP04) vé kha ning ly giai trong tong sb 36 ching.

3. Pé xuit mot sb bién phap can thiép dé han ché su bung phat dich ta
béng so d6 giam sat canh bao dich ta dua trén xét nghiém mau nude ngoai canh,
qua d6 goép phan dinh hudng dé xuat chién luoc nghién ctru tuyén chon thuc
khuan thé ta dé sir dung trong du phong, kiém soat dich bénh ta, xir Iy nguén
nudc sinh hoat bi 6 nhiém tién t6i tng dung trong diéu tri bénh ta; trong nudi

trong thily san, cong nghiép thuc pham va bao quan.
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Han ché ciaa nghién céu

Do han ché vé nguén luc, nghién ctru méi: (1) bude dau xac dinh duoc
su tOn tai ctia thuc khuén thé ta va danh gia dugc mot s6 dic diém sinh hoc cua
cac thuc khuan thé ta tai cac diém nghién ctru; (2) danh gia duoc su tdn tai va
kha ning ly giai cia 01/36 loai thuc khuan thé ta trong diéu kién mdi trudong
ngoai canh gia dinh ma chwa tién hanh thir nghiém kha ning ly giai cua thuc
khuan thé ta trong moi trudng nudc ngoai canh ty nhién.

Pé danh gida mot cach toan dién hon sy t6n tai va kha nang ly giai cta
thuc khuan thé ta trong méi truong nudc ngoai canh trén thuc té, can co: (1)
nhitg nghién ctru bd sung, phat trién thém dé tuyén chon dugc nhiéu chung
thuc khuan thé ta c6 wu thé ly giai cac chung vi khuan ta; (2) ap dung liéu phap
thuc khuan thé trong diéu kién moi trudng nudc ngoai canh tu nhién (vdi cac
diéu kién vé nhiét do, do am, luu luong dong chay, cac tinh chat 1y hoa cua
nuéc ty nhién ...) dé danh gia chinh xac hon vé hiéu qua, tinh hiru dung cta

liu phap thyuc khuan thé ta trong phong chdng dich ta tai Viét Nam.
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KET LUAN

1. Sw lwu hanh cia thuc khuan thé ta trong méi trwdng nwéc ngoai canh

tai mét sé tinh mién Bac Viét Nam, nim 2018-2019

- Ty 1& thuc khuan thé phan lap duogc tir mau nudce bé mat 1a 8/400 (2%);
mau mdi gac tdm 1a 2/400 (0,5%). Phat hién thay su c6 mit cua thuc khuan thé
ta lai Thai Binh va Hai Phong. Khong phat hién thiy su c6 mit cua thuc khuan
thé ta tai Ha Noi va Nam Binh.

- Thuc khuan thé dang soi (filamentus phage 1 - fs1, filamentus phage 2
- fs2) phét hién thay & 4/4 diém nghién ciu, 62/400 (15,5%) trong mau nudc
bé mit va 124/400 (31,0%) trong mau mdi gac tdm, xuat hién phd bién & cac
diém nghién cau dic biét 1a cac tinh ven bién nhu Hai Phong, Théi Binh va
Nam Dinh.

2. Kha niing ly giai cia cac thuc khuan thé ta

2.1. Trong cac diéu kién khac nhau tai phong thi nghiém

- Thyuc khuan thé ta phan Iap duoc tai mién Bac Viét Nam c6 kha ning
ly giai v&i cac chung ta 01, 0139; khdng phat hién thay su ly giai véi mot sb
chang vi khuan gay bénh duong ruot khac.

- Kha nang ly giai caa thuc khuan thé ta duoc thiy ¢ diéu kién: pha lodng
trén 1000 thuc khuan thé trén 1 ml dung dich; pH tir 4,0 dén 10,0; nhiét do
moi trudng tir 15°C dén 41°C.

2.2. P6i véi cac ngudn nwéc cong dong

- Kha niing ton tai cia thwe khuan thé ta: Nhom nudc may/nude mua
kha nang ton tai dén 1 thang; nudc dong chay tu nhién (séng/subi) kha ning
t6n tai dén 3 thang; con nudc khong thuong xuyén luu chuyén (giéng/ao/ho)
kha nang ton tai dén 3 thang.

- Kha niing ly giai cia thuc khuan thé ta véi vi khuan ta: Nhom nuéc
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may/nude mua kha nang ly giai dén 2 tuan; nudc dong chay tu nhién (séng/sudi)
va nude khong thuong xuyén luu chuyén (giéng/ao/hd) kha ning ly giai dén 1

thang.
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KHUYEN NGHI

Qua két qua nghién ctru, ching tdi dua ra mot s6 khuyén nghi:

1.

Bo Y té cho phép nghién ctu, ap dung thi diém mét sb bién phap can thiép

dé han ché sy bung phat dich ta dya trén xét nghiém mau nuéc ngoai canh.

. Vién Vé sinh dich t&/Vién Pasteur phdi hop véi Trung tm kiém soat bénh

tat cac tinh/thanh phé cé lién quan tiép tuc giam sat dinh ky xac dinh sy c6
mat cua vi khuan ta va thuc khuan thé ta tai cac dia diém nghién ctu dé phuc
vu cho ¢ong tac dy bao phong, chdng dich ta mot cach cha dong.

Can c6 nhiing nghién ctu tiép theo, nhat 1a nghién ciu trén méi trudng nudc
ty nhién dé xac dinh thém cac dic tinh cua cac chang thuc khuan thé ta
nham tuyén chon bo chang thuc khuan thé ta dap ang yéu cau xir ly céc
ngudn nude & nhidm vi khuan ta, dic biét 4p dung liéu phap thuc khuan thé

d6i vai cac chang vi khuan ta da khang thudc.
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PHU LUC

Phu luc 1: Cac phwong phap phat hi¢n thue khuin thé ta

1. Phuwong phap phén 1ap thuc khuan thé ta tir mau nuwéc

- Sir dung mau nude (gdm mau nudce bé mat va mau moi gac tom) dé phan
lap thuc khuan thé ta.
Madu gac tdm

- Nguyén ly: dya vao kha nang thich ung cua vi khuan ta c6 men chitinase
c6 kha nang phan huy 16p vo chitin cta cac loai giap xac trong d6 c¢6 tom ching
t6i tién hanh st dung gac tdm lam moi dé tang kha ning tom bat vi khuan ta
trong moi trudong nudc ngoai canh.

- Cac mau gac tom dugc diat qua dém tai vi tri giam sat, sang hom sau thu
thap vao ong pép ton kiém.

- U tr 6 — 8 h/37°C, sir dung chloroform dé giét vi khuan.

- Nho 1én dia thach dinh dudng va nhé thuc khuan thé ta chuan, dia thach
dinh dudng c6 1ang vi khuan chi diém dé tim thuc khuan thé ta.
Mau nwéc:

- L4y 500ml nudc bé mat thu thap vao budi sang.

- Tang sinh miu nudce bang pepton kiém 10X, G qua dém, sau d6 dugc xir
Iy chloroform dé giét vi khuan, nho 1én dia thach dinh dudng c6 lang vi khuan
chi diém dé tim thuc khuan thé ta .
2. Phuwong phap phén lap filamentous phage (thwe khuin thé dang soi)

- Mau phan: lay 1ml mau phan, ly tam 15.000 vong/5 phut/4°C.

- Tur dich noi nudi cy.

- Céch tién hanh:



+ Nubi cay cac chung ta trong 2-3ml cua canh thang AT va nudi ciy qua
dém 37°C.

+ L4y 1ml dich nudi ciy qua dém ly tam 15.000 vong/5 phat/4°C, gitr dich
noi ¢ 4°C.
+ Chuan bi mét chung chi thi, 1a chung Vibrio ndo khéng tao ra

filamentous phage.
+ Nudi cay chung nay ¢ 37°C trong 4-5h lac manh.

+ Pha lodng dich nudi cay (canh khuan) khoang 100 lan véi canh thang
AT.

+ Tron 0,3 ml ciia canh thang (canh khuan) pha lodng véi 3ml thach mém
d6 1én dia thach, doi tir 10-15 phit cho dén khi thach mém ctng lai.

- Phat hién filamentous phage.

+ Nho 15 — 20pl dich nudi cdy hoic dich ndi cua phan trén dia thach vira
pha thach mém.

+ Phan biét cac vét tan: Vét tan trong duoc hinh thanh bai mot s6 cac thuc
khuan thé ta c6 dang hinh cau; dang vét tan duc duoc hinh thanh boi cac thuc
khuan thé ta dang soi.

3. Phwong phap xac dinh hinh dang thwe khuén thé ta dwéi kinh KVDT

- Muc dich : Dé xac dinh hinh dang caa thyc khuan thé ta, so sanh véi thuc

khuan thé ta chuan.

- Sau khi thue khuan thé ta dugc phan 1ap bang phuong phap nudi cy.
Git thuc khuan thé ta vao nudc mudi sinh ly. Cac miu duoc gan 1én 1én luéi
vang, mat trén ludi dung dé thim mau, sau d6 rira qua nudc cat 02 1an, thim
|&n gidy tham, nhuém bang Uranyl acetat 2% (pH = 4,5) trong nudc cat 02 lan
tir 1-2 phat, tham lai trén gidy tham mau, chuyén sang dia dé dat mau, dé kho



trong 05 phut, dat 1én gia dé soi dudi kinh hién vi dién tu.
4. Ky thuat PCR (Polymerase Chain Reaction): phan wng chubdi
polymerase

Phan tng PCR duoc ¢ng dung rong rai trong nhiéu linh vuc cdng nghé
sinh hoc va y hoc trong dé6 c6 chan doan bénh ta; cung cip mot phuong phap
chan doan nhanh, c6 hiéu qua, khac phuc nhuge diém cua phuong phap nuéi
cay. Ky thuat PCR cho phép xac dinh thuc khuan thé ta trong mau nudc nho
kha ning sao chép khuéch dai sd luong doan trinh tw ADN dac hiéu trén

genome cua thuc khuan thé ta .

Qua trinh sao chép dugc thuc hién trong mot chu trinh nhiét 13p lai nhiéu
lan v&i su tham gia cia enzym chiu nhiét Tag polymeaza, deoxynucleotit
triphosphat (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) va cap moi dic hiéu cho doan trinh ty

sao chep.

Poan mdi la mot nucleotit dai tir 6 dén 30 nucleotit cd kha nang gan véi
doan khudn mau tai diém khoi dau va diém két thic sao chép nho trinh ty
nucleotit bo sung. ADN khudn mau s& duoc bién tinh & nhiét do cao tao diéu
kién cho cip doan moi gan vao hai chudi don tai diém dau va diém cudi cua
trinh ty khudn mau. Dudi tac dung cia ADN polymeaza mdi doan moi dugc
kéo dai, soi ADN moéi dugc bat dau tai mdi doan moi va kéo dai vé phia doan
moi nam trén sgi ddi dién.

Nhu vay, sau moi chu ky doan axit nucleic dich s& dugc nhan doi, cac soi
ADN méi duogc tong hop déu c6 chira diém bam cho cac doan mdi, Cac Soi
ADN moi nay sau dé lai duoc sir dung nhu doan khudn mau cho nhitng lan
tong hop tiép theo. Két qua cudi cung caa phan tng PCR 1a sau n chu ky, tinh
theo 1y thuyét tir mot doan khudn mau s& ¢ 2" ban sao. S6 ban sao tir mot doan
c6 thé 18n téi hang ty sau 30 dén 40 chu ky. Cac ban sao nay do c6 cung kich

thude phan tir va di 16n vé mat sé lugng nén co thé phat hién dé dang nho dién



di trén thach agarose.

Trong co thé sinh vét, qué trinh sao chép ADN dua trén co s& mach khuén,
khoi dau bang cac trinh tu mdi va duoc quyét dinh boi tac dong cua enzyme
ADN polymeraza. Bang phan tng PCR, khi cung cap du DNA khu6n mau, mai,
ADN polymeraza va cac thanh phan bo sung khac nhu: dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), dung dich dém cho phan tng PCR, chiing ta c6 khuéch dai sd
luong ban sao cua cac gen dac hiéu O1, 0139 va ctxA , toxR co lién quan dén vi
khuan ta thanh hang triéu ban sao nhd hoat dong cua enzyme Taq polymeraza
va 4 cap moi dac higu cho cac doan ADN nay. Muc dich cta phan tmg 1a dé phat

hién sy hién dién caa mot hay nhiéu gen dac hiéu.

5. Ky thuat Southern blot

- Nguyén ly: Ky thuat Southern blot phan tich ADN cua b gen cua thuc
khuan thé ta. Sir dung enzyme giéi han, cat ADN thanh cac doan nho va dién
di ching trén thach agarose. Thach da dién di dwoc chuyén lén mang
nitrocelluloza dé phan biét kich thudc cac doan gen hoic so sanh ADN cua c4c
thuc khuan thé ta khac nhau.

Phuong phap Southern blot sir dung dé xac dinh trinh ty dic hiéu cua ADN.
ADN miu duoc cit bang cac loai enzyme gigi han, sau d6 duogc dién di trén

thach (agarose hoic polyacrylamide), mau dugc bién tinh va chuyén Ién mang

9
A1l

lai nitrocelluloza, dé "lai" véi cac mau acid nucleic d3 duoc danh dau (ADN c6

thé duoc danh dau bang chat phong xa hoic khong).
Tur két qua "lai" cd thé xac dinh va phan lap duoc doan ADN mong muén.

Sau d6, danh gia phan tich két qua.



Phu luc 2 : Pia diém lay miu tai 04 tinh/thanh phd

mién Bic Viét Nam

—
—

Vi tri

Tinh/thanh phé

Soéng Kim Nguu (gan cau Lac Trung)

Song Kim Nguu (gan sé 135 duong Tam Trinh)

Ho6 Thanh Nhan (duong V8 Thi Séu)

Ho Yén S¢ (quan Hoang Mai)

Song T6 Lich (khu vuc Nga tu So)

Ho Linh Pam (ban déo Linh Dam)

Song To Lich (khu vuc Dai Kim)

Séng T6 Lich (khu vuc gan cau Buou)

© o N @ g & W N

Song Nhué (gan cau Trang)

l_\
o

Kénh nudc (ngd 632 duong Quang Trung, quan
Ha DPong

Ha Noi

Kénh nudc (gan TYT phuong Hoa Nghia, quan
Duong Kinh)

Séng He (gan Nha van hoa phuong Hoa Nghia,
quan Duong Kinh)

Kénh nudc (gan cong lang phuong Hoa Nghia,
quan Duong Kinh)

Kénh nudc (gan Nha van hoa Quy Kim, quan D6
Son)

Kénh nudc (gan dudng Quy Kim, quan Do Son)

Kénh nuéc (gan cong lang duong Quy Kim, quan
Db Son)

Kénh nudéc (ctra song DPay, phuong Hai Thanh,

quan Duong Kinh)

Hai Phong




TT

Vi tri

Tinh/thanh phé

Kénh nuéc phuong Hai Thanh (quan Duong
Kinh)

©

Kénh nudc (gan bai rac quan D6 Son)

l_\
o

Séng Lach Hong (quan Do Son)

Séng Lan (gan bénh vién huyén Tién Hai)

Kénh nudc (gitra x3 Tay Tién, Tién Hai)

Kénh nudc (gan trudong cap 3 Tién Hai)

Kénh 4 cong (xa Nam Hung, Tién Hai)

Kénh nudc (gan bai rac Nam Hung, Tién Hai)

Song Ong Tiéu (Nam Hung, Tién Hai)

Kénh tram xang (Nam Phu, Tién Hai)

Kénh gan bénh nhan ta 1 (Nam Phu, Tién Hai)

© o N o o &~ W N

Kénh gan bénh nhan ta 2 (Nam Phu, Tién Hai)

H
©

Séng gan TYT xa Nam Pha, Tién Hai

Thai Binh

Kénh nuéc thdn 9 (Truc Thai, Truc Ninh)

Kénh nudc thdn 7 (Truc Théi, Truc Ninh)

Kénh nudc (gan TYT xa Tryc Thai, Truc Ninh)

Kénh nudc thon 3 (Truc Théi, Truc Ninh)

Kénh nuéc thdn 5 (Truc Thai, Truc Ninh)

Kénh nudc ké chg Truc Thai, Truc Ninh

Song Bé (Truc Cuong, Truc Ninh)

Soéng Bé (Truc Pha, Truc Ninh)

© O N o o &~ W N e

Kénh Liéu Pé (1), Nghia Hung

H
©

Kénh Liéu Pé (2), Nghia Hung

Nam Dinh




Phu luc 3: Danh sach chiing thwc khuan thé trong nghién ciu (36 chiing)

STT | Masbéching | Piadiém | Nim | MA&so Nguén chiing
nghién
cuu
1 | HPwh07.4.18 | Hai Phong | 2018 VP01 | Muc tiéu 1 cta nghién cuu
2 | HPwh10.06.18 | Hai Phong | 2018 VP02
3 | HPwh01.08.18 | Hai Phong | 2018 VP03
4 | HPwh07.08.18 | Hai Phong | 2018 VP04
5 | HPwh05.08.19 | Hai Phong | 2019 VP05
6 | HPwh04.12.19 | Hai Phong | 2019 VP06 Kho chung: Phong
7 HPsh05.02.20 | Hai Phong | 2020 VPQO7 TNVKDR, Vién VSDT
8 | HPsh08.02.20 | Hai Phong | 2020 VP08 Trung wong
9 | TBsh08.02.18 | Thai Binh | 2018 VP09 | Muc tiéu 1 cta nghién cuu
10 | TBwh04.04.18 | Thai Binh 2018 VP10
11 | TBwh07.06.18 | Thai Binh | 2018 VP11
12 | TBwh02.08.18 | Thai Binh | 2018 VP12
13 | TBsh09.10.18 | Thai Binh | 2018 VP13
14 | 14-9.09w/TB | Thai Binh | 2009 VP14 Kho chung: Phong
15 | 73-6.07sh/TB | Thai Binh | 2007 VP15 TNVKDR, Vién VSDT
16 | 76-6.07sh/TB | Thai Binh | 2007 VP16 Trung vong
17 | 84-6.07sh/TB | Thai Binh 2007 VP17
18 | 85-6.07sh/TB | Thai Binh | 2007 VP18
19 | 88-6.07w/HP Hai Phong | 2007 VP19
20 | 92-6.07w/HP | Hai Phong | 2007 VP20
21 | 92-6.07sh/HP Hai Phong | 2007 VP21
22 | 107-6.07sh/HP | Hai Phong | 2007 VP22
23 | 108-6.07sh/TB | Thai Binh | 2007 VP23
24 | 124-6.07sh/TB | Thai Binh 2007 VP24
25 | 155-9.07sh/TB | Thai Binh | 2007 VP25
26 | 158-9.07sh/TB | Thai Binh 2007 VP26
27 | 160-9.07w/TB | Thai Binh | 2007 VP27
28 | 165-9.07sh/TB | Thai Binh | 2007 VP28
29 | 43-5.08sh/TB | Thai Binh | 2008 VP29
30 | 47-5.08w/TB | Thai Binh | 2008 VP30
31 | 3-8.08sh/TB Théai Binh | 2008 VP31
32 | 4-8.08sh/TB Thai Binh | 2008 VP32
33 | 8-8.08sh/TB Thai Binh | 2008 VP33
34 |9-8.08sh/TB Théai Binh | 2008 VP34
35 | 12-8.08sh/TB | Thai Binh | 2008 VP35
36 | 16-8.08sh/HP | Hai Phong | 2008 VP36




Phu luc 4: Két qua thu thap cac chiing vi khuan thir nghiém (20 chiing)

KQ
X oA Al s A . . 3R Xéc
STT | Mé so chiing Loai ching Nguon Nim | Dia diem dinh
ch'ﬁng
Vi khuén ta O, o R (+)
1 Bgd17 Cb dién Nhat Ban | 1982 Bangladesh
2 Vcl54 Vi khgén ta O1, Nhat Ban 1967 (+)
Co dién Thai Lan
H218 Vi khuan ta O1, Nhat Ban (+)
3 Cb dién 1962 1 14 Lan
4 | ko3 Vi khuan ta O1, Nhat Ban 1975 (+)
El tor Kenya
c | A107 Vi khuan ta O1, Nhat Ban 1933 (+)
El tor Kenya
6 | Mak757 Vi khuan ta O1, Nhat Ban 1937 _ (+)
El tor Indonesia
Vi khuan ta Nhat Ban (+)
7| All837 0139, Bengal 1992 | Bangladesh
Vi khuan ta Nhat Ban (+)
8 | All85 0139, Bengal 1992 | Bangladesh
Vi khuan ta Nhat Ban (+)
9 | Al4450 0139, Bengal 1992 Bangladesh
Vi khuan ta O1, Vién Ha Noi, (+)
10 [ VNOABPIOT | gy oy vsDTTW | 27 | viet Nam
Vi khuan ta O1, Vién Hai Phong, (+)
11} VN29/95 El tor vsDTTW | 9% | vigt Nam
Vi khuan ta O1, Vién Hai Phong, (+)
12 | VN293/03VN El tor VSDTTW 2003 Viét Nam
Vi khuan ta O1, Vién Ha Noi, (+)
13 | VNO2P/10 El tor VSDTTW 2010 Viét Nam
14 F1-BNtiéu |V. Vién 2018 Hai Duong, (+)
chay ‘ parahaemolyticus | VSDTTW Viét Nam
15 | ShTb2—Pam | V. Vien 2019 | Théi Binh, [ (+)
nudi tom parahaemolyticus | VSDTTW Viét Nam
V. Vién (+)
16 | ATCC 17802 parahaemolyticus | VSDTTW
Vién (+)
17| ATCC 25922 | ¢ o VSDTTW
Shigella flexneri Vién (+)
18 | ATCC 12022 b VSDTTW
Salmonella Vién (+)
19| ATCC 13076 | o ioritidis VSDTTW
Staphylococus Vién (+)
20 | ATCC L1632 | o VSDTTW




Phu luc 5: Cac ky thuat xét nghiém ap dung trong nghién ciru

1. Phwong phap phan lap vi khuan ti tir miu nuwéc
450ml mau nudc thu thap duoc tron déu voi 50ml dung dich APW

(alkaline peptone water) 10X, diéu chinh mdi trudng nuéi cau & diéu kién pH

khoang 8.5, sau d6 duoc u ¢ 37°C trong 18-24 gid dé ting sinh vi sinh vat. Sau

tang sinh, cdy chuyén mau trén sang méi truong phan lap chon loc TCBS

(Thiosulfate citrate bile sucrose agar) & pH 8.6, 37°C trong 24 gid. Chon céc

khuan lac nghi ngd vi khuan ta dé xac dinh cac dic diém hinh thai, kiém tra

tinh chat sinh hoa va 1am phan tng ngung két voi khang huyét thanh dic hiéu

da gia va don gia.

2. Ky thuat thir nghiém kha ning ly giai ciia cac thuc khuan thé ta & diéu
kién pha loAng mit d¢ khac nhau

- Chuan bj cac thuc khuan thé & nong do khoang 10° PFU/m.

- Chuan bi cac mau vi khuan ta chuan ATCC ¢ OD600 = 0.8.

- Chuan bi cac dia thach LB agar va thach mém.

- Gifr dia thach nén LB agar ¢ 37°C va thach mém ¢ 55°C.

- Pha lodng thyuc khuan thé ¢ c4c nong do 10 dén 1010

- LAy 30pI canh khuan vi khuan ta (OD600 = 0.8) trén véi 3ml thach mém
giit & 55°C va lang déu lén mat dia thach LB agar.

- Giir dia thach trén ¢ nhiét do phong thi nghiém 10 phat => nho 10ul dung
dich phage da pha loang vao dia thach trén.

- Giir dia thach trén ¢ nhiét d6 phong thi nghiém 30 phut, sau d6 dem u &
37°C/24h.

- Doc két qua: Tim cac vét tan/Plaque tai c4c vi tri nho dung dich phage.

3. K§ thuit thir nghiém kha ning ly giii ciia cac thuc khuan thé ta ¢ diéu
kién pH moi trwong thir nghiém khac nhau

- Chuan bj cac thuc khuan thé & nong do khoang 10°PFU/m.



Chuan bi cdc mau vi khuan ta chuan ATCC ¢ OD600 = 0.8.

Chuan bi cac dung dich phage ¢ cac diéu kién pH 4,0 d&n pH 10. Giil cac
dung dich phage & 25°C trong 24h truéc khi tién hanh nho dia.

Giir dia thach nén LB agar ¢ 37°C va thach mém ¢ 55°C.

L4y 30pl canh khuan vi khuan ta (OD600 = 0.8) trén véi 3ml thach mém
giit & 55°C va lang déu lén mat dia thach LB agar.

Gitr dia thach trén ¢ nhiét @6 phong thi nghiém 10 phat => nho 10pl dung
dich phage vao cac dia thach trén,

Gitlr dia thach trén ¢ nhiét 6 phong thi nghiém 30 phut, sau d6 dem u &
37°C/24h.

Doc két qua: Tim céc vét tan/Plaque tai cac vi tri nho dung dich phage.

. K§¥ thuat thir nghiém kha niing ly giai ciia cac thuc khuan thé ta ¢ diéu
kién nhiét d¢ moi truwdng thir nghiém khac nhau

Chuan bi cac thuc khuan thé & néng do khoang 10° PFU/ml, pH 7.0.
Chuan bi cac dung dich thuc khuan thé ta/phage va dung dich déi chiing
PBS ¢ cac diéu kién nhiét do: (4°C, 15°C, 25°C, 30°C, 37°C, 41°C, 45°C,
55°C) va dung dich PBS .

Chuan bi cdc mau vi khuan ta chuan ATCC ¢ OD600 = 0.8.

Tron 0,5 ml canh khuan ta OD600=0.8 v&i 0,5ml dung dich phage da gitt ¢
cac diéu kién nhiét do trén véi (4°C, 15°C, 25°C, 30°C, 37°C, 41°C, 45°C,
55°C) va 1 2h.

Loc qua fil loc 0,22um (hang Sartorius).

Chuan bi cac dia thach LB agar va thach mém.

Giir dia thach nén LB agar ¢ 37°C va thach mém ¢ 55°C.

L4y 30pl canh khuan vi khuan ta (OD600 = 0.8) tron véi 3ml thach mém
gitr & 55°C va lang déu 1én mat dia thach LB agar.



Gitr dia thach trén ¢ nhiét @6 phong thi nghiém 10 phat => nho 10ul dung
dich phage pha lodng & cé4c giai mat do tir 10 ¢én 10"° vao cac dia thach
trén.

Giwr dia thach trén ¢ nhiét do phong thi nghiém 30 phut, sau d6 dem u &
37°C/24h.

Doc két qua: Tim cac vét tan/Plaque tai cac vi tri nho dung dich phage.

Két qua dugc danh gia 1a 0 khi tai cac moc pha lodng vét tan/ Plaque cua
mau thtr nghiém va dung dich phage gbc ban dau twong dong.

Két qua duoc danh gia 1a 1+ khi tai moc pha lodng sau moc duge danh gia
14 0 mot bac, s6 cac vét tan/Plaque tai vi tri nho mau <10 vét tan/plaque.
Két qua duoc danh gia 1a 2+ khi tai mdc pha lodng sau mdc dugce danh gia
14 0 mot bac, s6 cac vét tan/ Plaque tai vi tri nho mau > 10 vét tan/plaque.
Céc vét tan con rd cac ranh giai.

Két qua duoc danh gia 1a 3+ khi tai mdc pha lodng sau mdc duoc danh gia
1a 0 mot bac, s6 cac vét tan/Plaque tai vi tri nho mau > 10 vét tan/plaque.

Céc vét tan khéng ro cac ranh gidi.

Phalodng | Chéng | Mau0 | Miul Miu2 | Maiu3
101 + + + + +
102 + + + + +
1073 + + + + +
104 + + + + +
107 + + + + +
106 + + + + +
1077 + + + + +
108 - - + + +
Panh gia 0 1+ 2+ 3+

<10VT >10VT | >10VT




5. K§ thuit thir nghiém thoi gian ton tai ciia cac thuc khuin thé ta & diéu
kién moi trwomg nudc ngoai canh khac nhau

- Thu thap céc loai mau nuéc Séng, nuéc Ao/HH, nude May, nudc Giéng,
nudc Mua ¢ cac tinh/thanh phd Ha Noi, Thai Binh, Nam Binh va Hai Phong.

- Chuan bi dung dich thyc khuan thé & mat o 1012

- Tron dung dich thuc khuan thé vai mdi loai nude thu thap va diéu chinh mat
do & khoang 10° PFU/m.

- Tién hanh lay mau thir nghiém kha nang ton tai cia thuc khuan thé ta trong
mau tron trén ¢ cac moc thoi gian: 0 (tai thoi diém tron mau), 1 tuan, 2 tuan,
1 thang, 3 thang, 6 thang.

- Chuan bi cac mau vi khuan ta chi thi & OD600 = 0.8.

- Chuan bi cac dia thach LB agar (a 4m 37°C/10-15") va 3ml thach mém gitt
& 55°C.

- Lay 30pl canh khuan vi khuan ta chi thi & néng do khoang 105 CFU/mll,
30pl dung dich mau (pha lodng tir10'* d¢én 107), tron déu véi 3ml thach mém
giit & 55°C va lang déu lén mat dia thach LB agar.

- Cho khoang 10 phdt cho mat thach déng lai rdi, sau d6 dem u & 37°C/24h.

- Doc két qua: dém sb luong cac vét tan/Plaque trén cac dia thach.

6. K§ thuat thir nghiém kha niing ly giai ciia cac thuc khuan thé ta & diéu
kién thoi gian ton tai va méi trudng nwéc ngoai canh khac nhau

- Thu thap céc loai mau nuéc Song, nuéc Ao/Ho, nudec May, nudc Giéng,
nudc Mua ¢ cac tinh/thanh phd Ha Noi, Thai Binh, Nam Binh va Hai Phong.

- Chuan bi dung dich thuc khuan thé & mat do 10%2

- Tron dung dich thuc khuan thé vai mdi loai nude thu thap va diéu chinh mat
do & khoang 10° PFU/ml.



Tién hanh 1ay mau thir nghiém kha ning ton tai cia thuc khuan thé ta trong
mau tron trén ¢ cac mdc thoi gian: 0 (tai thoi diém tron mau), 1 tuan, 2 tuan,
1 thang, 3 thang, 6 thang.

Chuan bi cac mau vi khuan ta chi thj & OD600 = 0.8.

Chuan bi cac dia thach LB agar (i 4m 37°C/10-15") va 3ml thach mém giir
& 55°C.

L4y 30pl canh khuan vi khuan ta chi thi & nong do khoang 108 CFU/m,
tron déu véi 3ml thach mém gitr ¢ 55°C va lang déu Ién mat dia thach LB
agar.

Gitr dia thach trén ¢ nhiét @6 phong thi nghiém 10 phat => nho 10pl dung
dich miu & cac méc thoi gian trén vao cac dia thach trén.

Gitlr dia thach trén ¢ nhiét 6 phong thi nghiém 30 phut, sau d6 dem u &
37°C/24h.

Doc két qua: Tim céac vét tan/Plaque tai cac vi tri nho dung dich phage.



Phu luc 6: Hinh anh vét tan/Plaque trong nudi cay thuc khuan thé ta

va xét nghiém PCR

Hinh anh Plaque trong nudi ciy thwc khuin thé ta

P.C: Chung duong; 1-10: Mau nuréc ngoai canh

Fsl

Hinh anh PCR xét nghiém miu nwéc ngoai canh

1: thang chuan 100bp; 2: chig duong cho gen fs1 va fs2, 3: chirng am; 4-13 13 mau

ngoai canh



Phu luc 7: Mét s6 hinh anh thu thap mau nwéc ngoai canh




anh thi nghié

hinh anh thuc h

()

Phu luc 8: Mot s




Phu luc 9: SOP nudi cay vi khuan ta (kém theo)
Phu luc 10: SOP PCR xét nghiém vi khuan ta, thuc khuan thé (kém theo)



