Nghién ctru khoa hoc céng nghé

KHAO SAT TY LE NHIEM Rickettsia VA Orientia tsutsugamushi TREN
BENH NHAN SOT KHONG RO NGUYEN NHAN TAI HA GIANG
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1. PAT VAN PE

Bénh sét do Rickettsia 1a bénh truyén tir dong vat sang ngudi gy ra boi vi
khuin gram am ky sinh ndi bao bat budc thude bd Rickettsiales, ho Rickettsiaceae
thong qua vector truyén bénh 1a cac loai dong vat thudc nganh chan khép, bao gdm:
ve, mo, bo chét, chéy ran..[1, 2]. Bénh sbt Rickettsia duge cho 1a nguyén nhan gy
bénh sbt phd bién thtr hai trong khu vuc Péng Nam A sau sét xuat huyét [3]. Ho
Rickettsiaceae gdbm 2 chi 1 Rickettsia va Orientia dugc chia thanh 3 nhém chinh
gdém nhom st ndi mun (Rickettsia spotted fever group), nhom st phat ban (typhus
group) va nhom sét mo (scrub typhus) [4]. Nhom s6t phat ban va sét mo phan bd
phd bién & khu vuc Pong Nam A. O Chau A, Rickettsia typhi 1a nguyén nhan chinh
gy bénh sbt thudc nhoém phat ban va Orientia tsutsugamushi 13 nguyén nhan phd
bién gay bénh sdt mo [5, 6]. Rickettsia nhém sdt ndi mun gdm it nhat 30 loai, tuy
nhién hién nay méi chi phéan lap dugc khoang 20 loai giy bénh gdm R. rickettsii, R.
parkeri, R. africae, R. massiliae, R. philipii, R. conorii, R. sibirica, R. slovaca, R.
raoultii, R. monacensis, R. aeschlimannii, R. helvetica, R. heilongjiangensis, R.
japonica, R.  honei, R. tamurae, Candidatus Rickettsia kellyi, R. australis, R.
mongolotimonae, R. felis va R. akari,... trong d6 R. rickettsii 1a loai giy bénh
Rickettsia nhom sbt ntii da phd bién nhat & My [7] va R. conorri 14 loai Rickettsia
phd bién ¢ khu vuc chau Au, chdu Phi va chau A [8, 9, 10].

Hién nay, c¢6 nhiéu phuong phap xét nghiém phat hién Rickettsia va O.
tsutsugamushi dugc tng dung trong cac bénh vién nhu phuong phap nested PCR
hodc real-time PCR cho phat hién sém DNA cua tdc nhan gay bénh va phuong phap
ELISA phat hién khang thé trong miu mau va huyét thanh bénh nhan. Nghién ciru
ctia tac gia N. V. Minh va cs, 2017 cho thiy di phat hién thiy DNA cta vi khudn O.
tsutsugamushi trong cac mau mau bénh nhan sét khong rd nguyén nhéan thu thap
duoc tai Bénh vién Da Khoa tinh Ha Giang [11]. Nghién ctu sy luu hanh khang thé
cta nhom sot mo, sot phat ban va sot néi myn trén quan thé nguoi khoe manh tai
khu vuc mién Béc Viét Nam cho thay sy ¢ mat cua cac khang thé khang Rickettsia
nhom sét mo, sdt néi mun va st phat ban 1an luot 14 1,1%; 1,7% va 6,5% [12].

Dia ban tinh Ha Giang c6 vi tri dia Iy phuc tap giap bién gioi, su giao thoa
gifta cac tic nhan dé xdy ra, do do nguy co lay nhiém cac bénh lay truyén tir dong
vat sang nguoi cao. Cac nghién ctru vé su luu hanh cta Rickettsia tai khu vyuc bién
giéi nhu tinh Ha Giang hién nay chwa c6. Két qua nghién ctru sy luu hanh cta
Rickettsia trén cac dong vat gam nhim va ngoai ky sinh trung tai Ha Giang cua
ching t6i cho thdy di ¢6 sy luu hanh cia Rickettsia nhom s6t n6i mun va Rickettsia
typhi bang nested PCR (dit liéu chua cong bd). _Tuy nhién, 5O liéu vé su luu hanh
khang thé cac nhom Rickettsia khac nhu nhom sbt phat ban va sdt néi mun trong cac
bénh nhan tai khu vuc tinh Ha Giang chua dugc cap nhat. Vi vay, trong nghién ctru
nay, chiing t6i tién hanh khao sat su luu hanh cac khang thé IgM cua O. tsutsugamushi,
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2 nhom Rickettsia gdbm nhom sbt phat ban (Rickettsia typhi), nhom s6t néi mun
(Rickettsia rickettsii) va khang thé IgG khang Rickettsia nhom sbt ndi mun trong cac
mau bénh nhan thu thép tai bénh vién da khoa tinh Ha Giang.

2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. P6i twong nghién ciru

Mau méu tong s6 cta 162 bénh nhan sét nghi ngd nhidm O. fsutsugamushi
duoc thu thap tai bénh vién da khoa tinh Ha Giang vdi céc triéu chung nhu: sbt cao
trén 38°C kém nhire dau, dau co, c6 hodc khong co vét loét dic trung, co thé ndi
hach sung dau tai khu vuc cé vét loét.

Mau mau tong sb (khoang 2-3ml) dugc ldy vao dng dung mau chéng dong co
chira EDTA va bao quan & -80°C.

2.2. Phuwong phap nghién ciru
2.2.1. Tdch chiét DNA cdc méu nghién ciru

Cac m::lu mau bénh nhén sot khong rd nguyén nhan thu thap duoc tién hanh tach
chiét DNA tong s6 st dung bo kit G-spin total DNA extraction (Intron, Han Qudc).
Quy trinh tach chiét DNA duoc tién hanh theo hudng dan ctia nha san xuit.

2.2.2. Phuong phap real-time PCR phat hién O. tsutsugamushi, Rickettsia
typhi va Rickettsia nhom sot noi mun

B6 kit O. tsutsugamushi, Rickettsia typhi va Rickettsia SFG real-time PCR
(Amplisens, LB Nga) dugc st dung cho phéat hién DNA cua O. tsutsugamushi,
Rickettsia nhoém sét phat ban va sbt ndi mun. Thanh phan phan tmg trong 25 pl tong
thé tich ¢c6 10 pl hén hop PCR 1; 4,5 ul hén hop PCR 2; 0,5 ul DNA taq F
polymerase; 10 ul DNA. Chuong trinh PCR duoc tién hanh nhu sau: 95°C trong 15
phut (1 chu ky), (95°C trong 10 gidy, 60°C trong 20 gidy) x 45 chu ky. Kénh phat
huynh quang (FAM/Green, JOE/Yellow voi bd kit Rickettsia SFG va O.
tsutsugamushi real-time PCR; FAM/Green, ROX/Orange véi b kit Rickettsia typhi
real-time PCR).

2.3. Pao dirc trong nghién ciru

Nghién ctru cta dé tai da duoc Hoi dong dao dirc trong nghién ctru y sinh hoc
cta Trung tam Nhiét déi Viét - Nga thong qua.

3. KET QUA VA BAN LUAN

3.1. Ket qua phat hién O. tsutsugamushi, Rickettsia typhi va Rickettsia
nhém sot néi mun

Hai loai mau bénh pham chii yéu dugc str dung trong xét nghiém PCR 14 vay
hodc dich vét loét va mau toan phan. Mot s nghién ctru cho thay xét nghiém tir miu
vay hay vét loét co do nhay cao hon nhiéu so voi mau mau [13], tuy nhién rét it cac
bénh nhan c6 vét loét dién hinh vi vdy trong nghién ctru ndy, miu mau cta bénh
nhan da dugc thu thap. Tién hanh real-time PCR trén 162 mau méau bénh nhén thu
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thap tai Bénh vién da khoa tinh Ha Giang cho thay c6 40/162 truong hop duong tinh
v6i O. tsutsugamushi, chiém ty 18 24,69%. Cac miu 4m tinh voi O. tsutsugamushi
(142 mau) duogc tién hanh real-time PCR phét hién Rickettsia typhi va Rickettsia
nhém sét ndi mun. Két qua cho thdy c6 2/142 mau duong tinh v6i Rickettsia nhom
s6t ndi mun, chiém ty 18 1,41% va 8/142 trudng hop dwong tinh voi Rickettsia typhi,
chiém ty 18 5,63% (bang 1).

Bang 1. Ty 1¢ phat hién O. tsutsugamushi va Rickettsia bang real-time PCR

Tac nhan gay bénh O. tsutsugamushi Ri;l;z}tlt;ia Rlsff::zlla”::’;:m
S6 mau duong tinh (n) 40 8 2
Ty 1€ duong tinh (%) 24,69 5,63 1,41
Tong sb mau nghién ciru 162 142 142

Nghién ctru cua tac gia Nguyén Vin Minh va cong su, 2017 cho thay trong
149 mau mau bénh nhan chan doan so b sdt mo tai mot sd bénh vién khu vyc phia
Bic trong d6 c6 bénh vién da khoa tinh Ha Giang cho thdy c6 31,5% mau duong
tinh v6i O. tsutsugamushi bang ky thuat nested PCR [11]. Nhu vy da c6 sy luu
hanh cua O. tsutsugamushi tai dia ban tinh Ha Giang. Tuy nhién, hién nay chua cé
cong bd nao vé ty 1& nhidm Rickettsia nhém sdt ndi mun va Rickettsia typhi trén cac
bénh nhan tai Viét Nam.

3.2. Két qua ELISA phat hién khang thé IgM khang O. tsutsugamushi,
Rickettsia typhi va Rickettsia nhém s6t ndi mun

Dé xac dinh ty 18 lvu hanh khang thé khang O. tsutsugamushi, Rickettsia typhi
va Rickettsia nhom sot néi mun trong cdc mau bénh nhan thu thap tai bénh vién da
khoa tinh Ha Giang, 162 mau huyét thanh bénh nhan da duoc thuc hién. Két qua cho
thiy c6 54/162 méu duong tinh voi IgM khang O. tsutsugamushi, chiém ty 1e
33,33%, 13/162 mau duong tinh VOl Rickettsia typhi, chiém ty 1& 8,02%, 3/162 mau
dwong tinh v6i Rickettsia nhém sot néi mun, chiém ty 1€ 1,85% (bang 2). Ket qua
nay kha twong ddng véi két qua Real-time PCR. Trong s6 162 bénh nhéan sot khong
1d nguyén nhén thi s6 bénh nhan nhidm O. tsutsugamushi c6 ty 1& cao nhat, tiép dén
1a Rickettsia typhi va thip nhat 1a Rickettsia nhom sét ndi muyn.

Bing 2. Két qua ELISA phat hién khang thé IgM khang O. tsutsugamushi,
Rickettsia typhi va Rickettsia nhom sot noi mun

Tac nhan gay bénh O. tsutsugamushi Ri;’;f;:;ia Rtsfte;tzlla;::m
S6 mau duong tinh (n) 54 13 3
Ty 1é duong tinh (%) 33,33 8,02 1,85
Téng s6 mau nghién ctru 162 162 162
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Trong nghién ctru nay, 162 mau bénh ciing duoc tién hanh ELISA phat hién
khang thé IgG khang Rickettsia nhém sét néi mun. Két qua cho thay co 3/162
truong hop dwong tinh, chiém ty 16 1,85%. Nghién ctru sy lvu hanh khang thé IgG
khang Rickettsia cia nhom tac gia Nguyén Vii Trung va cong sy ndm 2017 trén d6i
tuong nguoi khoe manh tai khu vyce mién Bic Viét Nam cho théy nhom sét phat ban
chiém ty 1€ cao nhét 6,5%, tiép dén 1a nhom sét ndi mun chiém 1,7% va cudi cung la
nhom s6t mo chiém 1,1% [12]. Nhu vdy, ca nguoi bénh va ngudi khoé manh déu co
su luu hanh cua Rickettsia nhom s6t n6i mun. Két qua nay déng vai trdo quan trong
trong giam sat du phong bénh sOt do Rickettsia tai Ha Giang noi riéng va cac khu
vuc mién Bic Viét Nam néi chung.
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Hinh 1. Sy phan bd tic nhan gay bénh theo gidi tinh

Phan tich sy phan bd cua 3 tic nhan giy bénh gém O. tsutsugamushi,
Rickettsia typhi va Rickettsia nhém st néi mun theo gidi tinh cho thay, s6 cac bénh
nhan nam dwong tinh véi tac nhan O. tsutsugamushi gy bénh s6t mo cao hon nir.
Cu thé trong 54 trudong hop duong tinh véi O. tsutsugamushi ¢6 30 trudong hop la
nam va 24 truong hop la nir. Co thé giai thich rang, tai Ha Giang, nam gi6i hang
ngdy phai tiép xtic v6i rimg nii, dong vat gam nhim va ngoai ky sinh tring ciia
chung da lam tang nguy co nhlem s6t mo so voi nit gidi. Khong c6 su khac nhau
nhiéu vé giGi tinh trong s cac bénh nhan duong tinh véi Rickettsia typhi va
Rickettsia nhom s6t ndi mun. Trong 13 truong hop dwong tinh v&i Rickettsia typhi
c6 7 truong hop 1a nam va 6 truong hop 1a nit. Tuong tu, trong 3 trudng hop duong
tinh véi Rickettsia nhom sbt néi mun c¢6 2 mau 1a nam, 1 mau 1a nit (hinh 1).
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Két qua phén tich sy phan bd tac nhan giy bénh theo d6 tudi cho thdy, trong 3
d6 tudi phan tich gdbm dudi 6 tudi, tir 6 dén 18 tudi va trén 18 tudi cho thiy sb ca
duong tinh véi ca 3 tdc nhan trén déu thudc do tudi trén 18 tudi. Cu thé, trong cac
mau duong tinh v&i O. tsutsugamushi, 72% trudng hop ¢ do tudi trén 18 tudi. trong
khi 92% mAau duong tinh v&i Rickettsia typhi nam & do tudi nay (hinh 2).
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Hinh 3. Sy phén b tac nhan gy bénh theo dia diém

Phén tich su phan bd cia 3 tic nhan O. tsutsugamushi, Rickettsia typhi va
Rickettsia nhém sbt ndi mun theo vung dia ly. Phan 16n cac miu bénh thu thap tai
bénh vién da khoa tinh Ha Giang 1a mau cta nhitng ngudi séng trén dia ban tinh Ha
Giang g(“)m huyén Vi Xuyén, Quan Ba, Bic Mg, thanh phé Ha Giang, Yén Minh,
Quang Binh, ... ngoai trir c6 2 truong hop & Cao Béng, 1 truong hop ¢ Péc Lic. Két
qua phén bd theo dja diém cho thdy c6 mét ty 18 cao cac truong hop dwong tinh voi
3 tac nhan trén thudc huyén Vi Xuyén, tinh Ha Giang (hinh 3). BPong vat gam nham
va ngoai ky sinh trung 13 hai ngudn 1ay nhiém céc tac nhin Rickettsia chinh. Vi vay,
can c6 thém cac nghién ctiru khao sat vé su luu hanh cac tac nhan Rickettsia trén d6i
tuong dong vat gdm nhém, dac biét trén dia ban huyén Vi Xuyén, tinh Ha Giang.
Nghién ctru nay s& dong vai tro quan trong trong du phong bénh st do Rickettsia.

4. KET LUAN

- Xét nghiém real-time PCR cho thay, ty 1¢ dwong tinh véi O. tsutsugamushi,
R. typhi, Rickettsia SFG trong 162 bénh nhan sbt khong r& nguyén nhan lan luot 1a
24,69%, 5,63%, va 1,41%. Cac ca duong tinh khong c6 sy khac nhau nhiéu vé giéi
tinh, tap trung chii yéu & Itra tudi trén 18 va phan bd chu yéu trén dia ban huyén Vi
Xuyén, tinh Ha Giang.

- Ty 1& luu hanh cac khang thé IgM khang O. tsutsugamushi, R. typhi,
Rickettsia SFG trong 162 bénh nhan xét nghiém bang ELISA lan luot 1a 33,33%,
8,02%, va 1,85%. Ty 1¢ luu hanh khang thé IgG khang Rickettsia SFG 1a 1,85%.
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SUMMARY

SURVEY OF RICKETTSIA AND ORIENTIA TSUTSUGAMUSHI INFECTION
RATE IN UNKNOWN ORGIN FEVER PEOPLE IN HA GIANG PROVINCE

Rickettsial fever is one of a zoonotic disease which is caused by bacteria
genus Rickettsia. The ectoparasites such as ticks, mites, fleas, lice... were
demonstrated as the main transmited vectors through host reservoirs are rodents
and small animals including mice, squirrels, mink... These is the main cause of
Rickettsia infection in human. The prevalence of Rickettsia and Orientia
tsutsugamushi in rodents and ectoparasites and patients in Vietnam were reported.
However, the data still was not clearly and fully understanding. Ha Giang is one of
the important provinces with complex mountainous terrain where there is a high
risk of zoonotic diseases. The O. tsutsugamushi was detected in patients collected
in Ha Giang province. In current paper, we describe the result for investigating the
Rickettsia infection rate as well as the seroprevalence of scrub typhus, Rickettsia
typhi and Rickettsia spotted fever group in fever of unknown origin patient
collecting in Ha Giang province general Hospital. The ELISA result in 162
patients indicates that seroprevalence of Orientia tsutsugamushi, Rickettsia typhi,
and Rickettsia spotted fever group are 33.33%, 8.02%, va 1.85%, respectively. The
real-time PCR result shows that the positive rates of Orientia tsutsugamushi,
Rickettsia typhi and Rickettsia spotted fever group are 24.69%, 5.63%, va 1.41%,
respectively.

Keywords: Rickettsia typhi, rickettsia spotted fever group, orientia
tsutsugamushi, scrub typhus, spotted fever group, typhus group, non-caused fever,
s0t mo, sot noi mun, sot khong ro nguyén nhan.
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