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MO DAU
1. Tinh cap thiét cia dé tai

VAan dé vé sinh an toan thuc phém ¢ Viét Nam dang dugc Chinh phu va
hau hét cdc Nganh, cdc cdp va ngudi tiéu ding quan tdim. Gan diy bdo chi
thudng xuyén 1én tiéng phan ddi viéc sir dung hormone, khang sinh, thudc
bao v¢ thuc vat khong ding muc dich va khong phu hop véi cdc qui dinh, gay
anh huong nguy hiém dén sirc khoé con nguoi. Viée phét hién thay chat sudan
trong 1ong d6 trimg ga, melamin trong sira, kim loai nang gap nhiéu 1an so vai
ngudng quy dinh 12 nhitng hdi chudng canh bdo cho sy mét an toan cua thuc
phém dang luu hanh tai Viét Nam. Theo s6 liéu théng ké cua Cuc V¢ sinh An
toan Thuc phém —~BO Y Té, nam 2010 ca nuée da xay ra 132 vu ngd doc thuc
pham voi 4.676 nguoi mac bénh, 3.281 ngudi nhap vién va c6 41 truong hop
tir vong. Nguyén nhan chinh 1a do vi khuan (Salmonella, Streptoccocus, E.
coli Staphylococcus); do doc t6 tu nhién va héa chét) [2].

E.coli O15:H7 1a mot trong cdc ching vi khuan nguy hiém gdy ngd doc
thue pham ¢ nhiéu qudc gia trén thé gidi véi cdc hoi chimg: tidu chdy, viem
rudt xuit huyét, uré huyét (Haemolytic ureamic syndrome-HUS). Thit bd va
cdc san pham ché bién tir bd 12 nhitng loai thuc phadm c6 nguy co cao nhiém
vi khuén E.coli O15:H7. Theo bdo cdo cua Griffin P.M, (1995) [47], 3,7%
mau thit bd & ving Nam My nhiém vi khuan E.coli O15:H7. O Chéau A,
E.coli O157:H7 di dugc phét hién ¢ Nhat Ban, Trung Qudc, An Do, Malaysia
(Yamada, 1993) [144], (Son Radu, 1998) [133]. O Vi¢t Nam, vi khuan nay
duoc phat hién thdy trong phin bd véi ty 1& 2% (Norobu va cong su, 2005)
[90]. Bén canh d6, cdc nghién ctru cua céic tic gia trong nudc da phat hién
thdy céc gen doc td dién hinh cua vi khuan E.coli O157:H7 trong thit bo, thit
lon, phan bo, phan lon véi ty 1& miu nhiém khd cao (Pham Cong Hoat va

cong su, 2003) [3], (Trﬁn Thanh Phong va cong su, 2007) [5].



Nhu vay, voi diéu kién chan nudi kém vé sinh va dic biét 1a diéu kién
giét md mét vé sinh, thiéu kiém sodt nhu hién nay ¢ Viét Nam thi nguy co
nhiém vi khuan E.coli O157:H7 vao céc loai thuc pham va gy ngd doc thuc
pham cho nguoi tiéu dung 12 rat dé xay ra.

Vi muc dich xdc dinh sy ¢6 mat cia vi khuan nay trong thit bo dé chu
dong trong cong tic phong, diéu trj bénh ngd doc thuc pham va san xuat
khang thé don dong phuc vu ché tao kit x4c dinh nhanh vi khuén, ching toi
tién hanh thuc hién dé tai: “ Xac dinh ty 18 nhiém Escherichia coli O157:H7
trong thit bo ban ¢ mot s6 dia diém tai Ha Noi, nghién ctru san xuat
khéng thé don dong diic hiéu”.

2. Muc tiéu cia dé tai

- Xdc dinh duoc ty 1& nhiém E.coli O157:H7 trong thit bd ban & mot $6
dia diém tai Ha Noi;

- San xuét duogc khang thé don dong dic hi¢u cua vi khuan E.coli
O157:H7.
3. Y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai
31Y nghia khoa hgc

- Viéc xé4c dinh dugc ty 1¢ nhiém vi khuén E.coli O157:H7 va céc dic

tinh sinh hoéa ciing nhu doc luc cua vi khuan nay s€ 1a co so dé xdc dinh dich
té hoc ctia hoi chting ngd doc thuc phém do vi khuan nay gay ra, tor d6 tao co
so dé xay dung cédc bién phdp phong ngira qud trinh 6 nhiém thuc pham va
diéu tri bénh do vi khuan nay giy nén.

- Pé tai dd dua ra duoc quy trinh ché tao khang thé don dong dic hiéu

v6i vi khuan E.coli O157:H7 c6 thé tng dung dé san xuat cdc kit chan dodn

huyét thanh hoc x4c dinh vi khuan nay.



3.2 Y nghia thuec tién

- Pé taj da xdc dinh duoc sy ¢6 mit cta vi khuan E.coli 0157:H7 trong
thit bd ban ¢ Ha Noi va mot sd ving phu can, ddng thoi chimg minh duoc
kha nang gay bénh cua cac chung nay.

- Pé tai da ché tao dugc 2 khang thé don dong dic hiéu 100% véi vi
khuan E.coli O157:H7. Hai khang thé nay di duoc st dung trong nghién ciru
tao phttc hgp khang thé va hat nano silica dé phat hi¢n s6 lugng vi khuén
E.coli O157:H7 do Vién Cong ngh¢ sinh hoc chu tri thyc hién.

- Viée xdc dinh duogc vi khuan E.coli O157:H7 va san xuét khéng thé
don dong phuc vu ché tao kit phdt hién vi khuan s& gép phan tich cuc trong
cong tdc dam bao v¢ sinh an toan thuc phém.

4. Nhitng déng gép méi cia dé tai

Két qua ctia dé tai hoan toan mai ¢ Viét Nam, véi cic 1y do:

- Pé tai duoc thuc hién véi ddi tugng 13 vi khuan E.coli O157:H7
nhiém trong thit bd va dic tinh gy dién hinh. Két qua cua dé tai 12 minh
chirng dau tién cho sy c6 mat cta vi khuan nay trong thit bo & Ha Noi va céc
vung phu cén.

- Lan dau tién ¢ Viét Nam ché tao duoc khang thé don dong didc hiéu
cta vi khuan E.coli O157:H7 dé Gmg dung vao quy trinh x4c dinh vi khuan

trong thuc phém va chin doén cho bénh nhan ngo doc thuc phém.



CHUONG I. TONG QUAN TAI LIEU
1.1 Vi khuén E.coli gay bénh

Escherichia coli (E.coli) 12 vi khuan thuong tri trong dudng rudt cia
nguoi va dong vat mau néng. Hau hét cdc chung E.coli 1a vo hai. Tuy nhién,
do su suy giam mién dich hodc c6 su tén thuong ¢ ni€ém mac duong ti€u hoa
mai ngay ca cdc ching E.coli thong thudng cling c6 thé gy bénh. Vi cic
chung gdy bénh, vi khuan c6 thé xAm nhap vao co thé thong qua bé mit mang
nhay niém mac hodc da va giy nén 3 hoi chimg 1am sang chu yéu, bao gom: 1)
nhiém khuan duodng tiét niéu, ii) nhiém tring huyét hoic viém mang nio, va
iii) viém rugt, tiéu chay.

Theo théng ké cua James Nataro va cdng sy, (1998) [53], cic chung vi
khuan E.coli gay bénh dugc chia thanh 5 nhém ( phu luc bang 1).

+ Nhém EPEC (Enteropathogenic E.coli): gdm céc chung E.coli giy
viém rudt, ti€u chay & tré em dudi 2 tudi (Polotsky va cong su, 1977) [106].

+ Nhém ETEC (Enterotoxigenic E.coli): gdbm céc ching E.coli tiét ra 2
ddc td rudt bén nhiét (heat stable toxin- ST) va doc td rudt khong bén nhiét
(heat-labile enterotoxin- LT). Trong do, doc t6 LT hoat héa men adenyl
cyclase trong t& bao rudt lam gia ting yéu t6 C.AMP (cyclic adenozin 5’
monophosphat). Yéu t6 nay sé& kich thich ion CI” va bicarbonat tich ra khoi té
bao ddng thoi e ché Na* bén trong té bao, gdy hién tugng kéo nudc tir té bao,
md vao long dng tiéu héa va hau qua 1a giy tiéu chay mat nudc. Con doc td
ST hoat héa men guanyl cyclase 1am ting yéu t6 C.GMC (cyclic guanosin 5’
monophosphat) bén trong té bao dan dén kich thich bai tiét mudi va nudc gay
ra tiéu chay. Nhitng chung E.coli ¢6 ca 2 loai ndi doc t6 LT va ST sé& gay ra

tiéu chay tram trong va kéo dai (Levine va cong su, 1987) [70].



+ Nhém EIEC (Enteroinvasine E.coli): nhitng chiung E.coli nay bam
1én niém mac va lam bong tréc gdy loét niém mac do d6 gy tiéu chay 1an
méu (giéng tridu chimg bénh ly do vi khuan Shigella) (DuPont va cong su,
1971) [35].

+ Nhém EAEC (Enteroaggregative E.coli): 1a nhém E.coli gay tiéu
chay nhung khong san sinh doc td (Cravioto va cong su, 1979) [29].

+ Nhém EHEC: 12 nhém E.coli giy tiéu chay xudt huyét, dai dién 12 vi
khuan E.coli O157: H7. Vi khuin nay giy bénh & ngudi véi céc triéu ching
cap tinh nhu: tiéu chay cip, xuét huyét duong tiéu hod, phan c6 13n mau, giy
hoi chimg ure huyét (HUS-Haemolytic Uraemic Syndrome), truong hop
nghiém trong c6 thé gay tir vong. 85-95% céc ca bénh nhiém E.coli O157:H7
12 ¢6 biéu hién hoi ching uré huyét (Riley va cong sy, 1983) [119].

E.coli O157:H7 1a vi khuan duy nhét thudc loai E.coli duy nhét giy ngd
ddc thuc pham & ngudi. Theo ude tinh ciia CDC, (1999) [26], hang nim s ca
nhiém vi khuan E.coli O157:H7 tai nuéc nay chiém khoang 20.000 nguoi,
trong d6, khoang 250 truong hop tor vong. Nguyén nhan cua tinh trang ngd
ddc nay 1a do E.coli O157:H7 nhiém trong nudc udng, rau xanh, thit bd va
céc san pham thyc phadm c6 ngudn gdc tir bd.

Theo céc tac gia Faith va cong sy, (1996) [39], Hancock va cOng su,
(1994) [48], ty 1€ E. coli O157:H7 trén gia suc non 16n hon ¢ gia sic truong
thanh. Con theo nghién ctru cua Doyle va cong su, (1997) [34] cho biét: E.
coli O157:H7 c6 mit trong 3,7% mau thit bd bén 1€, 1,5% mau thit lon, 1,5%
mau thit ga, 2% mau thit ctru. Bén canh dé, céc nghién ctru khéic ctia Le Saux
va cong su, (1993) [68], ciing chimg minh rang vi khuan E. coli O157:H7
nhiém trong thit bd tdi, sita twoi va banh humburger 12 nguyén nhan gy nhiéu
vu ngd doc thuc pham & My va Canada. Ngoai ra, nguoi ta cling di xdc dinh

duoc su ¢c6 mat cua vi khuén nay o sOt mayonaire (Griffin, 1995) [47], nudc



hoa qua chua thanh tring (Besser va cong su, 1993) [14], (Mc Carthy, 1996)
[78] va rau séng (Morgan, 1988) [83].

O Viét Nam, mac du chua c6 bdo céo vé sb truong hop ngd doc thuc
phém do E.coli O157:H7, tuy nhién, theo bdo cdo cua Noboru va cong su,
(2005) [90], 2/100 mau phan bo nudi tai Viét Nam cé mit vi khuén nay. Theo
mot sd cic nghién ciu ¢ trong nudc cia tic gia nhu: Pham Cong Hoat va
cong su, (2003) [3] di x4c dinh duoc 8/33 mau phan lgn tiéu chay nhiém doc
t6 Stx cta vi khuan E.coli O157:H7. Con trong nghién ciru cua tic gia Tran
Thanh Phong va cong su, (2007) [5], cic gen doc t6 dic trung cua vi khuén
E.coli O157:H7 nhu Stx1, Stx2, eae, hly, stb dugc phét hién thy trong thit bo,
thit lon, phan bo, phan lgn binh thuong va ti€u chay vai ty 1€ tuong ddi cao,
cu thé: c6 toi 50% mau phan bé tiéu chay, 57,1% mau phan bo binh thudng,
55,9% mau thit bo mang 1 dén 8 gen doc luc dac trung cia nhém EHEC; con
trén lon thi c6 dén 33.3% mau phan lon con tiéu chay, 62,5% mau phan lon
con cai stra tieu chay, 20% mau phan lgn binh thuong, 24,5% mau thit lon
mang 1 dén 8 gen doc luc dic trung ctia nhém EHEC.

1.2 Céc dic tinh cia vi khuén E.coli 0157:H7
1.2.1 Ddc tinh sinh hoc
1.2.1.1 Dic diém hinh thdi

E.coli O157: H7 1a truc khuan hinh que ngén, bat mau gram am, kich
thude té bao khoang 2x0,5um, khong hinh thanh nha bao, c6 16ng va roi, c6
kha niang di dong. Khuén lac vi khuan dang S, tron tron, béng, ¢6 16p mang
bao boc, gén chat trén bé mat moi truong thach, khuén lac ¢c6 mau nau nhat
trén moi truong thach Sorbitol MacConkey(SMAC).

1.2.1.2 Dic tinh nudi ciy




Khac véi hau hét cic ching E.coli khic, E.coli O157:H7 khong 1én
men duong D-sorbitol, do d6, moi truong thach Sorbitol MacKonkey dugc st
dung 1am moi trudng dic hidu dé phan biét vi khuan nay (March va cong su,
1986) [77]. Trén mdi truong SMAC, vi khuan E.coli O157:H7 ¢6 mau vang

néu nhat trong khi cdc chung vi khuén E.coli khdc ¢6 mau hdng cénh sen.

Theo Thompson, (1990) [139], E.coli O157:H7 khong sinh enzyme [3-
glucuronidase, do d6 trén moi trudng c6 bd sung co chat 4-
methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG), vi khuan nay khong phdt quang,
trong khi céc vi khuan E.coli khdc lai c¢6 kha ning d6. Vi vay, nguoi ta c6 thé
phan biét duoc khuén lac E.coli O157:H7 trén moi truong thach MUG dudi
anh séng tir ngoai.

Ngoai ra, khuan lac E.coli O157:H7 c6 thé phan biét dugc trén méi
truong Rainbow Agar O157 (Biolog Inc., My) hoac Fluorocult E.coli O157
(Merck, Dtrc). Trén moi1 trueong thach Fluorocult® khuan lac cua vi khuan nay
c6 mau xanh nhat trong khi céc E.coli khic c6 mau vang. Con trén mdi truong
thach Rainbow, khuén lac vi khuan E.coli O157 c¢6 phd mau den, xdm, do,

xanh, tim.

1.2.1.3 Strc dé khéng

+ Nhiét d6: kha ning thich ing v6i nhiét d6 cua vi khuan E.coli nhém
EHEC, bao gém ca chung E.coli O157:H7 tuong tu véi cidc nhém khéc. Theo
Doyle va cong su, (1984) [32], ching vi khuan nay bi trc ché ¢ diéu kién trén
44°C. Tuy nhién, Palumbo va cong sy, (1995) [99] lai cho biét, kha nang thich
ung véi nhi¢t do cua E.coli O157:H7 phu thudc vao mdi truong nudi céy:
trong mdi truong BHI (Brain Heart Infusion), vi khuan nay van phat trién t6t
& nhiét d6 45°C, con véi moi truong EC (E.coli) thi ching lai bi {rc ché &

nhiét do 44°C. Theo Buchanan va cong su, (1994) [21], Rajkowski va cong



su, (1995) [108], nhiét do tdi thiéu cho sy sinh trudéng cua vi khuan E.coli
0157:H7 1a khoang 8-10°C.

+ D6 pH: theo Buchanan va cong su, (1992) [20], pH thich hop cho vi
khuan E.coli O157:H7 1a 5,5-7,5. Vi khuan nay bi ¢c ché manh & mtc pH
4,0-4,5, tuy nhién anh huéng cua pH téi su phat trién cua vi khuan con phu
thudc vao céc yéu td c6 lién quan khdc nhu: thoi gian, nhiét d6 nudi cdy, loai
axit, néng do axit sir dung dé chuan do moi truong (Leyer va cong su, 1995)
[71]. Con theo nghién ctru cua Benjamin va cong su, (1995) [13], Buchanan
va cOng su, (1996) [22], cac chung vi khuén thudc nhém EHEC c6 kha nang
chiu duoc d6 pH 2,5 trong 2-7 gid & 37°C. Trong cic loai thuc phidm 1én men
nhu nudc ép trai cdy, pho mat, E.coli O157:H7 c6 thé ton tai sau vai thang.
Tuy nhién, kha nang sdng s6t ctia vi khuan con phy thudc nhiéu vio thoi gian
bao quan, vi du: trong nudc ép hoa qua vi khudn c6 thé ton tai tir 2-3 ngay o
25°C, nhung & 8°C, vi khuan chi ton tai tir 10-30 ngdy (Zhao va cong su,
1993) [148].

+ Kha nang chiu man: theo Buchanan va cong su, (1994) [22], vi
khuan E.coli O157:H7 c¢6 thé chiu dugc ndng d6 mubi tir 0,5-5%.

1.2.2 Ddc tinh sinh hod

Kiém tra dac tinh sinh hoéa cua vi khuén E.coli O157:H7 duoc thuc hién
sau budc nudi cdy vi khuan trén mdi trudng dic hiéu SMAC. Cdc khuén lac
c6 mau vang niu nhat dugc cdy chuyén 1én mdi truong thach LB (Luria
Agar), sau 18 gio nudi cdy ¢ 42°C, thu nhéan cdc khuan lac dung riéng r& dé

lam cdc phan tng sinh héa nhu trong bang 1.1.



Bang 1.1 Cac phan ing sinh hoa ciia vi khuan E.coli 0157:H7 ( Samuel
va cfng su, 1998) [122]

Phan trng Két qua phan tng

B-Glucuronidase -
Sorbitol -
Salicin -
Esculin -
Arginine dihydrolase -
Adonitol -
Inositol -
Cellobiose -
Urease -
Citrate
KCN

Sucrose

Glucose (acid)
Glucose (gas)
Indol
Arabinose
Trehalose
Mannitol
Lactose
Maltose
Rhamnose
Xylose
Lysine decarboxylase

Ornithine decarboxylase

+ + + + + + + + + + + + + +

Raffinose
Dulcitol

+

Ghi chu: (-): 4m tinh; (+): duong tinh




