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Loi cam on

Téi xin bay t6 long biét on sdu sdc téi PGS.TS Ngé Pinh Binh la nguwoi thay da
hudng cho téi nhitng y tudng khoa hoc, tdn tinh hwéng dan, truyén dat kién thirc, givip
do va tao moi diéu kién thudn loi cho t6i hoan thanh ban lugn an nay.

Toi xin tran trong cam on phong tdp thé phong Di truyén Vi sinh vit, Vién
Cong nghé sinh hoc, Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da tao diéu kién cho 6i
hoan thanh khéa hoc va ban ludn an nay.

Téi xin cam on tdt cd cdc thdy cé gido Vién Sinh thdi va Tai nguyén sinh vit,
Vien Han lam khoa hoc va cong nghé Viét Nam da chia sé, dong vién, giup toi vuot
qua moi khé khén dé hoan thanh tot cong viée nghién ciru ciia minh.

Cudi ciing, tdi xin t6 long biét on dén gia dinh va bé ban, nhitng nguwoi luén bén
t6i, dong vién, gdp ¥ va tao diéu kién tét nhdt cho téi trong sudt thoi gian hoc tdp va
nghién cuu.

Tac gia
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Loi cam doan

T61 xin cam doan day 1a cong trinh nghién ctru ctia t61 va mét so6 két qua cung
cong tac voi cac dong su khac. Céc so li€u va két qua trinh bay trong luan van 1a trung

thure.
Ha No¢i, ngay thang nam 2013

Téac gia
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DANH MUC CAC CHU VIET TAT

ATP Acid Adenozin Triphosphate
B. anthracis/ Ba Bacillus anthracis

bp base pair

CA Casamino Acid

dH,O deion water

DNA Deoxyribonucleic Acid

dNTP Deoxyribonucleotide Triphosphate
EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
EF Edema Factor

FAO Food Agricultural Organisation
h gio

kDa Kilo Dalton

LB Lauria Betani

LF Lethal Factor

MPA Meat Pepton Agar

MPB Meat Pepton Broth

ORF Open Reading Frame

PA Protective Antigen

PCR Polymerase Chains Reaction
SDS Sodium Dodecylsulphate
TAE Tris — Acetate EDTA
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PAT VAN PE

Vi khuan Bacillus anthracis gy bénh than da duoc sir dung nhu 1a mot vii
khi sinh hoc nguy hiém nhat trong lich st chién tranh. Dic biét nhitng nim gan
day nhitng chung vi khuan giy bénh than di cai bién gen dugc st dung trong
khung bé sinh hoc gy hoang loan trong cong ddng dan cu trén thé gisi. Vi vay
viéc phat hién nhanh, chinh x4c vi khuan gay bénh than 1a rat can thiét va cap
bach, giup cho cac bac si va cac nha dich té hoc co bién phap tmg pho kip thoi,
han ché thuong vong va lay lan cua dich bénh. Cac phuong phap truyén thong
dua trén viéc phan 1ap va xac dinh dic diém hinh thai, tinh chat nudi ciy, dic
tinh sinh ly, sinh hoa ciia cac chiing doi hoi ton thoi gian va dé xay ra nham 1an
dan dén tinh trang mat nhiéu thoi gian dé phat hién dugc nguoi bénh dang bi
nhiém bénh than. Ngoai ra, hién nay & Viét Nam chua cé bién phap nao danh gia
murc d6 san sinh khang thé khang bénh than ¢ ngudi ciing nhu & dong vét. Dya
trén cac két qua nghién ctru trudc day vé viéc phat hién nhanh tac nhan gy bénh
than bang ki thuat sinh hoc phan tir ciing nhu viéc tach dong va biéu hién gen
ma hoa khang nguyén bao v¢é PA, chung t61 da thyc hién dé tai “Nghién ciru so
sanh phwong phap phat hién tic nhan giay bénh than Bacillus anthracis”
dua trén nguyén Iy mién dich hoc. Cac phuong phap méi nay nhiam khic phuc
nhirng han ché ctia nhitng phuong phap trudc diy dong thoi cung cap thém cong
cu trong viéc danh gia tinh trang nhiém bénh than.

2. Muc tiéu nghién ctru
Tim dugc phuong phap phat hién tac nhan gay bénh than Bacillus anthracis
nhanh, chinh xac va phtt hgp véi diéu kién Viét Nam.
3. Noi dung nghién ciru
1. Nghién ctru biéu hién gen pagA trong Escherichia coli BL21
2. Nghién ctru su dap ing mién dich cua protein PA tai t6 hop trén dong vat thi

nghiém.
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3. Thu nhan huyét thanh tho thi nghiém va kiém tra kha ning dap tng mién
dich bang phuong phap Western Blot.
4. Nghién ctru ché tao kit ELISA phat hién vi khuan Ba va tic nhan giy bénh
than.
5. So sanh cac phuong phap phat hién tdc nhan gdy bénh than.
6. Xay dung Kit ELISA phat hién tic nhan gdy bénh than vi khuan Ba.
7. Thir nghiém Kit ELISA véi huyét thanh bénh nhén.



S6 héa bai Trung thm Hoc liéu http://www.lIrc-tnu.edu.vn/

PHAN L. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Bénh than va cac dang bénh than

Bénh than thuong xuat hién ¢ cac loai dong vat hoang di cling nhu dong
vat nuoi, dac biét 1a cac loai gia suc an co6 nhu trau, bo, ctru, ngua, dé... do
chung hit phai hodc nhiém phai bao tir than trong dat. O ngudi, nguy co mac
bénh than 1a do tiép xuc voi dong vat an cd. Cac loai khac nhu bo sat, ludng cu
ciing bi nhiém bénh than nhung & cac muc do khac nhau [24].

Bénh than c6 thé nhiém vao co thé vat chu theo ba con duong: qua da,
qua dudng tiéu hod va dudng ho hap. Bénh c6 thé bién ching thanh thé than
mang ndo néu hit vao bao tir than. Tuy theo cach thirc 1dy nhiém ma ngudi ta
chia bénh than thanh 4 thé than khac nhau: than da, than tiéu ho4, than ho hép,
than mang néo [32].

1.1.1. Bénh than thé da

Pay 1a hinh thic phd bién nhat chiém hon 95 % va 14 loai bénh c6 kha
nang diéu tri. Bénh thuong gip ¢ nhimg nhém ddi twong c6 nguy co lay nhiém
cao, thuong xuyén tiép xac voi dong vat va cac san pham tir gia stc da bi nhiém
VK than, thuong 13 nhitng ngudi néng dan, bac si th y, nguoi giét mo gia sic,
ngudi budn ban gia stc hay thit, ... Tl cac vét thuong ho trén da, vi khuan hay
bao tir B. anthracis ¢ thé xdm nhap vao (Hinh 1.1).

Triéu chimg ctia bénh: Sau 1 - 2 ngay dau thdy xuit hién cac vét san ngira nhu
con trang dot, dan dan xuét hién cac dau hiéu hoai tir trong viing tim. Sau 2- 3 ngay
s& xuit hién cidc mun nho hay ndt nhd tai vi tri nhiém, xung quanh Xuat
hién cdc mun nudc. Vai ngdy sau tai ving trung tim vét loét s& xuat hién
cac ndt den, kho va bit dau bong vay.

Trong khoang 1-2 tuan ké tir khi nhiém bénh s& xuét hién cac mu va
cac hién tuong dau nhirc, mét moi, sbt, bach cau tang, cac hach bach huyét
ting 1én. Sau d6 vung thuong ton s& chuyén sang dang tu phat. Néu bénh

nang thém vét loét s€ lan rdng va an sdu lam nhiém trung mau dan dén
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khong thé chira khoi. Than da giy tir vong khoang 20 % céac truong hop
khong duogc diéu tri [36].

Hinh 1.1. Bénh than thé da

1.1.2. Bénh than thé tiéu hoa
Nguyén nhan cta bénh than
ti€u hod 1a do an phai thit gia suc
da bi nhiém bao tir than ma khong
duoc niu chin, thdm chi ca khi
duoc ndu chin thi kha ning giy
bénh vin cao. Nguoi ta tim thiy vi
khuan than trong dich rudt cua

bénh nhan méc bénh than. Dau tién

vi khuan s€ tdn cong vao nhiing vi

Hinh 1.2. Manh trang ciia bénh nhin

tri thuong t6n cia mang nhay rudt i
va da day. Tu nhitng vi tri nay sé nhiem than dieong ticu hoa
xuat hién nhiing vét loét, lan rong
va lan vao hé bach huyét. Bénh than tiéu hoa thuong it gip nhung lai 6 ti 18 tir
vong kha cao. Bénh thuong c6 hai thé 1am sang [8, 32, 36] (Hinh 1.2):

Thé bung: diu hiéu dau tién va rat d& nhan biét 1a co thuong ton xuét
huyét hoai tir & manh trang va cac vang lan can. Triéu ching ban dau khong dic
biét voi nhitng cam giac budn ndn, biéng an, sét. Sau do 1a cic tridu chimg dau
bung, tiéu chay, séc do nhiém tring va tir vong. Bénh nhan c6 thé viém phuc
mac hoic viém 14 lach do vi khuan tin cong vao khu hach bach huyét. Sau 2-5
ngay ké tir khi xuét hién ddu hiéu ctia bénh s& gay tir vong.
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Thé hong, miéng: tai ving thuong ton thdy xuat huyét hoai tir & ving vom
hong, cd hong cliing, sung amidan. Bénh nhan s6t cao, kho nubt, hach vung cd
sung to, nhiém doc mau va da s6 déu dan dén tir vong. Dang than nay c6 ti 1é tur
vong cao chiém 50 % mac du c6 duoc diéu tri.

1.1.3. Bénh than hé hap

Nguyén nhan gay than hé hap 1a do hit phai bao tir than. Sau khi vao co
thé, cac bao tir than s& phat trién thanh thé hoat dong va di chuyén téi cac phé
nang, hach lympho phoi va trung that gdy xuat huyét hoai tr va phu thiing, 1am
trung that gidn rong ra ca hai bén lam bénh nhéan c6 cam giac dau ving e, sot
cao. Cac thuong ton xuat huyét va hoai tir lan dén mang phoi gay tran mau mang
phdi. Khi quan ciing bi anh huong véi cac triéu chimg nhu ho khan, co that,
vung phoi bi phu. Vi khuan sé& theo dudng mau lan dén phan dudi niém mac cua
6ng tiéu hoa va tao nén cac vét loét & thanh rudt 1am bénh nhan nén ra mau, tiéu
hoa ta mau hodc ca hai triéu chimg trén. Mot sé nang lympho cta duong tiéu
hoa ciing bi phu va xung huyét, néu bénh ning hon c6 thé bién chimg sang thé

mang ndo gdy xuit huyét. Pa s6 bénh nhan déu tir vong trong khoang 1 - 2 ngay

ké tir khi phét bénh. Ti Ié tir vong ctia thé than nay rat cao [61,76] (Hinh 1.3).

N
r N

Hinh 1.3. Phoi (1) va trung thét (2) ciia khi nhiém than
dwong hé hip

1.1.4. Bénh than thé mang nao
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Bénh thuong do bién chtng tir ba thé than trén. Than mang ndo xut hién
khi vi khuan B. anthracis tan cong vao h¢ R e o
théng than kinh trung wong theo duong | , ‘
mau va cac mach bach huyét. Triéu ching
cua bénh thuong la sbt cao, mét moi, dau

co, dau dau, budn ndn, Ién con mé sang khi

phat bénh va dan dén hon mé. Pa sd bénh

thuong dan dén tir vong sau 1-2 ngay ké tir lf. ;
do ciia khi nhiém than
rat cao [32, 36] (Hinh 1.4). thé mang nio

khi mac bénh. Thé than nay c6 ti 1& tr vong H‘|nh1\ 4

1.2. Tac nhan gay bénh than
1.2.1. Pic diém cia vi khuin than (Bacillus anthracis)

Vi khuan B. anthracis thuoc nhoém 1, chi Bacillus. N6 ton tai trong dat,
nudc va khong khi. Vi khuan B. anthracis 13 vi khuan gram duong, sinh bao tir
(trong diéu kién ki khi hay ki khi bit budc), khong c6 16ng roi nén khong c6 kha
ning di dong. Kich thudc t& bao 3-5 pm, rong 1-2 pm. Té bao hinh que, vudng
dau, sap xép v6i nhau thanh chudi dai nhu soi rom hodc chi vai té bao ndi véi
nhau [21, 32] (Hinh 1.5).

Bao tir B. anthracis co hinh elip, nim & trung tim té bao, nang bao tir khong
phdng. Kich thuéce khoang 1-1,5 um. Bao tir dugc hinh thanh vao thoi ki cudi cua
pha sinh trudng logarit [18] (Hinh 1.5).

Khuan lac B. anthracis c6 mau tring sita hodc tring xam t&i xam, bé mit
san sui, dinh uét, duong kinh 3-5 mm [4].

Diéu kién thich hop cho B. anthracis phat trién 1a & diéu kién nhiét do 28-
32°C, pH = 7, thoi gian nudi cdy 3-5 ngay. Khi gip diéu kién bét loi, t& bao sinh

dudng s€ hinh thanh noi bao tu.
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