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TOM TAT

Qué trinh hoan thién ky thudt mién dich gén
enzyme (ELISPOT) dua trén khang nguyén dac hiéu vi
khuén lao da duoc tién hanh dé xéc dinh t 1é nhiém
M.tuberculosis trén nhan vién y t&. Két qua cho thay
quy trinh ELISPOT st dung khéang nguyén tai t6 hop
CFP10/ESAT6 dat do tuong dong 92% so vdi kit
thuong mai. Can b6 y t€ lam viéc trong moi truong
bénh vién lao c6 nguy co nhiém lao cao gép 3 lan so
vGi nhom tinh nguyén khéng tiép xdc bénh nhén lao
(p<0.05).

Tir khoéa: Quy trinh ELISPOT; khang nguyén tai t6
hop; phan tng mantoux.

SUMMARY

The aims of this paper were to identify proportion of
tuberculous infection and its risk factors among HCWs
by in-house ELISPOT assay comparing to
QuantiFERON-TB Gold In-Tube™ We found that The
proportion of TB infection among HCWs as estimated
by in-house ELISPOT assay and QuantiFERON-TB
Gold In-Tube™ was 43.2% and 44.6% respectively.
Agreement  between  ELISPOT  assay and
QuantiFERON-TB Gold In-Tube were evaluated by
Kappa statistic (Kappa: 0.841; 95% Cl 0.719-0.963).
Working in tuberculosis hospital were 3 times more
likely to have tuberculous infection (OR: 3.048; 95%
Cl: 1.115-8.333; p= 0.03) compared to those who was
not working as HCWs.

Vién Vé sinh Dich té Trung uong
NGUYEN VAN HUNG, HOANG THI PHUONG
Bénh vién Phéi Trung uong

DAT VAN BE

Lao da dugc OSHA (Occupational Safety and
Health Administration) cong nhan la mét trong nhiing
bénh lién quan dén nghé nghiép. o] Viét Nam, bénh lao
dudc xép vao nhém cac bénh nhiém khudn nghé
nghiép nam trong danh muc 25 bénh nghé nghiép
dugdc bao hiém (1). K&t qua theo ddi Mantoux tai mot
bénh vién lao tuyén tinh cho thdy su thay d8i dudng
kinh lién quan dén thai gian lam viéc cla nhimng nhan
vién y t&€ nay (1). Mot nghién clu dudc ti€n hanh trén
toan thé nhan vién y t& tai Bénh vién Phdi Ha Noi ndm
2009 cho thay ty 1& nhiém lao 1a 47 % (6). Ty lé nay
cling dudc bao cao tai mét s6 nudc trén thé gidi khi
diéu tra tinh hinh lay nhiém lao trong nhan vién y t&
(2,3,4).

Ky thuat xac dinh INF gamma phéng thich (INF
gamma released ELISA) dua trén khang nguyén dac
hiéu vi khuan lao CFP10/ESAT6 da dang dudc thay
thé phan (ing mantoux trong chan doan nhi&m lao tai
cac nudc phat trién do c6 d6 d4c hiéu cao dac biét trén
cac déi tugng cb chiing nglra BCG. Trong nghién clu
nay, ching t6i ti€n hanh xac dinh ty 1& nhiém lao trong
nhan vién y t&€ bang bd sinh pham in-house ELISPOT
dua trén khang nguyén tai t6 hgp CFP10/ESAT6. Két
qua duodc so sanh véi kit thuong mai (Quantiferon TB
gold test, Celletis).
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PHUGONG PHAP NGHIEN CcUU

1. Lua chon déi tugng nghién ciru.

Nhan vién y t& (n = 74) dang cong tac tai Bénh vién
Phdi Trung uong va déi tudng khde manh, khéng co
tién st ti€p xuc véi bénh nhan lao (n = 30) dudc tién
hanh sang loc nhiém lao bang kit Quantiferon TB gold
test (Celletis - tic) va bo sinh pham ELISPOT

2. Thu thap mau va tach chiét té bao don nhan.

5 ml mau ngoai vi dugc chuyén vao éng lay mau
ch(ra 10 don vi chét chéng dong heparin/1 ml mau. Té
bao bach cau don nhan (PBMC) dugc thu nhan béng
phuong phap ly tam dang ty trong Ficoll paque. Xac
dinh s& luong PBMCs bang phuong phap nhudém
trypan blue.

3. Ky thuat ELISpot.

- Lam u6t phién ELISpot (MAIPS 4510, Milipore)
bang ethanol 35% (25ul/giéng) trong 2 phat. Ra 5 1an
b&ng PBS 7,4.

- Sau d6 phl ban bang khang thé khang INF
gamma (Mabtech) (15ug/ml; 50 pl/giéng) qua dém &
4°C. Rita 5 lan bang PBS 7,4, sau d6 block bang moi
trudng RPMI 10% FCS & 37°C trong 30 pht, tiép tuc
rira 5 1an bang PBS 7,4

- PBMCs dugc hoa trong 03 6ng chiia moi trudng
RPMI (10% FCS; 0,1% khang sinh khang nam). B&
xung khang nguyén vao cac 6ng theo sad dé sau: 6ng 1:
Khang nguyén tai t6 hop ESAT6/CFP10 (10ug/ml); 6ng
2,PHA (10 ug/ml) Chuing duong; 6ng 3: Chiing am.

U qua dém & 37°C, 5% CO,.

- Trén déu cac éng cb chu’a t€ bao va khang
nguyen sau doé chuyé'n 150ul (250.000 t& bao) méi
éng vao phlen ELISpot. 0 20 - 24 gi6 & 37 °C; 5% CO,
sau d6 rira 5 1an béng PBS 7,4.

- BS xung anti INF gamma - biotin detection
antibody (Mabtech) theo huéng dan clia nha san xuét.
Phién dugc G nhiét do phong trong 2 gid. Tiép tuc rlra
phién 5 Ian bang PBS 7,4. B& xung 50 ul streptavidin
APL (1:1000), 0 2 gid & nhiét d6 phong. Ria 5 Ian
bang PBS 7,4. Hién mau bang BCIP/NBT (Promega)
trong vong 30 pht. Dung phan Gng, sau d6 doc két
qua bang may doc ELISpot.

KET QUA

1. Pac diém dai tugng nghién ciu.

T6ng s6 74 can bo, nhan vién dang lam viéc tai
Khoa lao, Khoa vi sinh va nhan vién phuc vu (nha an,
t6 vé sinh) clia Bénh vién Phéi Trung uong da dudc
ti€n hanh lam xét nghiém kit quantiferon va ELISPOT,
trong d6 nir 1a 60 ngudi (81.1%), 58 ngudi trong dd tudi
tur 25 - 54 (78%), 4 ngudi c6 trinh dd bac sy (5,4%) 47
ngudi c6 chuyén mén y ta, diéu dudng vién va ky thuat
vién, chiém 63%.

Trong nghién cu nay, doi tugng khée manh (n =
30) la nhitng ngudi khéng ¢b tién st ti€p xuc vSi bénh
nhan lao, hién dang cong tac, hoc tap tai Trudng cao
dang Y te Ha Noi va Vién Vé sinh Dich té Trung uong,
c6 d6 tudi dao dong tlr 22 - 47 tudi. Trong s6 30 tinh
nguyén vién, ty I& nit 1a 24/30, chiém 80%

2. Két qua so sanh bd sinh pham ELISPOT va
kit thuong mai (Quantiferon, celletis).

DPé xac dinh dd tuong déng gitta bd sinh pham
ELISPOT va kit thuong mai, nhém nghién ctu da tién
hanh thuc hién ky thuat ELISPOT va kit thuong mai
trén 84 d6i tugng tham gia nghién clu bao gém nhan
vién y t€ va tinh nguyén vién.

Bang 1. D6 tuong déng giita bo sinh phdm
ELISPOT va kit thuong mai

In-house QuantiFERON-TB Kappa
ELISPOT Gold In-TubeTM. Total (95% confidence
assay Negative | Positive interval)
Negative 43 3 47 Kappa: 0.807
Positive 5 33 37 95% Cl
Total 48 36 84 (0.679 - 0.934)

Két qua & bang 1 cho thdy trong tdng s6 cac d6i
tuong tham gia nghién ciu déng thdi thuc hién 2 xét
nghiém, ty 1& duong tinh véi bd sinh pham ELISPOT 14
37/84, chiém 44,04%; ty 1& duong tinh véi kit thuong
mai 1a 36/84, chiém 42,85%. Nhin chung dd tucong
déng giua 2 ky thuat dat 92% (Kappa: 0.807). B

3. Két qua xac dinh yéu té nguy co nhiém lao
trong nhan vién y té.

Két qua xét nghiém b sinh phdm ELISPOT trén
nhan vién y t& tai bénh vién phdi TW va nhém tinh
nguyén, khdng tiép xuc v6i nguon lay.

Két qua xét nghiém ELISPOT duong tinh trén nhan
vién y té dang cong tac tai bénh vién phdi TW la 32/74
ngudi, chiém ty 43.2%. Két qua duong tinh trén nhém
tinh nguyén Ia 6/30 ngudi, chi€ém 20%. Két qua 4 bang
2 cho thay nhém can bd y t€ lam viéc trong moi trudng
bénh vién lao c6 nguy cd nhiém lao cao gap 3 lan so
v8i nhém tinh nguyén, khdng ti€p xdc bénh nhan lao.

Bang 2. K&t qud xét nghiém bo sinh phdm
ELISPOT trén nhan vién bénh vién phdi TW va nhém
khéng ti€p xdc

I Bénh vién | Nhém khong o
Bién s6 ohi TW (%) | tiép xic (%) OR (95% Cl)
Két qua xét nghlem 3.048
b sinh pham 432 20 (1.115-8.333)
ELISPOT duang tinh P<0.05

Méi lién quan gilia s6 ndm céng tdc va két qua
duong tinh véi bé sinh pham ELISPOT.

Chung t6i da tién hanh phan tich dé xem xét s&
n3m cong tac clia nhan vién y té& tai bénh vién phdi TW
vGi két qua xét nghiém nhiém M.tuberculosis bang bd
sinh pham ELISPOT.

Bang 3. Nam codng tac va két qua duong tinh véi b
sinh pham ELISPOT

Két qua ELISPOT

a 0 0,
Nar?ézong Duong tinh [ Am tinh OR 95% Cl
Tans6 | % |Tans6| %

<5nam 15 [35] 28 65 Ref

a 0.512-6.807
s0mam | 6 50| 6 | 50 | 1867 | T in

a 0.849-7.775
>10nam | 11 |58 | 8 | 42 | 2567 (p>0.05)

Két qua & bang 4 cho thdy nhém can bd y té l1am
viéc trong méi trudng bénh vién lao trén 10 nam cé ty
I& nhiém lao cao nhét (57.89%) trong khi ty 1& nay la
34.88% d6i véi nhdm can bd co thdi gian codng tac < 5
nam. Tuy nhién khoéng tim thdy su khac biét c6 y
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nghia théng ké gilta cac nhém c¢o thdi gian cong tac
khac nhau.

Lién quan giiia tinh chét céng viéc va két qua
ELISPOT duong tinh

Trong nghién clu nay, chdng t6i chia déi tuong
nghién ctu thanh 3 nhém déi tugng theo tinh chat cong
viéc. Nném diéu tri [& nhém cb tiép xuc truc tiép véi
bénh nhan, nhém nay bao gém toan bd nhan vién y té
dang cong tac tai Khoa lao clia bénh vién. Nném th(r 2
la nhém c6 tiép xic véi bénh phdm, nhém nay bao
g6m can bd thuéc Khoa Vi sinh clla bénh vién. Nhém
th( 3 la nhém hanh chinh, phuc vu, Ia nhém dudc coi it
ti€p xdc truc tiép véi ngudn lay. Nhém nay bao gém
can bd lam cong tac vé sinh va khu vuc nha an cla
bénh vién. K&t qua dugc trinh bay & bang 4

Bang 4: Lién quan gilta tinh chat cong viéc va két
quéd ELISPOT

Két qua Khoa vi Vé sinh va
ELSFOT | son | Khoaleo | TRoR P
Duong th | 12 (41.3%) | 15 (536%) | 5(20.4%) | o -
Amtinh |17 (68.7%) | 13 (46.4%) | 12 (70.6%) :
Téng | 29 (100%) | 28 (100%) | 17 (100%)

K&t qua G bang 4 cho thay ty 1& duong tinh tai
khoa lao va khoa vi sinh 1a 53 % va 41 %, trong khi ty
I& nay la 29.4 % d&i vGi nhém can bd lam céng tac vé
sinh va phuc vu nha an cla bénh vién. Tuy nhién
khoéng thay su sai khac c6 y nghia théng ké gilta cac
nhém déi tugng.

Lién quan gitta nghé nghiép va két qua
ELISPOT duong tinh

D& phan tich xac dinh méi lién hé gitta nghé nghiép
va nguy co nhiém M.tuberculosis, ching t6i ti€n hanh
chia ddi tugng nghién clu thanh 4 nhém déi tugng:
Nhém béac s§; Nhém y ta va diéu dudng; Nhém k§
thuat vién; Nhém phuc vu vé sinh va nha an bénh vién.

Bang 5: Lién quan gitia nghé nghiép va két qua
ELISPOT

Két qua Béc s§ Y t4, diéu | Kythuat | Nhan vién P
ELISPOT dudng vién phuc vu
Duong tinh | 3(75%) | 14 (56%) | 8(36 %) | 7(30%) 50,05
Amtinh | 1(25%) | 11(44%) | 12 (64%) | 16 (70%) '
Téng | 4(100%) |25 (100%) | 22 (100%) | 23 (100%)

Két qua & bang 5 cho thay cac bac sy lam viéc tai
Khoa lao va Khoa vi sinh ¢é ty 1& duong tinh cao nhat
(75%), ti€p theo 1a nhém y ta va diéu dudng vién, l1a
nhiing ngudi hang ngay phai ti€p xuc truc tiép véi
nguén lay (56%). Nhém nhan vién phuc vu vé sinh va
khu vuc nha an bénh vién cb ty 1& thap nhat (30%).

BAN LUAN

1. Panh gia kha ning img dung bd sinh pham
ELISPOT trong xac dinh ty 1& nhiém M.tuberculosis
trén nhan vién y té.

Khang nguyén dac hiéu ESAT-6, CFP-10 dugc ma
héa bdi gene ving biét héa RD 1 c6 mat &
Mycobacterium tuberculosis ma khéng c¢6 & chlng
vaccin BCG va da s6 cac Mycobacterium khoéng gay
lao. Néng dd IFN-gamma san xuat bdi cac té bao
lympho T sau khi dugc ti€p xuc véi khang nguyén dic
hiéu & nhiing ngudi da nhiém lao c6 gia tri chan doan
va tién lugng vé tinh trang nhiém lao tiém &n. Kit

quantiferon clia hang Celletis da dudc ching minh la
c6 gia tri tmg dung cao trong chin doan nhiém lao do
khang nguyén dudc s dung trong bd kit la cac khang
nguyén dac hiéu vi khuan lao (ESAT6; CFP10), khong
c6 phan (g chéo véi ching BCG va da sé cac chiing
mycobacteria trong moéi truong. Chinh vi vay kit
Quantiferon (Celletis) da dudc t6 chlc phong chéng
bénh tat Hoa ky (CDC) khuyén céo st dung thay phan
(mg mantoux trong xac dinh nhiém lao. Tuy nhién cho
dén nay, tai Viét Nam, phan ¢ing mantoux van dugc si
dung trong diéu tra xac dinh ty 1& nhiém lao thé tiém an
do gia thanh bd kit quantiferon tuong doéi cao. Trong
nghién c(u nay, ching t6i da tién hanh xay dung bd
sinh phdm ELISPOT, st dung khang nguyén tai t§ hap
CFP10/ESATS trong chdn doan nhiém lao so sanh vdi
kit thuong mai. Két qua cho thdy d6 tuong déng clia bd
sinh pham ELISPOT va kit thuong mai dat 92%. Két
qua nay phu hgp véi két qua nghién clu cla Hill va cs
khi chimg minh ring khang nguyén tii t& hop
CFP10/ESAT6 cb6 gia tri tuong duong “overlapping
peptide” trong chan doan nhiém lao dua trén dap (ng
mién dich t& bao (5)

Phan (ng mantoux da dudc chiing minh & nhiéu
nghién cu 1a c6 do dac hiéu thap dac biét trén cac doi
tuong c6 chiing ngira BCG. Duong tinh gia sé& dan dén
nhiing lo 1&ng va bién phap can thiép khéng can thiét
anh hudng dén kinh t€ x& hoi. D&c biét d6i v6i nhimg
nghién clu diéu tra dich t& hoc lao, ty 1& duong tinh gia,
am tinh gia s& anh hudng dén xac dinh chi sé nguy c6
nhiém lao clia chuong trinh chéng lao Quéc gia.
Trong nghién clu nay, ty 1& nhiém lao trong nhan vién
y té tai bénh vién phdi TW xac dinh bang ky thuat
ELISPOT la 43.2%, phu hgp v8i nghién clu cta Luu
Thi Lién va cs (2009) cho ty 1&é duong tinh véi kit
quantiferon & nhan vién y t& tai bénh vién phdi Ha Noi
l& 47%, thdp hon dang ké khi so sanh véi ty 1&
mantoux duong tinh tai cing thai diém (63%). Trong
mot nghién ctu khac tai bénh vién lao va bénh phdi
Thai Binh ctia Nguyén Thi Thu Dung va cs (1), ty lé
mantoux duong tinh [én t6i 94%.

2. Thuc trang lay nhiém lao trong nhan vién y t&
tai bénh vién phdi TW.

Két qua so sanh ty 1& nhiém lao giita nhém céan bd
y t€ tai bénh vién lao va nhom d6i ching, khéng ti€p
xUc v8i ngudn 1ay da khing dinh c6 nguy co I8y nhim
lao thuc su & nhém nhan vién y t& (nguy co nhiém lao
cao gap 3 1an so v&i nhém khong tiép xuc; p<0.05). Két
qua nay phlu hop v6i mot nghién cliu méi day cla
Nguyén Thi Thu Dung va cs (2012); Luu Thi Lién va cs
(2009) khi tién hanh thr phan (ng mantoux cho nhan
vién y t€ dang cong tac tai bénh vién lao cho thay ty Ié
mantoux duong tinh cao hon ro rét (1,6) khi so sanh
v6i nhém chlng.

Bénh lao chl yéu lay qua dudng hé héap, nhiing
ngudi séng chung hodc séhg gan ngudi mac lao phoi
¢6 vi khuan trong ddm thi kha nang hit phai vi khuan
lao clia ngudi bi bénh thai ra ngoai khéng khi sé nhiéu
hon nhiing ngudi khac, viéc cac nhan vién y té€ cla
Bénh vién chuyén diéu tri bénh lao hang ngay kham
bénh, diéu tri va cham séc bénh nhan lao da lam ho ¢6
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nguy cd nhiém lao mét cach rd rét. Cang lam viéc lau
trong moéi trudng c¢b ngudn lay truc ti€p 1a bénh nhan
lao ho khac ra vi khuan thi kha ning nhiém lao cang
cao. Trong nghién cdiu nay, ty I& nhiém lao 8 nhém can
bd cong tac trén 10 nam la 57.8% trong khi & nhém
can bd cong tac dudi 5 nam, ty 1& nay la 34.8%. Tuong
tu nhu vay, tuy cung lam trong méi trudng bénh vién
lao, nhung nhém can bd cong tac tai khoa lao va khoa
vi sinh, tiép xdc truc tiép véi ngudn lay cé ty 1& duong
tinh (53.6 va 41.3%) cao hon so v6i nhom can b lam
cong tac vé sinh va phuc vu tai nha an cla bénh vién
(29.4%).

KET LUAN

Ky thuat ELISPOT st dung khang nguyén tai t&
hop CFP10/ESAT6 dat dé tuong déng cao so VvGi kit
thuong mai va hoan toan cé thé dudc st dung trong
xac dinh ty 1& nhiém lao.

Nhan vién y t& tai bénh vién phdi TW c6 biéu hién
nhiém lao rd rét hon nhém chiing (p<0.05).
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