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Nghién ctru tinh dap trng cha Trichomonas vaginalis vé&i tinh dau

Melaleuca quinquenervia
Nguyén Thj Ha Trinh®, Lé Chi Cao? Ha Thj Ngoc Thuy?,
Ngé Thj Minh Chéu? Tén Ni¥ Phwong Anh’?
(1) Khoa Y, Bai hoc Buén Ma Thuét
(2) B6 mén Ky sinh triing, Pai hoc Y - Duoc, Bai hoc Hué
Toém tat
Do sy tang |én vé s8 lwgng cac chlng Trichomonas vaginalis khdng metronidazole duoc bdo cdo trong
nhi*ng ndm qua, cac liéu phap thay thé cho thuéc 5-nitroimidazole dang dwoc nghién ctu. T. vaginalis c6 kha
nang cdng sinh va&i vi sinh vat khac: Mycoplasma hominis, Mycoplasma girerdii va Trichomonas vaginalis vi-
rat (TVV). Muc tiéu: 1. Panh gia tinh ddp &ng cla T. vaginalis véi tinh dau: Melaleuca quinquenervia. 2. Xac
dinh sy hién dién cta Mycoplasma hominis, Mycoplasma girerdii va TVV bén trong cac ching T. vaginalis va
mai twong quan gilta sy cong sinh v&i tinh dap ng vdi tinh dau. Phwong phap nghién ciru: Nghién clru mo
ta cat ngang va nghién cttu thyc nghiém duoc thye hién trén 32 ching T. vaginalis tir Hué va Sassari — V.
K&t qua: Tinh dau M. quinquenervia cé thé diét T. vaginalis & néng dé tac dong trung binh 13 0,15 + 0,07%
sau 24 gio' va 0,09 + 0,05% sau 48 gitr. Kha ndng tac dung cua tinh dau khéng khdc nhau gilta 2 nhém cé va
khéng c6 cdng sinh cla vi sinh vat va&i T. vaginalis. K&t luan: M. quinquenervia cé thé |a mot tinh dau tiém
nang dé phat trién liéu phap chéng T. vaginalis méi, c6 hiéu qua vdi cd hai nhém T. vaginalis c6 hodc khéng
€0 vi sinh vat cong sinh.
Tir khéa: Trichomonas vaginalis, Melaleuca quinquenervia, Mycoplasma hominis, Mycoplasma
girerdii, TVV.

Abstract
Evaluation of the susceptibility of Trichomonas vaginalis to Melaleuca

quinquenervia essential oil
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Trichomonosis is the most common non-viral sexually transmitted disease (STD) in the world. Due to
the development of metronidazole-resistant isolates, therapeutic alternatives to 5-nitroimidazole are being
investigated. T. vaginalis can be naturally infected with Mycoplasma hominis, Mycoplasma girerdii and
Trichomonas vaginalis virus (TVV). Objective: 1) The essential oil from Melaleuca quinquenervia was used to
test the anti-trichomonas activity. 2) Symbiosis was checked to determine whether there is any correlation
between T. vaginalis — infected and T. vaginalis - free with esssential oil. Materials and methods: A total of
32 T vaginalis isolates from Hue province subjected to susceptibility testing against essential oils by broth
microdilution method. Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect the presense of M. hominis and
M. girerdii. TVV haboring protozoan was identified by total RNA extraction. Result: The M. quinquenervia
essential oil showed antitrichomonal activity at the mean of MIC at 0.15 £ 0.07% after 24 hours and 0.09 =
0.05% after 48 hours. There was no significant differences in MIC of essential oil to T. vaginalis-microorganism-
infected and T. vaginalis-free. Conclusion: M. quinquenervia essential oil can be used as potential therapeutic
natural resource for development of antitrichomonal drugs, to not only T. vaginalis-free isolates but also T.
vaginalis-infected isolates.
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1. DAT VAN BE

Trichomonas vaginalis gay viém nhiém dudong
sinh duc, 1a mét trong nhirng tdc nhan lay truyén
qua duong tinh duc khéng do virus phé bién nhat
véi 156 triéu ca mac méi mdi ndm (theo T6 chirc
Y t€ thé gidi 2016). Nhiém trung roi am dao cé
thé din nguy co vé sinh hodc sinh non, tré sinh
ra nhe can va ting nguy co nhiém HIV, ciling nhu
ung thuw ¢ tlr cung & nit va ung thu tuyén tién
liet & nam [1]. Thudc diéu tri bénh hién nay 13
chd yéu thudc nhédm nitromidazole (thuéc dung
phd bién 13 metronidazole). Tuy nhién, sy dé
khang v&i metronidazole, khéng rd co ché, dang
ngay cang tang [2]. Tinh trang khang thuéc cla
T.vaginalis dan dén thay déi liéu phap s dung
metronidazole liéu duy nhat, cung v&i dé nhiéu
tdc dung phu cla cac loai thudc nay d3 duoc bédo
cdo nhuw dau dau, khé miéng, vi kim loai, viém
lwdi va ndi mé day lién quan dén viéc diéu trj
kéo dai hodc dung lidu cao hodc tai nhiém [3].
Doi khi, bénh nhan bj di &ng v&i nitroimidazole
c6 thé biéu hién phan ¢ng qua man t&c thi. Do
dd, cac nghién clru phat hién cdc nhém thuédc
diéu tri mdi va cac san pham tw nhién cé hiéu
qua cao va doc tinh thap la can thiét.

Tinh dau (essential oil - EO) & sdn phadm thuyc
vat ty nhién rat quan trong véi cdc dac tinh sinh
hoc khac nhau. Mac du cé sy khac biét vé thanh
phan héa hoc, EO cé thé cé moét s6 tinh chat phd
bién, chang han nhu cac hoat déng chdng vi khuan,
chéng ndm, chéng oxy héa va chéng ky sinh trung.
Melaleuca quinquenervia (tram ndm gan) cé ngudn
gbc tir Uc, d3 duoc trong tai HUé nhigéu ndm nay, cho
tinh ddu mui thom diu véi hoat tinh khang khuan
cao da duoc sir dung trong nghién cru nay dé thir
nghiém co kha nang diét T. vaginalis hay khong.

Mot gid thuyét vé co ché khang metronidazole
clia T. vaginalis 1a sy xam nhiém ndi bao trichomonas
clia Mycoplasma hominis — mét loai vi khuan khéng
dién hinh trong hé vi sinh vat cla T. vaginalis. Hé vi
sinh vat nay ngoai ra con bao gém: M. girerdii va T.
vaginalis vi-rut. Nhwng méi lién hé gitta s khang
thudc va sinh vat cong sinh van con dang gay tranh
cdi [4]. Do d6 chung t6i thuc hién nghién clru vdi hai
muc tiéu chinh:

1. Bdnh gid tinh ddp trng cua T. vaginalis vdi tinh
déu Melaleuca quinquenervia.

2. Xdcdinh sw hién dién ciia Mycoplasma hominis,
Mycoplasma girerdii va T. vaginalis virus dsRNA bén
trong cdc chdng T. vaginalis vé méi twong quan giia
sw ¢dng sinh vdi tinh ddp trng vdi tinh déu.
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2. 901 TUQNG VA PHU'O'NG PHAP NGHIEN CU'U

2.1. bia diém va thoi gian nghién ciru

BO moén Ky sinh trung Trudng Dai hoc Y - Duoc
Hué va Phan khoa Vi sinh hoc L4m sang va Thuc
nghiém, B& mdn Sinh y hoc Pai hoc Sassari, Y tir
thang 4/2019 t&i thang 4/2020.

2.2. Ddi twong nghién ciru

Cac chang T. vaginalis thu thdp tir bénh nhan
dén kham tai Bénh vién Pai hoc Y - Duwgc Hué va
Trung tdm Cham sdc sirc khde Hué, dugc chi dinh
soi tuoi dich am dao va duong tinh v&i T.vaginalis.

Cac chang T. vaginalis dwoc lwu trir tai B6 mon
Ky sinh trung , Trwong Dai hoc Y - Dwoc Hué.

Cac chdng T. vaginalis dugc lwu trit tai Phan
khoa Vi sinh hoc Lam sang va Thyc nghiém, B6 mon
Sinh y hoc Pai hoc Sassari, Y.

2.3. Phuwong phap nghién ciru

Phuong phép nghién ctru md ta cit ngang va
phuong phap nghién cru thyc nghiém.

2.3.1. Tinh déu:

Tinh ddu Melaleuca quinquenervia dugc mua tir
cong ty vdi gidy kiEm nghiém kém theo.

2.3.2. Ky thudt tién hanh trong phong thi nghiém

T. vaginalis dwgc chan doan truc ti€p qua soi
tuwoi dich &m dao dudi kinh hién vi quang hoc (x40).
Cac mau duong tinh sau d6 s& duoc nudi ciy trong
moi truong Trypticase (TYM) clia Diamond v&i 10%
huyét thanh phdi bd va khang sinh, khang ndm. Mai
trwong duoc thay déi hang ngay véi sy quan sat dudi
kinh hién vi dé loai bd cac chat nhiém. Quy trinh nudi
cdy twong tu duoc st dung cho cadc mau rd dong tur
-80°C duwoc lwu trir tai phong thi nghiém cia bd moén
Ky sinh trung — Dai hoc Y - Dugc Hué va Phan khoa Vi
sinh hoc Ldm sang va Thyc nghiém — DH Sassari, Y.

2.3.2.1. Xdc dinh d6 mén cém vdi tinh dau M.
quinquenervia

Céc chdng T. vaginalis thuan khiét sau khi dat s6
lwgng d0 s6 lwong s& dugce lam thi nghiém xac dinh
d6 nhay cam véi tinh dau bang ki thuat pha lodng
dung méi v&i phuong phap pha lodng hai lan néng do.

Dung dich ch& pham chuan cla T. vaginalis v&i
néng do 5x10°té bao/ml trong mdi trudng Diamond,
duoc goi la dung dich A (solA).

M6t dung dich B (solB) dwoc chuan bi véi 8%
DMSO + 2% tinh dau trong méi trudng Diamond,
tron ki bang méy vortex cho dén khi thu duoc mot
huyén dich ddng nhat dé dam bao tinh dau duwoc
hoa tan hoan toan.

Phuong phdp pha lodng gip doi 1/2"
(n={1;2;3;4;5;6;7}) dwoc thuc hién trén dia nudi cay
mo 96 giéng (Corning-Costar®, USA), sau khi pha
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lodng, thém vao mdi giéng 100ul dung dich A, ndng
dd cudi cling cla tinh dau trong tirng giéng s& sap
xép tlr 1% dén 0,008%, theo bang 1. Pia nudi cdy sé&

dugc duy tri trong tl dm 37°C va duoc kiém tra dudi
kinh hién vi sau 24 gi® va 48 gio. Mdi thi nghiém sé&
duoc l3p lai doc 1ap 02 lan.

Bang 1. So d6 chuan bi dung dich pha lodng tinh dau trong thi* nghiém
tinh nhay cam cla T. vaginalis

Tinh ddu M. quinquenervia Chirng

100ul solA + 100ul solB 1% DMSO 4%

50ul solB + 50pul diamond + 100ul solA 0,5% DMSO 2%

25ul solB + 100ul diamond + 100yl solA 0,25% DMSO 1%
12,5ul solB + 87,5ul diamond + 100ul solA 0,125% DMSO 0,5%
6,25ul solB + 93,75ul diamond + 100ul solA 0,0625% DMSO 0,25%
3,12ul solB + 96,88ul diamond + 100ul solA 0,0312% DMSO 0,125%
1,6pl solB + 98,4l diamond + 100yl solA 0,016% DMSO 0,0625%
0,8l solB + 99,2ul diamond + 100pl solA 0,008%

2.3.2.2. Phdt hién sw hién dién ctia M. hominis va
M. girerdii, TVV.

T. vaginalis thuan khiét dugc chiét tich DNA
theo kit Gen Elute TM Mammalian Genomic DNA
Miniprep Kit-G1N305-Sigma Aldrich d& lam phan
ng PCR tim M. hominis, M. girerdii. Quy trinh ky
thuat PCR phat hién M. hominis v&i moéi RNH1-RNH2
theo quy trinh cda A. Blanchard (1993) va phat hién
M. girerdii v&i moi OUT-M1 theo quy trinh cla A.
loannidis (2017). M6t s lvgng ~ 1x107 té bao T.
vaginalis thuan ching duogc chiét tdch RNA bing
cach str dung Trizol, sau dé chay dién di trong gel
agarose 0,8% va duoc bidu thj dudi anh sang tia cuc
tim dé phat hién sy ¢ mat cla TVV [5].

2.4. Xtr ly s6 liéu

S6 liéu duoc xr ly bang phan mém Rstudio, st
dung phép kiém dinh Mann-Whitney U test v&i gia
tri p < 0,05 dwoc xem la cé y nghia thong ké.

3. KET QUA NGHIEN cU'U

3.1. Tinh nhay cam cha T. vaginalis véi tinh dau
M. quinquenervia

Hoat tinh khang trichomonas cua tinh dau M.
quinquenervia dugc thlr nghiém trén 32 ching T.
vaginalis trong nghién clru nay, vdi 16 ching tir Hué
- Viét Nam va 16 chlng tir Sassari — Y. Thi nghiém
pha lodng 2 an d3 duoc thuc hién, G va doc két qua
sau 24 gi® va 48 gid, mdi thi nghiém duoc thye hién
hai [an. K&t qua ghi nhan déc tinh cla tinh dau M.

quinquenervia vdi T. vaginalis véi ndng d6 (rc ché toi
thiéu MIC dao ddng tir 0,05 t&i 0,38% & 24 gid va tir
0,03 t6i 0,25% & 48 gi®, ndng dd trung binh 0,15 +
0,07% sau 24 gio' va 0,09 + 0,05% sau 48 gio.

MIC of Melaleuca quinqueneriva
(% viv)
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Biéu d6 1. Nong d6 MIC cla tinh dau
Melaleuca quinqueneriva tac dung 1én 32 ching
T. vaginalis sau 24 gio va 48 gio

3.1.1. Sw phu thudc vao thoii gian tdc dung Ién
T. vaginalis cua tinh déu

Nhu duoc trinh bay & bang 2, thoi gian tiép xtc
c6 anh hudng 1&n tdi tac dung diét trichomonas cla
M. quinqueneriva: gid tri MIC & 48 gi¢y thap hon khi
so sanh vai gid tri & 24 gio (vdi p < 0,05).
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Bang 2. Gia tri MIC clia M. quinqueneriva d6i véi T. vaginalis sau 24 va 48 gi&

MIC %
24 gio 48 gio
Pham vi dao dong 0,05-0,38 0,03-0,25
Trung vi 0,13 0,07
p-value p <0,05

3.1.2. Sw phu thuéc cta tinh nhay cam vdi tinh dGu M. quinqueneriva véo nguén géc dja ly caa ching

T. vaginalis

Theo bang 3, sau khi 0 48 gi®, kha nang tic dung cla tinh dau cé vé nhu manh hon d8i véi cac ching tir
Sassari, tuy nhién sy khdac biét nay khdng cé y nghia théng ké vai p > 0,05.
Bang 3. Gia tri MIC cGa M. quinqueneriva d8i véi T. vaginalis tir Hué va Sassari

Chung T. vaginalis (s6 lwong)

MIC % .
Hué (16) Sassari (16)
Pham vi dao dong 0,05-0,25 0,03-0,13
Trung vi 0,09 0,06
p-value p > 0,05

3.2. Si hién dién cua vi sinh vat cong sinh ndi bao va tinh nhay cdm véi tinh dau cha T. vaginalis

Tat ca 32 chlng T. vaginalis d3 dugc lam thi nghiém dé& phat hién sy cé mat cda vi sinh vat cong sinh: M.
hominis, M. girerdii va TVV. Trong nghién ctru nay, dé tim hiéu vé sy anh hudng cla vi sinh vat cdng sinh [én
tinh nhay cdm cla T. vaginalis v&i tinh dau M. quinqueneriva, ching tdi thyc hién so sanh trung vi cla gia
tri MIC theo 3 nhém: nhié&m M. hominis va khéng nhiém M. hominis, nhiém M. girerdii va khdng nhiém M.
girerdii, nhiém TVV va khéng nhiém TVV.

Bang 4. Gia tri MIC cla M. quinqueneriva d6i vé&i T. vaginalis c6 hodc khdng cd vi sinh vat cong sinh

MIC clia M. quinqueneriva

Chung T. vaginalis (%v/v) p-value
3 y ¥ 0,09
v@i M.hominis > 0,05
- 0,08
) + 0,09
v&i M.girerdii > 0,05
- 0,08
+ 0,09
v&i Trichomonavirus > 0,05
- 0,06

Theo bang 4, khdng cé sy khéc biét cd y nghia théng ké khi so sdnh gid tri MIC cla tinh du d6i véi nhém
T. vaginalis c6 céng sinh va nhdm T. vaginalis khéng ¢ cdng sinh (p > 0,05). Diéu nay ddng cho ca ba nhém vi
sinh vat cong sinh ndi bao: M.hominis, M.girerdii and TVV.

4. BAN LUAN

Trong nghién cru nay, hiéu qua cua tinh dau M.
quingueneriva vdi kha nang diét T. vaginalis d3 dugc
thuc hién trén 32 ching duoc phéan lap trong 2 nam.
Chung toi d3 thiét 14p thi nghiém pha lodng & néng
do thap dé xac dinh ndng do gay chét t6i thiéu cua
tinh dau d6i v&i T. vaginalis trong diéu kién hiéu khi.
Tinh dau dugc chiét xuat tlr cdy M. quinqueneriva
hay con cd tén thuwdng goi la tram nam gan, vdi
nguon goc tir Uc, d3 duoc dua vé canh tac va thu
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hoach & Hué, Viét Nam; tinh dau cé mui tram, diu,
vi cay. Nghién clru nay d3 chirng minh tinh dau M.
quinqueneriva co thé diét T. vaginalis & ndng dé dao
dong tlr 0,05 - 0,38% sau 24 gio va tir 0,03 - 0,25%
sau 48 gio; sy khac biét cé y nghia théng ké khi so
sanh MIC clia 24 gi& va 48 gid cho thay sy phu thudc
vao thoi gian ti€p xdc cda tinh dau véi ky sinh tring:
thoi gian tiép xdc cang dai thi tinh dau cé kha nang
gay chét cho T. vaginalis & ndbng dd cang thap. Thém
vao do, giad tri MIC cla tinh dau véi 16 chlng ti
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Hué va 16 chlng tir Sassari, hai viing dia ly cach xa
nhau, cling duoc so sanh va chirng minh khong cé
sw khdac biét cé y nghia théng ké, tir 6 dé xudt mot
gia thuyét: khad nang tdc déng cla tinh dau la giéng
nhau d6i vdi cac ching dén tir nhitng vung dia ly
khac nhau.

Day la nghién clru dau tién vé khd nang diét
T. vaginalis cOa tinh ddu M. quinqueneriva, do d6
khoéng cé s6 liéu twong déng dé so sanh vdi két
qua cla nghién ctu nay. Tuy nhién, trong nhirng
ndm qua, mot s6 lugng déng ké céc nghién clru d3
bdo cdo vé hiéu qua diét trichomonas clia mét s6
san pham duoc dan xuat tir thue vat. Hau hét cac
loai thwe vat co hoat tinh diét trichomonas thudc
vao ba ho: Asteracea, Lamiaceae and Myrtaceae
[6]. Chiét xuat tir hat trdi bo, v&i tén khoa hoc 13
Persea americana d3 duoc biét dén co hoat tinh
diét T. vaginalis manh nhat cho t&i nay; trong d6, hai
thanh phan héa hoc la chlorofomic va ethnolic dwoc
chira trong hat P. americana cho thay kha ning diét
trichomonas véi nong d6 IC_ 1a 0,424 va 0,533 pg/
ml, theo thi¥ ty [an luet, so sanh vdi nong do IC
cla metronidazole 1a 0,037 pug/ml [7]. Riéng d6i véi
cac loai tinh dau, tinh dau Ocimum basilicum duoc
biét dén nhu 1a loai c6 hoat tinh diét T. vaginalis hira
hen nhat vd&i khd ndng (c ché 100% sy phat trién
cla T. vaginalis & ndbng d6 30, 20 va 10 pg/ml sau
24, 48 va 96 gid, theo thi ty [an luot [8]. V&i ndng
dd MIC trung binh twong duwong 1369 + 639 ug/ml &
24 gioy va 821 + 456 pg/ml & 48 gid (v4i trong lwong
riéng d = 0,913 g/ml & 20°C, dwoc cung cap bdi nha
san xuat), cho thdy méc du tac dung yéu hon nhirng
tinh dau chi ra & trén nhung & ndng dé dd 1én, tinh
dau M. quinqueneriva cé thé sir dung nhu mét liéu
phap thay thé& cé ngudn gdc tir thién nhién dé phat
trién thudc diét trichomonas.

Mot trong nhitng khia canh sinh hoc hap dan
nhat cta T. vaginalis 13 m&i quan hé phirc tap vdi
cdc cdng sinh vi khuin ndi bao bao gdm moét nhdm
cac virus dsRNA thudc ho Totiviridae, duwgc dat
tén 1a TVV (virus T. vaginalis) va vi khudn thudc
chi Mycoplasma gébm Mycoplasma hominis va
Mycoplasma girerdii. Nhitng vi sinh vat cong sinh
nay cé vé nhu cé anh hudng rat 1dn tdi 16i s6ng cua
T. vaginalis, cho thdy vai trd cla sy cdng sinh trong
sy thay d6i I1&n cha biéu hién 1am sang va di chirng
khi nhiém trichomonas.

Cau hoi dat ra la: liéu cé sy lién quan nao gilra sy
hién dién cda vi sinh vat cong sinh va sy nhay cdm

v&i tinh dau clia T.vaginalis? D& trd 101 cho cau hoi
nay, sau khi thuc hién thi nghiém va s dung phép
toan théng ké cho thay rang vai gia tri p > 0,05,
khéng cé sy khac biét mang y nghia thong ké vé
néng dd MIC cla tinh dau d6i v&i T. vaginalis cé vi
sinh vat cong sinh va T. vaginalis khéng cé vi sinh
vat céng sinh; két qua nay dung ddi vai tat ca cac
nhém vi sinh vat cong sinh: M. hominis, M. girerdii
va TVV, cho thay rang sw cdng sinh ndi bao khong
gay anh hudng tdi tinh nhay cdm cla T. vaginalis
d6i vai tinh dau M. quinqueneriva. Nhirng két qua
nay pht hop véi thyc té€ d3 dugc chirng minh rang
tinh ddu 1d mot hdn hop phic tap véi mot lwong
da dang cac thanh phan, va duwdng nhu khéng cé
muc tiéu cy thé ddi vdi cac loai t& bao. Hoat dong
khéng khuan cua tinh dau chl yéu |13 do dic tinh
ua béo chia ching va cé lién quan dén su pha hiy
cdu truc thanh t&€ bao va mang té bao chat, déng
thoi lam tang tinh thdm cda mang té bao. Mot
nghién cru ctia M. Dai va cac cong su cho rang
tinh dau tlr cdy A. tsao-ko c6 tac dung chéng T.
vaginalis bang cach lam hong mang t& bao va cac
bao quan bén trong t& bao ky sinh trung [9]. Mét
nghién ctu khac cta H. Eldin tlr I-ran d3 chirng
minh kha ndng st dung P. lentiscus va tinh dau O.
basilicum d& chéng T. vaginalis, va ching cho thay
sy pha hly déng ké hé théng mang cla cac té bao,
qua trinh pha hay khong bao va sy pha hdy réng réi
té bao chat [8]. Thanh phan chinh cha tinh dau M.
quinqueneriva la 1,8-cineol (dao dong twr 55-70%)
da dugc chirng minh hoat tinh khidng nhiéu mam
bénh nhu: S. aureus, MRSA, P. aeruginosa, E. coli,
C. albicans, etc[10]. Trong trwvong hop nay, chidng ta
c6 thé can nhac 1,8-cineol déng vai trd quan trong
trong kha nang chéng T. vaginalis cta tinh dau M.
quinqueneriva; tuy nhién dé khang dinh gia thuyét
nay cling nhu hiéu rd hon vé co ché& vé hoat tinh
diét trichomonas tinh dau, cac nghién ciru khac can
duoc thyc hién trong twong lai.

5. KET LUAN

K&t qua tir nghién cru trén dng hd quan diém cla
ching tdi vé str dung tinh ddu nhw mot chat chéng T.
vaginalis. Tinh dau M. quinqueneriva cé thé dwoc sl
dung nhu mot ngudn tai nguyén thién nhién tri liéu
tiém nidng dé phat trién cac loai thudc khang tring
roi &m dao, déi vdi cd 2 nhém T. vaginalis cé hoac
khong cd vi sinh vat cong sinh.
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