XAC DINH GEN MA HOA EXFOLIATIVE TOXIN cUA Cic GI;II"ING
TAPHYLOCOCCUS AUREUS GAY BONG VAY DA TAI BENH VIEN DA LIEU TRUNG UONG

TOM TAT

Dé phat hién nhanh cdc ching Staphylococcus
aureus gdy bénh bong vdy da trén ngudi, ky thuat
PCR v6i cdp mbi duoc thiét ké dé nhan déc hiéu cho
gen ma hoa (eta, etb) ngoai doc t6 exfoliative toxin
(ETA, ETB). DNA khuén dung trong phan tng PCR
duoc téch chiét tir 24 ching vi khuén S. aureus phan
lap ter bénh nhan bi hdi chirng bong vay da tai Bénh
vién Da lidu Trung wong. Két qua cho thay, 24 ching
nay déu mang ca hai gen ma héa cho doc té ETA va
ETB. Ty Ié mang gen eta va etb ctia cac ching géy
bénh trén bénh nhan ni¥ cao gap 1,5 Ian so v&i nam,
ngoai ra cé t&i hon 83% bénh nhdn méc bénh cé do
tubi <3. Trinh tw nucleotid ctia doan gen ma héa ETA
va ETB cua cac chung S. aureus trong nghién ctru
nay tuong déng 100% vé&i véi cac trinh tw gen da
céng bd trén ngan hang gen quéc té.

Tir khoa: Ngoai doc 10, Enzyme protease, ETA,
ETB

SUMMARY

IDENTIFICATION OF GENE ENCODING
EXFOLIATIVE TOXINS OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS CAUSING STAPHYLOCOCCAL SCALDED
SKIN SYNDROME IN VIETNAM

For rapid detection of Staphylococcus aureus

PHAM THI MAI HUONG, NGUYEN VU TRUNG,
TRAN LAN ANH, LE VAN DUYET

causing Staphylococcal scalded skin syndrome
(SSSS), a PCR test with primers was applied specific
to genes encoding exfoliative toxins (ETA and ETB).
DNA template used in the PCR reaction was
extracted from 24 strains of S. aureus isolated from
patients with SSSS admitted to the National Hospital
of Dermatology and Venerelogy. Results of PCR
showed that all strains have both genes coding for
toxins ETA and ETB. The rate of having gene in
female patients was 1.5 times higher than men. In
addition, more than 83% of patients aged <3 was
seen. Sequencing results showed the nucleotide
sequences of the genes coding for ETA and ETB
were 100% similar to those in the international gene
bank.

Keywords: Exotoxin, ETA, ETB, gene.

DAT VAN BE

Hoi chirng bong vay da do tu ciu (Staphylococcal
scalded skin syndrome -SSSS) Ian dau tién dwoc
Baron Gottfried Ritter Von Ritterstain mé t& nam
1878[1]. Tuy nhién, vai trd cla déc t6 dén 1970 mai
dwoc Melish va Glasgow chirng minh [2]. Bénh biéu
hién & moi Itra tudi dac biét 1a & tré so sinh va tré
nhé. Céc biéu hién gdbm ban dé dang tinh hédng nhiét
xung quanh cac héc tw nhién, trén dé nhanh chéng
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hinh thanh cac bong nudc rat néng, sau lién két
thanh mang bong nwéc lan rong. Sau 24-48h bong
nwéc ve, vay da & ria bong nwéc cudn lai quan mép
nhw cudn thubc l4. Bong nwéc vé sé lam mat di phan
I&n I6p da ngoai clia ngwdi bénh [3]. Bénh khéi phat
khi co thé bi nhidm S. aureus tai céc vi tri xay xwéc
va gay nén cac 6 nhiém trung, tai d6 vi khuén tiét ra
cac ngoai déc t6 ETA va ETB [4]. Ngoai déc t6 nay
bam vao céc thu thé TCR (T Cell Receptor) va MHC
(Major Histocompatibility Complex) trén cac té bao
mi&n dich va gitp chang di chuyén dén vung da tén
thwong [3].Tai day, ching phan cét cac protein
desmoglein (protein lién két cac t& bao da) tach I6p
strng r&i khoéi 16p hat gy nén cac bong nwéece [5].

S. aureus tao ra it nhat bdn loai exfoliative toxin,
trong s6 d6 ETA va ETB chi yéu gay bénh SSSS
trén ngudi [6]. ETA la mot protein dwoc cAu tao tr
242 axit amin, c6 kich thwéc phan tir xap xi 27 kilo
Dalton (kDa), gen méa hoa cho ETA thwérng ndm trén
nhiém sac thé cta S. areus. Ngwoc lai, gen ma héa
ETB thwong ndm trén plasmid. Phan tich c&u tric
tinh thé ctia ETA va ETB cho thy, ca hai protein déu
c6 cau truc kha twong dong, bao gébm hai ving
chuyén biét S1 va S2, méi ving chiva sau chudi Beta
— sheet va mét vung C-terminal Alpha — helix. Sy
giéng nhau v& mat cau trdc ciing phan nao phan anh
dling mre d6 twong ddng cao vé trinh tw axit amin
gitra hai gen eta va etb [7].

Theo nhiéu nghién ctu, cé sw khac biét vé ty 1&
phan bb gen eta va etb & cac chung S. aureus gay
bénh trén thé gioi. O chau Au, My va chau Phi, eta
xuét hién phé bién & hon 80 % cac ching S.aureus
[4]. Tuy nhién & Nhat Ban, cac ching mang gen etb
xuét hién phé bién hon. Ngoai ra, mot ) chiing S.
aureus phan lap tai cac vung tdn thwong mang ca hai
gen ma héa cho doc t6 nay. Didu d6 ching t6 rang
cac ching nay c6 doc lwc cao va tao ra nhiéu tén
thwong trén lam sang.

O Viét Nam, cac nghién ctru v& hdi chirng SSSS
do S. aureus van chi dirng lai & mirc do lam sang,
chwa c6 cac nghién ctu vé& gen ma héa doc tb
exfoliative toxin. Chinh vi vay, ching téi tién hanh dé
tai nay nham muc tiéu: Xac dinh sw c6 mat va phan
b gen eta va etb & cac ching S. aureus phan lap
dwoc tr bénh nhan bi hdi chirng bong vay da.

DOl TUQNG, PHUONG PHAP NGHIEN cuu

1. P6i twong

Cac bénh nhan c6 triéu chirng cta Hoi ching
bong vay da.

24 chang S. aureus phan Iap ti» bénh nhan bi mac
Hoi chirng bong vay da diéu tri ndi tri tai Bénh vién
Da liéu Trung wong.

2. Phwong phap nghién ctru

2.1. Tiéu chuadn chon bénh nhan:

- Bénh khéi phat cép tinh dang ban dd tinh héng
nhiét & mat, c6, va cac nép gap. Sau 24-48h, trén dat
dd nhanh chéng xuét hién bong nwéc néng, mém,
sau trot ra thanh dam trot wét, bong vay da moéng
quén nhw gidy cudn thubc 14, c6 thé Nikolsky (+).

- Nudi cdy dich thuong tén da hoac dich ngoay
mi c6 tu cau vang

* Tiéu chuan loai trir: Cac bénh phat ban do
virus, di &ng thubc; bénh da bong nwéc khac nhw
chéc, viém da tiép xc c6n trung...Bénh nhan, cha/me
hodc ngwdi bao tro khéng déng y tham gia nghién
clru.

2.2. Phan Iap chang Staphylococcus aureus

Bénh phdm ma tai vung da tbn thuwong va dich
ngoay miii dwoc cy trén méi trwong thach mau, &
nhiét 6 35°C trong 18-24h.S. aureus dwoc xac dinh
theo thwong qui vi sinh 1am sang.

2.3 Tdch chiét ADN cua S. aureus

Quy trinh tach chiét ADN dwoc thwe hién theo mé
ta trwdc day [8], vi khuan duwoc trén déu véi 300 pl
lysis buffer (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM
Na,EDTA, 0.5 M NaCl, 10% SDS) va 0 & nhiét do
70°C trong 10 phut. Protein dwoc loai bd béng hén
hgp dung dich Phenol:Chloroform:Iso-amyl alcohol
(25:24:1). ADN duwgc tda bdng 1v/1v dung dich
Isopropanol va ly tam & téc d6 13,000 vong/phut
trong 15 phat.Can ADN dwoc rira lai bang 500 pl
Ethanol 70% va lam kh6é & nhiét d6 phong, sau dé
hoa lai trong 50 ul H,O hodc TAE buffer.

2.4 Phén t&rng chudi (PCR)

H6n hop phan &ng PCR bao gébm 12,5 pl 2X
KAPA2G Robust HotStart ReadyMix, 0,5 uM Forward
primer, 0,5 pM Reverse primer, 5% DMSO, 50 ng
ADN tbng s6, dan H,O t&i téng thé tich phan tng la
25 pl. Phan trng PCR dwoc thyc hién theo chu trinh
nhiét nhw sau: bién tinh 95°C 15 phat, 35 chu ky
95°C 1 phut, 57°C - 30 giay, 72°C — 30 giay, két thic
72°C 10 phdt [8]. ,

eta Forward:5 - GCA GGT GTT GAT TTAGCATT -3
Reverse: 5 - AGA TGT CCC TAT TTTTGC TG -3

etb Forward: 5- ACA AGC AAA AGA ATACAG CG -3
Reverse: 5 - GTT TTT GGC TGC TTCTCTTG -3

2.5 bién di trén gel agarose

8 ul san phdm PCR duoc trén déu véi 2 pl 5x
loading dye buffer, sau d6 chuyén vao giéng trén gel
agarose 2 % da dwoc bd sung 1x TAE buffer. Buwéc
dién di dwoc thwc hién nhw sau: hiéu dién thé 100
Volts, thei gian la 30 phat. Sau khi két thuc dién di,
gel dwgc nhudém voi Ethidium bromide trong 5 phut
va doc két qua béngtia UV.

2.6 Giai trinh tw gen

Hén hop phdn (ng sequencing dwoc chudn bi
nhw sau: 4 pl Bigdye sequencing buffer, 2 ul Ready
reaction premix, 3,2 pmol Forward primer (hoac
Reverse primer), 5 ng ADN template, dan H,O t&i
tbng thé tich 1a 20 pl. Phan ng PCR sequencing
dwoc thwe hién theo chu trinh nhiét nhw sau: 95°C 1
phut, 25 chu ky 95°C - 10 giay, 50°C - 10 giay, 60° —
4 phat. San pham sau d6 dugc tlnh sach béng bd kit
ZR DNA Sequencing Clean-up Kit™ ctia hang Zymo
research, doc trén may gidi trinh tw gen 3130 cua
hang AppliBiosystem. Trinh tw ADN thu nhén va phéan
tich trén phan mém sequencing analysis v5.4.

KET QUA
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1. Két qua PCR
TAt ca 24 ching S. aureus déu c6é san pham cb
kich thudc khodng 90 bp dbi véi gen eta va khoéng
220 bp dbi v&i gen etb. [hinh 1].

Hinh 1: Két qua PCR phéat hién gen eta va etb
clia 5 chdng S. aureus.

Thang ADN chuén (giéng sb 6). Tir 1 dén 5 1a san
phdm PCR cla gen eta c6 kich thwéc khodng 90 bp.
T giéng s6 7 dén sb 11 1a san phdm PCR cla gen
etb c6 kich thwéc khoang 220 bp.

2 Phan b6 gen eta va etb

Co6 7/24 ching phan lap dwgc tai mii va 17/24
chiing phan lap tai vi tri da tén thwong

Bang 1: Phan bb gen eta va etb & 24 ching S.
aureus.

4 Tén + + 16 Tén + +
thwong thuwong
5 Tén + + 17 Tén + +
thwong thwong
6 Ton + + 18 Ton + +
thwong thuwong
7 Tén + + 19 Mai + +
thwong
<220 bp 8 Mi + + 20 Mai + +
9 Ton + + 21 Ton + +
thwong thwong
10 Tén + + 22 Tén + +
thwong thwong
11 Ton + + 23 Ton + +
thwong thwong
12 Tén + + 24 Tén + +
thwong thwong

Theo bang trén, cac chidng S. aureus phan lap
dwoc & vung tdn thwong va niém mac mii & bénh
nhan mac hoi chirng bong vay da.

3. Két qua giai trinh ty

So sanh trinh ty cla doan gen eta va etb cua 24

VN S.areus EIB

5. aureus SAPOSTA,
5. aureus TY4, ETE
5.aureus ETB

ETB

VN 5.areus ETIB

5. aureus SAPOSTA,
5. aureus TY4, ETB
5.aureus ETB

ETB

VN 5.areus EIB

5. aureus SAPOSTA,
5. aureus TY4, ETB
5.aureu= ETB

Stt | Vitrilay | ETA|ETB Stt | Vitrilay |ETA|ETB| chang S. aureus v&i cac trinh tw trén ngan hang di
mau mau liéu gen quédc t& (National Centre for Biotechnology
1 Mi + o+ 13 Ton |+ | + Information - NCBI cho thay dé twong déng 100% véi
_ thuong cac ching S. areus phan 1ap tai My, va Nhat Ban

2 Mai + + 14 Ton + + (Hinh 2)

thwong ’

3 Mi + + 15 Mi + +
10 20 30 40 50 &0

1 T e A e [ O |
TTCCACCTACAGATALAGAGCT T TATACACACATTACGGATAATGCAAGAAGTCCTTATA

TTCCACCTACAGATAAAGAGCTTTATACACACATTACGGATAATGCAAGAAGTCCTTATA
TTCCACCTACAGAT AAAGAGCTTTATACACACATTACGGATAATGCAAGAAGTCCTTATA
TTCCACCTACAGATAAAGAGCTTTATACACACATTACGGATAATGCAAGAAGTCCTTATA

T0 g0 o0 100 110 1z0
1 T [ e R [ |
ATTCTGTTGGTACAGTGTTTGTCAAAGGTAGTACATTAGCTACCGGAGTTTTAATTGGTA

ATTCTGTTGGTACAGTGTTTGTCAAAGGTAGTACAT TAGCT ACCGGAGTTTTAATTGGTA
ATTCTGTTGGTACAGTGTTTGTCAAAGGTAGTACAT TAGCTACCGGAGTTTTAATTGGTA
ATTCTGTTGGTACAGTGTTTGTCAAAGGTAGTACAT TAGCTACCGGAGTTTTAATTGGTA

130 140 150 160
S O IR I AU (R [ [N (S I
AAAATACAATTGTTACTAATTACCACGT TCGCAAGAGAAGCAGCCAARAN

ARAATACAATTGT TACTAATTACCACGT TGCAAGAGAAGCAGCCARAND
ARAATACAATTGT TACTAATTACCACGT TGCAAGAGAAGCAGCCAAAAA
ARAATACAATTGT TACTAATTACCACGT TGCAAGAGAAGCAGCCARALN

Hinh 2: So sanh trinh ty nucleotide gen etb clia chiing S. aureus phan 1ap tai Viét Nam (ky hiéu: VN S. aureus ETB) va cac
chdng S. aureus SAP0O57A phan lap tai My, S. aureus TY4 phan lap & Nhat Ban, S. aureus ETB phan |ap tai My.

4. Phan b6 tudi va gioi

Tudi méc bénh trung binh 1a 2,75; trong do, bénh
nhan I&n tudi nhét 13 14 va nho tudi nhéat 1a 1, hau hét
cac bénh nhan déu cé do tudi < 6. Tré < 3 tudi chiém
t&i 83% trong tbng sb6 24 bénh nhan. Két qua trong
nghién ctru nay ciing cho thay ty 1& nam/ni 1a 1,5.

BAN LUAN

1. Phan bd gen eta va etb & cac chang S.
aureus gay bénh

Viéc c6 mat ca hai gen ma hda cho ETA va ETB
cho thay doc lwc clia cac ching S. aureus gay bénh tai
Viét Nam la r4t cao. Sy xuét hién ddng thdi ca hai gen

méa héa doc td exfoliative toxin trén tat ca 24 ching S.
aureus gay bénh trén nguwoi tai Viet Nam phan 1ap tw
thang 3 nam 2011 dén thang 3 n&m 2012 cho thay vai
trd gay bénh clia cac chang vi khuan nay.

Theo Ladhani, chi c6 31% trwdng hop dwong tinh
vai exfoliative toxin va 69% khéng cho thay c6 s tén
tai clia doc t6. Nghién ciu tai Vwong qudc Anh va Ai-
so-len thay, 32% sb ching chi mang gen eta, 12%
mang gen etb va 27% mang ca hai gen [9]. Ngoai ra,
céc sb lieu nghién ctru tai Ble, Phap va My ciing cho
két qua twong tw [1]. Két qua nghién cvu cta ching toi
c6 sw khac biét kha rd rét vé ty |é mang gen doc t6
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gitra cac chung S.aureus gay bénh & Viét Nam véi
mot sb nwédc khac. Didu nay cé thé do dac thu phan bd
loai vi khuan nay tai cac viing dia ly, dac diém phan b
trén cac dbi twong bénh nhan co thé khac nhau.

2. Phan bb gen eta va etb voi tudi va gi&i tinh

Ty |& bénh nhan bi mac SSSS do S. areus c6 dd
tubi <3 chiém 83%, diéu do céd thé khién cac bénh
nhan nhd tudi thwong cé kha nang bi SSSS cao so
véi Itva tudi Ién. Nghién ctvu cta Ladhani cho thay, ty
I& bénh nhan cé khang thé khang ETA, ETB & tré ¢
dd tudi tr 3 dén 24 thang la 30%, sau dé tang lén
50% & tré 10 tudi va 91% & do tudi trén 40 [10]. Mot
nghlen ctru khac cung cho ket qua twong tw vOi 78%
cac bénh nhan c6 van dé vé stic khde va bi suy yéu
hé mién dich déu c6 ty & mang khang thé khang
exfoliative toxin thdp [4]. Diéu nay cé thé duwoc giai
thich réng, bénh nhan cang nhd tudi thi hé mi&n dich
chwa phat trién va chwa da kha nang sinh khang thé
khang lai exfoliative toxin va do vay nguy co méc
bénh cao hon so véi cac Ira tudi khac khién ty 1&
phan lap duoc vi khudn thudng cao & Ikva tudi nay
nhwng ty I& phat hién khang thé lai thap.

Khi xem xét yéu t6 gidi tinh, két qua nghién ctu
cta ching tdi cho thay, ty 1& cac ching S. aureus
mang gen eta va etb trén déi twong bénh nhan la ni
cao gap 1,5 1&n so v&i nam. Theo nghién ctu cla
Cribier n&m 1994 tai Phép, trong s 32 trueng hop
SSSS ty 1& nam chiém 66% (21 trwéng hop) [11]. Két
qua trong nghién clru cla ching téi cé sy chénh léch
rat I1én so v&i nghién ctu cia Cribier, tuy nhién, sw
khac biét nay cé thé 1a do c& mau trong nghién ctru
cta ching t6i nhé hon nén chwa thé danh gia day da
duwoc ty 1€ nam/nir. Ngoai ra sy khac nhau & thoi
diém, vi tri dia ly va d&c diém sinh hoc cta dbi twong
khi thyc hién nghién ctru cling co thé la nguyén nhan
dan dén sw chénh léch vé két qua

3. Méi lién quan giira cac chi s6 xét nghiém va
sw xuat hién gen eta va etb & cac chiang S.
aureus phan lap tir bénh nhan

Qua phan tich cac chi sb xét nghiém nhu Céng
thirc mau, chirc nang gan, dién gidi, sinh hdéa nwéc
tiéu cta cac bénh nhan SSSS mang chiing S. aureus,
ching t6i khéng thay c6 sy thay dbi bénh Iy nao cé y
nghia théng k&. Theo ching t6i, diéu nay con phu
thudc vao tinh trang chung cla co thé, dac biét 1a vai
trd gay nhiém trung cla cac ching S. aureus mang
gen eta va etb. Theo mot sé nghién ctu, c6 thé chang
S. aureus sinh doc t6 va gay ra cac ton thwong tai chd

nhwng khéng gay nhiém tring toan than, dic biét 1a
nhiém khuan huyét, nhw vay, cé thé khéng co nhiing
bién d6i huyét hoc va sinh hda dang ké.

KET LUAN

24 ching S. aureus gay bénh SSSS phan lap tai
Bénh vién Da liéu Trung wong tw thang 3 nam 2011
dén thang 3 nam 2012. Két qua cho thay, 24 chiing
déu mang ca hai gen eta va etb.

- Trinh tw nucleotide clia eta va etb twong déng
100 % véi cac chang quéc té.

- 83% tré bi héi chirng bong vay da va cé S.
aureus mang gen eta va etb & d6 tudi nhé hon 3.

- Cac tré bi héi ching bong vay da va co S.
aureus khong cé cac bién dbi c6 y nghia théng ké vé
xét nghiém huyét hoc va sinh héa.
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