NGHIEN CUU UNG DUNG KY THUAT PCR DA IV!ﬁI
PHAT HIEN VIBRIO CHOLERAE GAY BENH TA

TOM TAT

Bénh ta do Vibrio cholerae (V. cholerae) la mot
bénh truyén nhiém cap tinh dudng tiéu hoa. Phéat hién
V. cholerae trong bénh phdm va moi trudng co vai tro
quan trong trong chan doan, theo déi diéu tri ciing nhu
giam sat dich ta. Trong nghién cttu nay ching toi phat
trién ky thuat PCR da méi phét hién hai gen méa hoa
doéc t6 ctxA va tcpA cla V. cholerae. Téi uu héa diéu
kién phén tmg PCR da méi d6i vai hai gen dich ctxA va
tcpA dudc thuc hién trén cac ching V. cholerae phéan
Idp. PO nhay va dé dic hiéu cua ky thuat PCR da moi
la 100% va nguéng phat hién cla phén tng la 36fg
DNA méu ctia méi trudng nudi cy chiing.

Turkhoa: ctxA; tcpA; Vibrio cholerae; PCR da moi.

SUMMARY

Cholera caused by toxigenic V. cholerae is an
acute intestinal infection. Detections of V. cholerae in
the patient and enviremental samples are the major
role for diagnostic and follow up for treatment and the
monitoring the epidemic disease. In this study we
have developed a multiplex-PCR assay for the
detection of ctxA and tcpA toxigenic-genes of V.
cholerae. To examine the standard conditions,
sensitive and specificity of multiplex-PCR assay have
been evaluated by using known V. cholerae strains.
The sensitive and specific of multiplex-PCR assay for
detection of toxigenic V. cholerae were 100% and the
low detection threshold of the multiplex-PCR assay is
36fg DNA template from cell culture mediums.

Key words: ctxA; tcpA; Vibrio cholerae; multiplex-
PCR.

DAT VAN BE

Vi khuén ta (Vibrio cholerae) |a tac nhan gay dich
ta cap tinh & cac nuéc dang phat trién trong d6 co
Viét Nam. Loai V. cholerae thudc gidng Vibrio, ho
Vibrionaceae. Cac chiing cla vi khudn ta c6 khang
nguyén léng (H) gidng nhau, tuy nhién dua vao su
khac nhau ctia khang nguyén than (O), V. cholerae
dugc phan chia thanh hon 100 nhém. Nhiing chling
chinh lién quan gay bénh ta 1a cac chlng V. cholerae
01 va 0139 (3). Daéi véi cac chiing V. cholerae séng
trong méi trudng tu nhién viéc phan lap bang cac
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phuang phap nuéi cdy thong thudng 1a rat khé khan.
Trong khi d6, nuéc ¢6 vai trd quan trong trong su lan
truyén bénh ta. Ngudi ta thdy rang, cac ching V.
cholerae O1 va 0139 & trong méi trudng nudc séng
s6t bang chuyén tU trang thai hoat dong sang it hoat
déng nén rat khé nudi cdy. & trang thai nay vi khuan
gilt lai dugc kha nang ton tai doc 1ap, duy tri khd nang
lay nhiém véi su toan ven cla cac gen gay bénh clia
vi khuén trong thdi gian trén moét nam (2). Viéc xac
dinh nhanh va chinh xac dugc cac V. cholerae ton tai
trong nudc sinh hoat va trong méi trudng cé vai tro
quan trong trong quan Iy ngudn bénh va béo vé siic
khée cong déng. Trong khi d6 phuong phap nudi cay
thong thuong dudc dung phan lap cac V. cholerae
chuyén trang théai it hoat dong trong méi trudng la it
hiéu quéa (4,5). Gan day cac phuong phap sinh hoc
phan t& nhu PCR, PCR da méi hia hen la phuong
phap phl hop xac dinh dugc cac chlng ta gay bénh
tén tai trong méi trudng va da dugc ap dung hiéu qua
trén thé gidi (Bhanumathi et al., 2003; Kapley and
Purohit, 2001). Trong nghién cGu nay ching t6i ap
dung k¥ thuat PCR da méi nhan cac gen dich ctxA va
tcpA xac dinh V. cholerae gay bénh ta. Gen dich ctxA
va tcpA la nhiing gen dudc biét c6 vai tro chia khoa
mé hoa cac protein doc t6 td gay bénh nhat la cla
cac chiing t& O1 va 0139 (3). Cac nghién c(u gan
day cho thay ctxA la gen ma héa dudi don vi A cla
doc t6 ta (cholera toxin, CT) ddng vai trd chinh cla
doc t6 ta. Trong khi d6, tcpA ma hoa doc té 1éng déng
diéu hoa cb vai trd quan trong trong su xam nhap cuta
vi khuén vao mang nhay ruét vat chii (6,7). Biéu quan
trong & ca ctxA va ctpA déu 1a hai gen phé bién & cac
chling t& gay bénh danh dudc tif cac vi khuén tén tai
trong méi truong nuéc (2,6). Vi vay, moéi trudng nuéc
tu nhién c6 thé co vai trd quan trong trong sinh thai,
lay truyén va dich t& hoc ctia vi khuan ta (2,6,7).

Ung dung ky thuat PCR da mdi khuéch dai déng
thai cac gen ma hoa doc t6 ta nhu ctxA va ctpA da tré
thanh cong cu hitu hiéu cho két qué nhanh chéng va
chinh xac chan doan ca cac chling ta gay bénh trong
cac mau lam sang va trong méi trudng. Gan day
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chiing t6i da thanh cong trong viéc t6i uu hda ky thuat
PCR don méi xac dinh cac chiing ta gay bénh cho két
qué dd nhay va dac hiéu 100% va ngudng phat hién
chi vai chuc vi khuén gay bénh trong mau bénh phadm
(1). Trong nghién c(u nay ching téi phat trién thém
mot budc ap dung déng thai nhiéu cip méi trong moét
phan (ng PCR xac dinh cac gen ma hda doc t6 ta
CtXA va ctpA chdn doan vi khuén ta gay bénh.

DOl TUGNG VA PHUONG PHAP

1. Vat liéu va dadi tugng nghién ctu.

-Vi khuan. gém 30 chiing V. cholerae O1 gay
bénh ta dugc nudi cay, phan lap va s dung lam mau
chuan dé danh gia d6 nhay cla phan (ng. Cac chlng
Salmonella gay bénh thuong han gém Salmonella
typhi, Salmonella typhi A, Salmonella typhi B,
Salmonella typhi C va E. Coli dudc st dung dé danh
gia do dac hiéu cla ky thuat va lam ching am (1).

- Méi trudng ting sinh V. cholerae: Mo6i trudng
peptone kiém (pH = 8,5)

2. Phuong phap nghién ctru.

2.1. Nuéi cdy va tang sinh. Cac ching V.
cholerae dugc tang sinh trén moi trudng Peptone
kiém (pH = 8,5) 6 gid G nhiét d6 37°C, lac 230
vong/phut. Dich nudi cdy chita V. cholerae dugc dung
tach va tinh sach DNA vi khudn dé& dung cho céac
budc tiép theo. Cac chiing Salmonela va E. coli dudc
tang sinh qua dém trén moi trudng chuyén biét. Nuoi
cdy va tang sinh vi khudn dudc thuc hién tai Khoa Vi
sinh vat va Trung tdm sinh y dugc hoc, Hoc vién
Quany (1).

2.2. Tdch va tinh sach ADN vi khudn. DNA clia
V. cholerae dugc tach tir méi trudng tang sinh sau
tang sinh dugc pha loang 10 1an trong nudc khit ion
(ty 1& 1:9), dun & 95°C trong 10 phut, ly tam 12.000
vong trong 10 phat & nhiét d6 4° C. Dich néi dudc
kiém tra ndng d6 DNA va bao quan & -20 °C dén khi
s dung.

2.3. Méi. Trinh tu cac primer duing chan doan V. cholerae gay bénh ta dudc mo ta trong bang 1 (5,7).
Bang 1. Trinh tu cac méi nhan déng thdi gen ctxA va tcpA cla V. cholerae.

Méi Trinh tu mGi Kich thudc (bp) Vi tri nucleotid
CctxA-F 5-CTCAGACGGGATTTGTTAGGCACG-3 302 309-332
ctxA-R 5-TCTATCTCTGTAGCCCCTATT-3 610-590
tcpA-F 5-GAAGAAGTTTGTAAAAGAAGAACAC-3 472 83-107
tcpAR 5-GAAAGCACCTTCTTTCACGTTG-3' 554-533

D& chan doan V. cholerae gay bénh ta phan (ng PCR sif dung cac cap moi ctxA-F va ctxA-R (302 bp) va
cap moi tcpA-F va tcpA-R (472 bp). Do san phdm PCR cla tiing gen dich khac nhau nén phan biét dudc trén

gel agarose.

2.4. Phan ung PCR da méi. Phan (ng PCR da
moi dudc thuc hién mot vong xac dinh déng thdi hai
gen ma héa doc luc cha V. cholerae gay bénh ta
trong mau bénh phdm, enzyme s& dung cho phan
(ng PCR da méi la Taqg DNA Polymerase (New
England Biolabs, NEB). Thanh phan clia phan (ng
PCR dudc tém tat trong bang 2.

Bang 2. Thanh phan cla phan tng PCR da méi
phét hién V. cholerae gay bénh ta

Thanh phan phé}p (ng PCR da Thé tich (u) Néng \d(f) cudi
moi cung
Nude khir ion 15,3
PCR bufer (10X) 25 1X
dNTP mix (2,5 mM) 2 0,2mM
Primer ctxA-F (10pmol/l) 0,5 0,5uM
Primer ctxA-R (10pmol/l) 0,5 0,5uM
Primer tcpA-R (10pmol/l) 0,5 0,5 uM
Primer tcpA-R (10pmol/l) 0,5 0,5 uM
Taq polymerase (NEB) (5U/pl) 0,2 1 don vi
DNA t6ng s6 3
Téng s6 25

Nhiét dd va thai gian gén mai clia phan (mg PCR
da méi dugc xac dinh bang gradient nhiét dd va thdi
gian gan méi véi 35 chu ky néi ti€p nhau, méi chu ky
qua 3 giai doan cd ban: bién tinh DNA, gén méi va
tdng hop. Phan (ng PCR duodc thuc hién trén may
GeneAmp PCR System 9700 va iCycler. S&n pham

cDNA dugc dién di trén gel agarose 1,5% nhudém
ethidium bromide (0,5 mg%) trong maéi trudng dém 1x
TBE, 110 V6n, dong 80 mA, trong 45 phut, quan sat
va chup &nh bang may soi Gel-Dolphil.

KET QUA

1. Téi uwu héa nhiét dd gan méi.

Thuc hién t6i uu héa ky thuat PCR da méi cho 2
gen dich ctxA va tcpA ching t6i chon khoang nhiét do
49°C dén 60°C vdi cac diém dat nhiét 1a 49°C; 49.9°C;
51.2°C; 53.2°C; 56.1°C; 58.1°C; 59.4°C va 60°C tién
hanh dung cac mau DNA 1a cac chlng V. cholerae
dudc nudi cdy phan lap. Két qua cho thdy san phdm
PCR da moéi rd nét nhat & day s6 7 tuong (ng Vi
nhiét d6 58.1 d6 C (Hinh 1.). K&t qua thi nghiém dugc
Iap lai 03 14n déu cho két qua &n dinh, nhiét d6 gan
mai t8i uu & 58.1°C.

«—500bp
<—300bp

tcpA—|
ctxA—>

I/ 111l =

Hinh 1. Hinh anh dién di cGia san pham PCR sau khi thuc hién
gradient nhiét do nhan gen ctxA va tcpA ctia V. cholerae. Cot 1
va 10, thang chudn DNA; cot s6 2-9 theo thir tu diém dat nhiét 3
49°C; 49.9°C; 51.2°C; 53.2°C; 56.1°C; 58.1°C; 59.4°C va 60°C
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2. T8i wu thai gian gan mai.

Tim thdi gian gédn méi pht hop cho phéan ting PCR
da méi nhan gen ctxA va tcpA dudc thuc hién véi mée
thai gian 30, 45, 60 va 90 gidy. K&t qua cho thay san
pham PCR da méi clia rd nét nhat & cot s 3, tuong
(g véi thai gian gén méi 1a 45 gidy (Hinh 2).

-

-—500bp
|— 300bp

HECI

Hinh 2. Hinh anh dién di san pham PCR sau khi thuc hién
gradient tim théi gian gdn méi nhan gen ctxA va ctpA clia V.
cholerae. Cot s6 1 va 6, thang DNA; cot s6 2-5, méc thdi gian theo
ther ty 30, 45, 60 va 90 giay.

Nhu vay, chu trinh nhiét pht hop nhat dé thuc hién
phan (mg PCR da mdi nhan hai gen dich dac hiéu
phat hién V. cholerae gay bénh ta la: 95°C x 3 phut,
(95°C x30 giay, 58.1°C x 45 gidy va 72°C x 30 gidy) x
35 chu ky, két thuc 72°C x 7 phat

3. Panh gia do nhay va dic hiéu cla phan iing
PCR da méi phat hién V. cholerae giy bénh ta.

- DBanh gia do nhay va do dac hiéu cia phan (ng
PCR da méi phat hién V. cholerae gay bénh ta dugc
thuc hién trén cac ching V. cholerae da nudi cay phan
lap va cac chiing Samonella, E. Coli chuén (Hinh 3).

(A

12345 678 910 1112 13 1415

- e e -
-—
. ————

Hinh 3. Hinh anh minh hoa dé nhay (A) va ngudng phat hién (B)

cuia phan img PCR da m0| phat hién V.cholerae gay bénh ta. (A)

Cot 1va 15, thang chuan DNA; cot s6 2, chitg am; cot tir 3 dén 14,

mau chuan V.cholerae. (B) Ngudng phat hién cot 7 Ia 36 fg DNA
tuong duong 10 té bao.

Thuc hién phan (ng PCR da méi trén 30 chlng
chuén V. cholerae két qua cho thay 30/30 duong tinh
(100%). D& xac dinh ngudng phat hién clia phan (ing
PCR da méi nhan hai gen dich clia V. cholerae véi

néng dd DNA cla V. cholerae hda loang dan. Két qua
cho thdy néng d6 DNA t6i thiéu phan (ng PCR da
moi phat hién dugc la 36 fg tuong duong khoang 10
t&€ bao vi khuan.

- Danh gia d6 dac hiéu, chung t6i sl dung cac
chiing chudn Samonella va E. Coli (30 chling) thuc
hién phan (ng PCR da méi phat hién V. cholerae
theo dung qui trinh da nghién clu mo ta trén va sl
dung chu’ng duong la chung vi khuén t& da phan Iap.
Ket qua 30/30 mau déu cho két qua am tinh (Hinh 4,

Hinh 4. Hinh anh dién di san pham PCR trén gel agarose 1.5%
dai véi gen dich ctxA va tcpA cta V. cholerae. Cot 1 va 10, thang
chuan DNA; cét s6 9, chiing duong; cot tir 2 dén 8, mau am.

Bang 3. D) nhay va dac hiéu cla ky thuat PCR da
moi phét hién V. cholerae

Mau DNA
Két qua V. ctzsierae V. cholerae () Cong
PCR da mai (+) 30 0 30
PCR da mdi (-) 0 30 30
Cdng 30 30 60

* D6 nhay: Se (Sensitive)=(30/30)x100%=100%.

* Do dac hiéu: Sp (Specific)=(30/30)x100%=100%.

Ky thuat PCR d6i vGi gen dich ctxA va ctpA cb do
nhay 100% va do dac hiéu 100% co thé dugc st
dung xac dinh su c6 mat clia V. cholerae trong mau
bénh pham

BAN LUAN

1. Tim diéu kién nhiét dé va th&i gian gan mai
phu hgp cho phén ing PCR.

BGi v6i voi phédn (ing PCR da méi, yéu t6 quan
trong 1a cac mdi. Cac méi can dugc thiét ké& tranh
khéng bt cap bd sung vGi nhau va khoang nhiét do
Tm chénh nhau gilta cac méi khéng nhiéu hoac tuong
duong vé ty I& GC. Piéu kién phan (ing PCR déng vai
trd quan trong dé 1a nhiét do va thdi gian gan mai,
ndng dd MgCl,... mac du nguyén ly PCR kha don
gian, nhUng khong co cong thic chung cho mét phan
u’ng PCR da moi cu thé nao. Vi vay, khi thuc hién
phan {mg PCR da mdi chung ta can phai tham do, tim
kiém qw trinh phi h0p khi ap dung cu thé (5). D& do
tim cac diéu kién cla phan ing PCR chung ta thuong
sl dung hé théng PCR c6 chuang trinh gradient. C6
dinh cac diéu kién khac va cho diéu kién do tim thay
dsi trong giGi han nhat dinh. Trong thi nghlem nay
chung téi tim nh|et dd va thoi gian gan méi cla phan
(ng PCR da mdi nhan déng thdi gen ctxA va tcpA
cla V. cholerae (5,7). Trén cd sG nhiét do ndng chay
Tm cGa mbi cip mdi dat khodng nhiét dd gan mai tur
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49°C dén 60°C. K&t qua cho thay nhiét dd gan mai tot
nhat & 58,1 °C, cho san phdm PCR rd va nét nhat
(Hinh 1). D&i v6i thdi gian duy tri nhiét dd géan moi phu
thudc s6 lugng cac nucleotid G va C (4°C/nucleotid)
cling nhu A va C (2°C/nucleotid) trén trinh tu primer.
Céac moi ctxA va tcpA c6 dd dai 20 va 23bp dudc thlr
nghiém véi 4 méc thdi gian gan méi la 30, 45, 60 va
90 gidy. Keét qua chay gradient thdi gian gan moi phu
hop dei véi ca ha| gen dich ctxA va tcpA cho san
pham PCR dat qua t6t nhat la 45 g|ay (H|nh 2). Két
qué nay tuong tu véi clia mét sé tac gid cong bé gan
day nhu cia Chomvarin C va CS (2007), Kapley va
Purohit (2001), Shirai va CS (1991), tuy nhién cé mét
it khac biét nhu nhiét dd gan moi trong nghién ciu
nay cao han clia cac tac gia khac tir 1-1,5 °C va thdai
gian bat mdi cla ching t6i tuong duong hodc dai hon
khoang 15 giay (2,5,7) .

2. Pd nhay va dic hiéu phan ing PCR da méi
khuéch dai gen dich ctxA va tcpA.

Trong thi nghiém nay chdng t6i s dung cac
chliing V. cholerae O1 phan lap tir bénh nhan, cac
chung Salmonella va E. Coli da dugc xac dinh bang
nudi cay va phan lap dé danh gia do nhay va dac
hiéu cla phan (ing PCR da mdi. Thuc hién phan (ng
PCR da méi déng thdi véi hai gen dich ctxA va tcpA
cla V. cholerae la cac gen ma hoa déc t6 ta (ctxA) va
doc t6 16ng giup vi khuan ta xam nhap t€ bao niém
mac rudt (tcpA). Két qua cho thay @6 nhay dat 100%
va ngu’dng phat hién dat 36 fg DNA tuong duong 10
t€ bao vi khuén trén mai trudng nudi cay. Ngu’dc lai,
phan (ing PCR da méi nay déi véi cac chiing khong
phai V. cholerae |a Salmonella va E. Coli cho két qua
100% trudng hop am tinh va do dac hiéu clia ky thuat
la 100% (Hinh 4, Bang 3). Két quéa nay ciing phu hop
v6i mot s6 nghién cliu gan day véi d6 déc hiéu clia ky
thuat la 100% va ngudng phat hién la 100fg DNA
tuong duong khoang 23 vi khuén (2 5). Gan day mét
s0 tac gla phat trién ky thuat PCR da moi phat h|en
cac mam bénh (t4, E. coli...) trong cac moi trudng
nhu ao, hd, séng sudi. Ky thuat PCR da moi da chu’ng
minh uu thé vuot troi so vGi nudi cay vi nhu’ng han ché
va khé khan khi tang sinh cac chling 6 méi trudng tu
nhién (2-7). Nhd c6é d6 nhay, dac hiéu cao va ngudng
phat hién thap nén nhimng phan tng PCR da mdi nay

c6 thé gilp cac nha [am sang, nghlen clu ¢6 co sb
phat hién nhanh mam bénh trong mau bénh pham
gop phan cai thién chan doan.

KET LUAN

Chu trinh luan nhiét thuc hién phan (ng PCR da
moi nhan déng thdi hai gen dich ctxA va tcpA xac dinh
V. cholerae gay bénh ta la: 1 chu ky & 95°C x 3 phut;
35 chu ky (95°C x 30 giay, 58,1°C x 45 giay, 72°C x 30
gidy), 1 chu ky 6 72°C x 7 phdt va gitt ¢ 4 °C.

Ky thuat PCR da méi v6i hai gen dich ctxA va
tcpA xac dinh V. cholerae gay bénh ta c6 do nhay va
dé dac hiéu 100%, ngudng phat hién 36fg DNA mau
tach tir méi trudng nudi cay vi khuan ta.
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