NGHIEN CUU UNG DUNG KY THUAT REALTIME-PCR HRM
PHAT HIEN TAC NHAN GAY BENH TAY CHAN MIENG

VU XUAN NGHIA, NGUYEN THANH VIET, PHAM BUC MINH,

DAT VAN BE

Bénh Tay Chan Miéng (TCM) la mét bénh nhiém
tring thudng gap 4 tré so sinh va tré nho, cb tinh chat
lay truyén va cb thé gay thanh dich. Bénh co thé gay
bién chiing nguy hiém nhu viém nao-mang néo, viém
cd tim, phu phdi cdp va dan téi t& vong néu khong
dugc phat hién s6m va x{ ly kip thoi. Tai Viét Nam,
Theo bao cao clia Bd Y té, tinh dén ngay 17/10/2011,
ca nubc da ghi nhan 72.472 trudng hdp mac bénh tay
chan miéng tai 63 tinh thanh, trong d6 da c6 130
trudng hop t vong tai 22 tinh, thanh phé.

Bénh TCM do virus dudng rudt gay ra. Hai nhém
tac nhan gay bénh thudng gép la Coxsackie virus
A16(CA16) va Entero virus E71 (EV71), gay bénh chi
yéu lay nhiém qua dudng tiéu héa, truc ti€p phan-
miéng, hoc gian tiép qua nuéc, thuc pham, tay ban...
bi 6 nhiém phan ngudi bénh. Hién nay, nhiéu phuong
phap dugc (ng dung phéat hién mam bénh gay bénh
TCM, trong d6 realtime-PCR vé&i uu diém vugt trdi cho
d6 nhay va doé dac hiéu cao. Trong nghién clu nay,
dua trén nén nguyén tac hoat déng clia phuong phap
PCR, cong nghé mdi st dung SYBR Green, ching t0i
Ung dung ky thuat realtime-PCR HRM (high resolution
melting) phat hién sém mam bénh virus E71 gay bénh

DOl TUGNG VA PHUONG PHAP NGHIEN cUU

1. Péi tugng

5 bénh nhi cé do tudi tir 8 thang dén 10 tudi, vao
vién ngay th(r 4 clia bénh vdi cac biéu hién: sét, ndi
ban & ban tay, méng, dau géi, chan, loét miéng hong,
ho va nén.

2. Bénh pham: Bénh nhi dugc 1y nhay hong va
phan.

3. Ching duong

Chiing duong EV71dudc cung cép bdi trung tam
nghién cltu ing dung y sinh dugc hoc, Hoc vién Quan

4. Ky thuat st dung trong nghién ctru

4.1. Tach chiét RNA cla virus: RNA cla EV71
dugc tach chiét tir nhdy hong hoc phan clia bénh nhi
baéng Qiagen ARN mini kit theo quy trinh chudn clia

nha san xuat (Qiagen, Dlc) va cét gitt 6 -80'C dén khi
s dung.

4.2. Thiét k& méi: cap mdi dugc thiét k& dua trén
khuéch dai viung gen VP1 cla virus dudc céng bd
truc day. Trinh tu cla EV71-F 5-GARAGYTCTA
TAGGRGAYAG-3, EV71-R 5-
AGAGGGAGRTCTATCTCYCC-3..

4.3. Céng nghé SYBRGreen th€ hé mdi: Cac hat
SybrGreen bam vao lién két gilia 2 sgi don DNA. Khi
soi DNA dudi xodn va bi phan tach & diém néng chay
sé& gidi phong ra cac hat SybrGreen. Dya vao tin hiéu

LUONG CAO PONG, NGUYEN THI BACH YEN

nay, cac san pham PCR dudc phat hién va dudc biéu
dién dudi dang dé thi sau méi chu ky.

4.4. Qui trinh Realtime-PCR HRM

Bo kit KAPA™ FAST SYBR One-Step qRT-PCR
dugc sU dung trong qui trinhf Realtime-PCR HRM.
Thanh phan phan (ng: KAPA SYBRR FAST gPCR
Master Mix (2X) 10u; KAPA RT Mix (50X) 04l
Forward Primer (10 uM) 0,4ul; Reverse primer (10uM)
0,4ul; RNA 5ul va nuéc 3,8ul. Chu trinh nhiét: 50°C/15’;
95°C/20”; chu ky 40 vong: 95°C/5”; 60°C/15”. Qui trinh
dudc thwdj hién trén may Eco realtime-PCR (lllumina-
Hoa ky)

KET QUA VA BAN LUAN

1. Két qua

1.1. T6i uu hoa qui trinh realtime-PCR

Qui trinh dugc t6i uu héa trén chimg duong EV7 véi
ti 1& cac thanh phan tham gia phan (ing, nhiét dé bam
méi, néng d6 RNA toan phan. Két qua dudc hinh
chudn dudc st dung phat hién EV71 trong mau bénh
phdm (Hinh 1)

Néng 45 RNA

Chirng dwong

F =

sé chu ky chay
Hinh 1: Két qua chudn héa qui trinh
Realtime-PCR HRM chiing duong EV71

1.2. Phat hién EV'71 trong mé&u bénh pham

2.1.1. B3c diém bénh nhan nghién ciiu

Bénh nhi nhap vién 103 - Hoc vién Quan y dugdc
chén doan sd bo ban ddu méc bénh TCM véi biéu hién
s6t, phat ban, loét, ho va nén.

Bang 1: Biéu hién triéu chiing 1am sang

TC lam sang S6 lugng Tile (%)
Sat 5/5 100
Noi ban § da 4/5 80
Loét miéng hong 4/5 80
Ho 3/5 60
Non 4/5 80

K&t qua cho thdy, bénh nhan biu hién sét 5/5
(100%), loét miéng hong 4/5 (80%) va phéat ban 4/5
(80%).

3.2.1.2. tng dung realtime-PCR HRM phat hién
EV71

Sau khi chudn héa, qui trinh dudc (ing dung phat
hién EV71 trén 5 bénh nhi. K& qua cho thay 5/5
(100%) nhiém EV71 (Hinh 2)
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Hinh 2: Buding biéu dién cac mau bénh pham va chiing duong

2. Ban luan

Tinh hinh dich bénh TCM hién nay van dang dién
bién phiic tap trén ca 3 mién, s6 tré mac va t vong
van lién tuc tang. Trén thé gidi va trong nuéc da sl
dung nhiéu ky thuat phan t& dé phat hién cac mam
bénh sinh hoc. Trong dé, c6 nhiing ky thuat phat hién
nhiing san pham truc ti€p hoac gian tiép cla mam
bénh.

May Realtime PCR HRM dudc trang bi hé thong
dén quang hoc hién dai véi 48 dén LED (Light Emitting
Diode) va Block ra nhiét nhanh bdi vay cho két qua
nhanh chéng, chinh xac véi d6 dac hiéu cao. Tinh uu
viét va vugt tréi so véi kj thudt Realtime-PCR dang
dugc Ung dung hién nay. Ky thuét Realtime-PCR
thudng c6 d6 nhay cho phép phéat hién mam bénh tir
20-30 copies, nhung vGi may Realtime-PCR HRM
b&ng su dét pha trong cong nghé cho d6 nhay cao gap
nhiéu Ian, cho phép phéat hién mam bénh chinh xac 1
copies.

Trong nghién cu, ching t6i Ung dung ky thuat
Realtime PCR HRM va céng nghé Fast SYBR Green
phat hién EV71 trong cac mau bénh pham ldy tir phan
va nhdy hong clia bénh nhi dugc chdn doan so bo
bénh TCM. Qui trinh dudc t6i uu hda cho két qua
nhanh, chinh xac va dac hiéu véi EV71. Uu diém clia
phuong phap néi bat v6i kha nang thao tac don gian,
phan mém phan tich théng minh, nhanh va chinh x4c.

Budc dau (ng dung cdng nghé méi phéat hién mam
bénh gay bénh TCM trén 5 bénh nhi. K&t quéa cho thay,
ca 5 bénh nhi (100%) nhiém EV71. Ti & nhiém EV71
cling phi hop véi nhimg cong bé clia cac nghién ciu
khac trong nam 2011, nguyén nhan chd yéu trong
nhimg vu dich 2011 la EV71.

KET LUAN

Nghién clu da t6i uu hda ky thuat Realtime PCR
HRM véi cdng nghé Fast SYBR Green phat hién
EV71, nguyén nhan gay bénh chan tay miéng. Budc
dAu phat hién EV71 trong 5 trudng hop (100%) nhiém
bénh TCM.
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