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NGHI£N CøU øNG DôNG Kü THUËT REALTIME-PCR HRM 
 PH¸T HIÖN T¸C NH¢N G¢Y BÖNH TAY CH¢N MIÖNG 

 
Vò Xu©n NghÜa, NguyÔn Thanh ViÖt, Ph¹m §øc Minh,  

L¬ng Cao §ång, NguyÔn ThÞ B¹ch YÕn  
§ÆT VÊN §Ò 
BÖnh Tay Ch©n MiÖng (TCM) lµ mét bÖnh nhiÔm 

trïng thêng gÆp ë trÎ s¬ sinh vµ trÎ nhá, cã tÝnh chÊt 
l©y truyÒn vµ cã thÓ g©y thµnh dÞch. BÖnh cã thÓ g©y 
biÕn chøng nguy hiÓm nh viªm n·o-mµng n·o, viªm 
c¬ tim, phï phæi cÊp vµ dÉn tíi tö vong nÕu kh«ng 
®îc ph¸t hiÖn sím vµ xö lý kÞp thêi. T¹i ViÖt Nam, 
Theo b¸o c¸o cña Bé Y tÕ, tÝnh ®Õn ngµy 17/10/2011, 
c¶ níc ®· ghi nhËn 72.472 trêng hîp m¾c bÖnh tay 
ch©n miÖng t¹i 63 tØnh thµnh, trong ®ã ®· cã 130 
trêng hîp tö vong t¹i 22 tØnh, thµnh phè. 

BÖnh TCM do virus ®êng ruét g©y ra. Hai nhãm 
t¸c nh©n g©y bÖnh thêng gÆp lµ Coxsackie virus 
A16(CA16) vµ Entero virus E71 (EV71), g©y bÖnh chñ 
yÕu l©y nhiÔm qua ®êng tiªu hãa, trùc tiÕp ph©n- 
miÖng, hoÆc gi¸n tiÕp qua níc, thùc phÈm, tay bÈn… 
bÞ « nhiÔm ph©n ngêi bÖnh. HiÖn nay, nhiÒu ph¬ng 
ph¸p ®îc øng dông ph¸t hiÖn mÇm bÖnh g©y bÖnh 
TCM, trong ®ã realtime-PCR víi u ®iÓm vît tréi cho 
®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cao. Trong nghiªn cøu nµy, 
dùa trªn nÒn nguyªn t¾c ho¹t ®éng cña ph¬ng ph¸p 
PCR, c«ng nghÖ míi sö dông SYBR Green, chóng t«i 
øng dông kü thuËt realtime-PCR HRM (high resolution 
melting) ph¸t hiÖn sím mÇm bÖnh virus E71 g©y bÖnh 
TCM.  

§èI T¦îNG Vµ PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 
1. §èi tîng 
5 bÖnh nhi cã ®é tuæi tõ 8 th¸ng ®Õn 10 tuæi, vµo 

viÖn ngµy thø 4 cña bÖnh víi c¸c biÓu hiÖn: sèt, næi 
ban ë bµn tay, m«ng, ®Çu gèi, ch©n, loÐt miÖng häng, 
ho vµ n«n. 

2. BÖnh phÈm: BÖnh nhi ®îc lÊy nhÇy häng vµ 
ph©n. 

3. Chøng d¬ng 
Chøng d¬ng EV71®îc cung cÊp bëi trung t©m 

nghiªn cøu øng dông y sinh dîc häc, Häc viÖn Qu©n 
y. 

4. Kü thuËt sö dông trong nghiªn cøu 
4.1. T¸ch chiÕt RNA cña virus: RNA cña EV71 

®îc t¸ch chiÕt tõ nhÇy häng hoÆc ph©n cña bÖnh nhi 
b»ng Qiagen ARN mini kÝt theo quy tr×nh chuÈn cña 

nhµ s¶n xuÊt (Qiagen, §øc) vµ cÊt gi÷ ë -80
0
C ®Õn khi 

sö dông. 
4.2. ThiÕt kÕ måi: cÆp måi ®îc thiÕt kÕ dùa trªn 

khuÕch ®¹i vïng gen VP1 cña virus ®îc c«ng bè 
tríc ®©y. Tr×nh tù cña EV71-F 5’-GARAGYTCTA 
TAGGRGAYAG-3’, EV71-R 5’-
AGAGGGAGRTCTATCTCYCC-3’.  

4.3. C«ng nghÖ SYBRGreen thÕ hÖ míi: C¸c h¹t 
SybrGreen b¸m vµo liªn kÕt gi÷a 2 sîi ®¬n DNA. Khi 
sîi DNA duçi xo¾n vµ bÞ ph©n t¸ch ë ®iÓm nãng ch¶y 
sÏ gi¶i phãng ra c¸c h¹t SybrGreen. Dùa vµo tÝn hiÖu 

nµy, c¸c s¶n phÈm PCR ®îc ph¸t hiÖn vµ ®îc biÓu 
diÔn díi d¹ng ®å thÞ sau mçi chu kú.  

4.4. Qui tr×nh Realtime-PCR HRM 
Bé kit KAPA™ FAST SYBR One-Step qRT-PCR 

®îc sö dông trong qui trinhf Realtime-PCR HRM. 
Thµnh phÇn ph¶n øng: KAPA SYBRR FAST qPCR 
Master Mix (2X) 10l; KAPA RT Mix (50X) 0,4l; 
Forward Primer (10 M) 0,4l; Reverse primer (10M) 
0,4l; RNA 5l vµ níc 3,8l. Chu tr×nh nhiÖt: 500C/15’; 
950C/20’’; chu kú 40 vßng: 950C/5’’; 600C/15’’. Qui tr×nh 
®îc thwdj hiÖn trªn m¸y Eco realtime-PCR (Illumina-
Hoa kú) 

KÕT QU¶ Vµ BµN LUËN 
1. KÕt qu¶ 
1.1. Tèi u hãa qui tr×nh realtime-PCR 
Qui tr×nh ®îc tèi u hãa trªn chøng d¬ng EV7 víi 

tØ lÖ c¸c thµnh phÇn tham gia ph¶n øng, nhiÖt ®é b¸m 
måi, nång ®é RNA toµn phÇn. KÕt qu¶ ®îc h×nh 
chuÈn ®îc sö dông ph¸t hiÖn EV71 trong mÉu bÖnh 
phÈm (H×nh 1) 

 
H×nh 1: KÕt qu¶ chuÈn hãa qui tr×nh  

Realtime-PCR HRM chøng d¬ng EV71 
 
1.2. Ph¸t hiÖn EV71 trong mÉu bÖnh phÈm 
2.1.1. §Æc ®iÓm bÖnh nh©n nghiªn cøu 
BÖnh nhi nhËp viÖn 103 - Häc viÖn Qu©n y ®îc 

chÈn ®o¸n s¬ bé ban ®Çu m¾c bÖnh TCM víi biÓu hiÖn 
sèt, ph¸t ban, loÐt, ho vµ n«n.  

B¶ng 1: BiÓu hiÖn triÖu chøng l©m sµng 
TC l©m sµng Sè lîng TØ lÖ (%) 

Sèt 5/5 100 
Næi ban ë da 4/5 80 

LoÐt miÖng häng 4/5 80 
Ho 3/5 60 
N«n 4/5 80 

KÕt qu¶ cho thÊy, bÖnh nh©n biÓu hiÖn sèt 5/5 
(100%), loÐt miÖng häng 4/5 (80%) vµ ph¸t ban 4/5 
(80%). 

3.2.1.2. øng dông realtime-PCR HRM ph¸t hiÖn 
EV71 

Sau khi chuÈn hãa, qui tr×nh ®îc øng dông ph¸t 
hiÖn EV71 trªn 5 bÖnh nhi. KÕt qu¶ cho thÊy 5/5 
(100%) nhiÔm EV71 (H×nh 2) 



 Y häc thùc hµnh (807) - sè 2/2012 
  
  
 

92

 

 
H×nh 2: §êng biÓu diÔn c¸c mÉu bÖnh phÈm vµ chøng d¬ng 

 
2. Bµn luËn 
T×nh h×nh dÞch bÖnh TCM hiÖn nay vÉn ®ang diÔn 

biÕn phøc t¹p trªn c¶ 3 miÒn, sè trÎ m¾c vµ tö vong 
vÉn liªn tôc t¨ng. Trªn thÕ giíi vµ trong níc ®· sö 
dông nhiÒu kü thuËt ph©n tö ®Ó ph¸t hiÖn c¸c mÇm 
bÖnh sinh häc. Trong ®ã, cã nh÷ng kü thuËt ph¸t hiÖn 
nh÷ng s¶n phÈm trùc tiÕp hoÆc gi̧ n tiÕp cña mÇm 
bÖnh.  

M¸y Realtime PCR HRM ®îc trang bÞ hÖ thång 
®Ìn quang häc hiÖn ®¹i víi 48 ®Ìn LED (Light Emitting 
Diode) vµ Block ra nhiÖt nhanh bëi vËy cho kÕt qu¶ 
nhanh chãng, chÝnh x¸c víi ®é ®Æc hiÖu cao. TÝnh u 
viÖt vµ vît tréi so víi kü thuËt Realtime-PCR ®ang 
®îc øng dông hiÖn nay. Kü thuËt Realtime-PCR 
thêng cã ®é nh¹y cho phÐp ph ţ hiÖn mÇm bÖnh tõ 
20-30 copies, nhng víi m¸y Realtime-PCR HRM 
b»ng sù ®ét ph¸ trong c«ng nghÖ cho ®é nh¹y cao gÊp 
nhiÒu lÇn, cho phÐp ph ţ hiÖn mÇm bÖnh chÝnh x¸c 1 
copies.  

Trong nghiªn cøu, chóng t«i øng dông kü thuËt 
Realtime PCR HRM vµ c«ng nghÖ Fast SYBR Green 
ph¸t hiÖn EV71 trong c¸c mÉu bÖnh phÈm lÊy tõ ph©n 
vµ nhÇy häng cña bÖnh nhi ®îc chÈn ®o¸n s¬ bé 
bÖnh TCM. Qui tr×nh ®îc tèi u hãa cho kÕt qu¶ 
nhanh, chÝnh x¸c vµ ®Æc hiÖu víi EV71. ¦u ®iÓm cña 
ph¬ng ph¸p næi bËt víi kh¶ n¨ng thao t¸c ®¬n gi¶n, 
phÇn mÒm ph©n tÝch th«ng minh, nhanh vµ chÝnh x¸c. 

Bíc ®Çu øng dông c«ng nghÖ míi ph¸t hiÖn mÇm 
bÖnh g©y bÖnh TCM trªn 5 bÖnh nhi. KÕt qu¶ cho thÊy, 
c¶ 5 bÖnh nhi (100%) nhiÔm EV71. TØ lÖ nhiÔm EV71 
còng phï hîp víi nh÷ng c«ng bè cña c¸c nghiªn cøu 
kh¸c trong n¨m 2011, nguyªn nh©n chñ yÕu trong 
nh÷ng vô dÞch 2011 lµ EV71. 

KÕT LUËN 
Nghiªn cøu ®· tèi u hãa kü thuËt Realtime PCR 

HRM víi c«ng nghÖ Fast SYBR Green ph¸t hiÖn 
EV71, nguyªn nh©n g©y bÖnh ch©n tay miÖng. Bíc 
®Çu ph¸t hiÖn EV71 trong 5 trêng hîp (100%) nhiÔm 
bÖnh TCM. 
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NGHI£N CøU §ÆC §IÓM DÞCH TÔ HäC, L¢M SµNG, CËN L¢M SµNG BÖNH GóT 
T¹I MéT Sè BÖNH VIÖN THµNH PHè HUÕ 

 

NguyÔn ThÞ ¸i Thñy, §inh Thanh HuÒ, Vâ Tam 
Trêng §¹i Häc Y-Dîc HuÕ 

Lª ThÞ Ph¬ng Anh - BÖnh viÖn Trung ¦¬ng HuÕ 
TãM T¾T 
Gót lµ mét bÖnh chuyÓn hãa, ®Æc trng bëi nh÷ng 

®ît viªm khíp cÊp tÝnh t¸i ph¸t vµ l¾ng ®äng natri urat 
trong c¸c m«, g©y ra do t¨ng acid uric trong m¸u. 
BÖnh diÔn tiÕn m¹n tÝnh, g©y tæn th¬ng m« mÒm vµ 
thËn. BÖnh thêng gÆp ë nh÷ng bÖnh nh©n cã c¸c 
yÕu tè thuËn lîi nh sau b÷a ¨n giµu protid, bÐo ph×, 
®¸i th¸o ®êng…. Do ®ã, trong ®iÒu kiÖn ®êi sèng 
ngêi d©n ngµy cµng n©ng cao, tØ lÖ m¾c bÖnh cã xu 
híng gia t¨ng. 

Môc tiªu: m« t¶ ®Æc ®iÓm dÞch tÔ häc, l©m sµng vµ 
cËn l©m sµng cña bÖnh gót t¹i mét sè bÖnh viÖn cña 
Thµnh Phè HuÕ. 

§èi tîng vµ ph¬ng ph¸p nghiªn cøu:  
Nghiªn cøu m« t¶. 
Nh÷ng bÖnh nh©n ®îc chÈn ®o¸n m¾c gót nguyªn 

ph¸t kh¸m vµ ®iÒu trÞ t¹i bÖnh viÖn Thµnh phè HuÕ, 
bÖnh viÖn Trung ¦¬ng Huª vµ bÖnh viÖn Trêng §¹i 
häc Y-Dîc HuÕ trong kho¶ng thêi gian tõ th¸ng 1 
n¨m 2010 ®Õn th¸ng 6 n¨m 2011. 

Sè lîng bÖnh nh©n: 205 bÖnh. 
KÕt qu¶: 
- Tuæi trung b×nh cña c¸c ®èi tîng m¾c gót lµ 

50,59±12,73.  
- BÖnh xuÊt hiÖn phÇn lín ë nam giíi (95,1 %). 


