UNG DUNG CAC KY THUAT SINH HOC PHAN TU CHAN DPOAN BENH
PHONG VA CAC BENH LAY TRUYEN QUA PUONG TINH DUC
TAI BENH VIEN PHONG - DA LIEU TRUNG UONG QUY HOA

Nguyén Phiic Nhu' Ha

Ung dung k¥ thudt sinh hoc phan t& vao thuc t& ngay nay da trd thanh cong nghé, dac biét 12 trong
nganh y. Sinh hQc phén t(f xAm nh@p hau hét vao tat ca céc linh vuc, trong d6 manh nhat 1a linh vuc chén
dodn, di€u tri va phong nglra. Viéc phat hién cic tac nhin giy bénh bang phuong phép sinh hoc phan tr c6
nhiéu thuén 19i hon cdc phudng phap ¢ di€n. Thi nhat: tiét kiém thdi gian vi khéng phdi nudi cdy, th(r
hai: C6 th€ phat hién cdc tic nhan khong th€ nudi cdy hay khé nudi cdy nhu vi khudn phong, lao,
Chlamydia, c4c tdc nhan ky sinh tring ngay trén vat chU trung gian va céc tdc nhan virus khdc. Th( 3: Céc
Ung dung chuyén biét khéc trong linh vuc di truyén, mién dich, dugc 1y, vaccin... & mlc phén t(r.

Tai bénh vién Phong-Da liéu TW Quy hoa, Ung dung cic kY thudt sinh hoc phan t(r d€ phat hién
cdc tic nhan gdy bé&nh nhu Vi khudn phong, lao, Chlamydia, 1du cau khudn, HSV, HPV, HIV, HBV va
HCV ... Ngoai ra con c6 thé dinh type HPV phan nhém nguy cO cao giy ung thu c8 t cung, dinh type
HSV1-2, Realtime-PCR dinh 1ugng va theo doi di€u tri trong nhiém HBV, HCV... dac biét Ung dung
Realtime-PCR th(f nghiém phiét hién d6t bi€n di€m lién quan khing thubc trén vi khudn phong.

1. Multiplex PCR phét hién dong thoi Chlamydia va N.gonorrhoeae

Hién nay cic phuong phidp nudi cdy hay khing nguyén d€ chdn doin C. trachomatis va N.
gonorrheae khong dU nhay cdm trén cic d6i tuong nhiém Chlamydia, nhi€ém 13u cau khong triéu chlng
hay man tinh. Do vy céc phuong phap khuéch dai nucleic acide hién dang rdt dugc quan tim d€ ap dung.
C6 nhi€u phudng phdp khué€ch dai nucleic acide da dugc thuong mai héa nhu cic phudng phap dua vio
kY thudt LCR (Abbott), PCR (Roche)"”, TMA (Bayer), hay SDA (BD). Trong cdc phuong phép nay, dé ti€p
can nhat 1a phuong phap PCR vi ddy 1a phuong phdp ma cic nha nghién clu dé dang thi€t k€ nhat va
khong can phai bi phu thudc vao mOt hé théng kin nao. Muc tiéu chinh cla multiplex PCR 1a phat hién
dugc dbng thoi cd hai tac nhan C. trachomatis va N. gonorrhoeae c6 trong bénh phdm 1am sang. K&t qua
nghién c(u cho thdy, Multiplex PCR c6 khd ning phat hién rat cao, c6 th€ néi 1a ly tudng dat mic phat
hién t6i thi€u chi cdn 1 DNA b0 gen cla vi khudn dich c6 mat trong mau thtr 1a ¢6 th€ phat hién dugc.
Mau thUr 1a céc trich biét DNA tU céc huyén dich vi khudn N. gonorrhoeae va C. trachomatis va mau bénh
ph@m 1am sang nhu dich niéu dao, nudc ti€u nam gidi, phét cO tU cung.

Thanh phan hén hgp PCR phédt hién dong thGi C. trachomatis va N. gonorrhoeae gbm: Taq
polymerase va PCR buffer, dINTP cUa TaKaRa, m0i dac hiéu (dat TaKaRa t6ng hop) cho doan DNA dai
241bp trén crytic plasmid cUa C. trachomatic, m0Oi ddc hi€u cho doan DNA dai 390bp trén crytic plasmid
cUa N. gonorrhoeae, thé tich phan Ung 12 25 1.

M Neg Ing 0.lng 10pg lpg O.lpg M M Neg Ing 0.lng 10pg 1pg O.lpg M
Hinh 1: PCR phét hién C.trachomatis Hinh 2: PCR phét hi€n N.gonorrhoeae

N.gonorrhoeae

C.trachomatis

M Neg O.lpg 1pg 10pg 0.lng Ing M 390bp
M Neg Ing 0.lng 10pg 1pg Olpg m  24ibp



Hinh 3: Multiplex - PCR phdt hi€én dOng thOi C.trachomatis va N.gonorrhoeae

San phdm PCR dung m6i CM-1 va CM-2 dac hi€u loai Chlamydia sau d6 dugc cat tai cic di€m c6
trat ty dac hi€u khi ding céc enzyme giGi han (RE) : Avul va Pvull thanh céc doan ngdn, c¢6 chiéu dai dac
hiéu cho tUng loai. Enzyme Alul cat sdn phdm PCR cUa C.trachomatis thanh 3 doan c6 dd dal 90, 89 va
60bp (gi€ng 6 & 7); C.psittaci thanh 2 doan 190 va 69bp (gi€ng 8) ; C. pneumoniea thanh 2 doan 199 va
59bp (gi€ng 9).

Khac v6i Alul, Pvull khong cat sdn phdm PCR cUa C.trachomatis cting nhu C.pneumoniea (gi€ng
10, 11 &13), ma chi cat sdn phdm PCR cUa C.psittaci thanh 2 doan 189 va 70 bp (gi€ng 12);

NhO vay c6 th€ phan biét dugc cic loai Chlamydia khi ding k¥ thudt RFLP-PCR (Hinh 2)

it

Ctr C.tra C.psi  C.pne M Ctra Ctra Cpsi Cpn Ctra Ctra Cpsi Cpn

a 245 t u 90 90 190 e 245 245 189 e
245 259 258 89 89 69 199 70 258
59 66

Hinh 4: RFLP-PCR phan biét loai Chlamydia
ThOng ké tai khoa xét nghiém cho thay:

20,4% trudng hgp PCR- Chlamydia trachomatis dudng tinh trén céc tOng sO cic trudng hop dugc
chdn dodn mac 1&u cau.

6,8% trudng hop PCR- Chlamydia trachomatis duong tinh trén cic tGng s6 cic trudng hgp dudc
ch&n dodn Viém niéu dao.

12,1% trudng hgp PCR- Chlamydia trachomatis dudng tinh trén céc tEng s6 céc trudng hop dugc
chan dodn Viém c& U cung.

3. Phat hién HPV va dinh type HPV bang Multiplex-PCR

Ung dung tU nhiéu nghién clfu da dugc cong bd trén thé gidi ky thudt PCR da dugc tri€n khai thuc
hién va 4p dung tai B&nh vién Phong Da li€u TW Quy hoa d€ phat hién va dinh type HPV .

- PCR dac hiéu theo nhom (gs-PCR Group-specific PCR) phat hién nhi€u type HPV ciing mot
nhém. SU dung cdp mOi chung (consensus primers) 124 MY09 va MY11 c6 trinh tu: (5°-GCG ACC CAA
TGC AAA TTG GT- 3’) va (5’- GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3’), c¢6 khd nang khuéch dai doan
DNA dich c6 d6 dai 450 cap nucleotid, ndm trén gen L1, L1 14 gen c8u tric nam trén vO capsid clia HPV.
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Hinh 5: Vi tri cdc gen L1 va E6/E7 cla HPV va
do dai san phdm PCR trong phdt hién va dinh type HPV.

- PCR dac hiéu cho ttmg type HPV (ts-PCR: type specific PCR): viéc dinh type HPV duya vao sy
khéc nhau v€ trinh tU cic nucleotid trén gen E6/E7, gen E6/E7 1a gen gdy ung thu (oncogenes) c6 khd ning
tOng hop protein gy ung thu, do d6 né c6 kha ning quyé€t dinh tinh gay bénh cla virus va chiing c6 mUc
d0 bién d6i khdc nhau.

- SU dung cic cap mOi dac hiéu cho tlng type bao gbm cdc type dugc g0i 1a nguy cO cao 1a: HPV
type 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 va 68. Cic type duQc g0i la nguy cO thap 1a: HPV type 6-
11, 42,43 va44.

33 611 58 52 56
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oo E.’Z Hinh 6: Két qua ts-
§§;’g o PCR dinh type HPV
by type 33, 6/11, 58, 52 va
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Hinh 7: Két qud ts-
PCR dinh type HPV
type 35, 42, 43 va 44
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Hinh 8: Két qud ts-
PCR dinh type HPV
type 68, 39, 51 va 66

16 18 31 59 45
HF -G F -HF - - F -

égg EE Hinh 9: Két quad ts-

ﬁgﬁg s PCR dinh type HPV

151bp type 16, 18, 31, 59 va
45

- Ky thudt Nested-Multi PCR (NMPCR) ciing dugc Ung dung, hdn hgp phdn Ung PCR bao gbm
dong thoi 3-4 cdp moi sao cho sdn phdm PCR c6 d6 dai khac biét d€ c6 thé phan biét dugc trén thach
dién di. K¥ thudt doi hoi nghiém ngdt cdc di€u kién vé nhiét d0, nbng d0 céc thanh phan cla hdn hop
PCR va vi€c chon lua cdc cdp mOi... d€ phdn Ung khuéch dai ddc hiéu c6 thé xay ra.

13 Cervical scrapes Controls
M1 2 34 567 8 91011213 & 208 0y

4:3322,': Hinh 10: Phdt hién va dinh
Jern  ype HPV bng ky thudt

~asiee NMPCR

Théng ké tai khoa xét nghiém Bénh vién Phong Da li€u Trung wong Quy hoa:

- C6 102/126 mau (80%) bénh phdm dich c6 tl cung cla bénh nhan dugc chan dodn “t6n thuong
t€ bao gai mUc d6 thap LSIL/HPV” cho két qud duong tinh véi PCR-HPV.

- 170/175 (97%) mau bénh phdm 12 u sii sinh duc cUa bé&nh nhin dugc chan dodn siii mao ga cho
két qua duong tinh vGi PCR-HPV va 100% thudc type HPV-6/11.

- Ly ngau nhién 100 mau bénh phdm 12 phét ¢ U cung clia bénh nhan STD dugc chi dinh lam
PCR-Chamydia trachomatis, c6 26/100 (26%) mau cho két qud dudng tinh v&i PCR-HPV. K&t qua nay
phit hgp vGi nhi€u thOng ké khic, cho thdy tinh hinh dich t€ cla HPV khong chi d6i v&i ung thu c6 tr
cung ma con la van dé can thi€t phdi quan tim trong cic bénh lay truyén qua dudng tinh duc.

4. Multiplex-PCR phat hién va dinh type HSV

Herpes sinh duc 1a mOt bénh do virus Herpes Simplex HSV, va HSV, gdy nén nhung chU yéu la
HSV, La bénh cdp tinh lay truyén qua duOng tinh duc. Bénh tdi phit dai dang, ngudi lanh mang mam
bénh va ngudi bénh kin ddo truyén bénh cho ngudi khic.Bé€nh c6 tri€u chlng hodc khong c6 triéu
ching. Khi c6 triéu chlng: d6i vGi Herpes sinh duc nguyén phat. Mun nudc thanh cham & vi trf ti€p xic
két hgp dau va viém hach bach huyét. TuGi mac bénh: & ngudi tré dang & d0 tubi hoat ddng tinh duc

- Céc xét nghiém nhu Tzanck smear c¢6 th€ thdy T€ bao da nhan khGng 16.

- HSV-Multiplex-PCR: St dung hén hgp 3 primers, cho k&t qud duong tinh va c6 thé phan biét
dudgc typel hay type 2 qua dO dai sdn phdm PCR: HSV-1 ¢6 d6 dai 503bp va HSV-2 c6 d6 dai 435bp.

- Ho&c HSV - PCR ring biét cho mdi type HSV-1 cho sdn pham 395bp v HSV-2 cho sdn phdm
302bp.



Hinh11: Herpes trudc Hinh 12: Herpes Sau Hinh 13: HSV-PCR

diéu tri diéu trj PCR xdc dinh va dinh type HSV1 — HSV2
HSV-1 cho san pham PCR 395 bp
HSV-2 cho san pham PCR 302 bp

M () S1 HSV-2 HSV-1

5. PCR phat hién M.tuberculosis trong bénh pham 1am sang (bao gdm ca cic trudng hop lao
da).

KV thuét Ung dung trén tat cd cic loai bénh phdm 1am sang nhu dam, dich mang phGi...ma két qua
khdo st tryc ti€p nhu nhudm ZN, phudng phép tap trung d€ ting mat d6 vi khudn van khong tim thdy vi
khudn, hodc nudi cdy khong moc, két qud PCR c6 kha niing phat hién va c6 d0 nhay rat cao.

Hinh 14 : SU dung b0 kit cUa Nam khoa, ding primers
Pt18 va INS2 khuéch dai phian doan gen IS6110, phat
hién M.tuberculosis. Sn pham PCR c6 d0 dai 249bp

Hinh 15 : Ngoai ra c6 thé
st dung bd moi IS1 va
IS2 phat hién
M.tuberculosis. S&n pham
PCR c6 d0 dai 110bp.

Hinh 16 : Hinh dnh lam sang cUa lao da



(Cdc truOng hop ti€u biéu cho két qud duong tinh v&i TB-PCR)

6. PCR va Realtime-PCR phat hi€n va dinh lugng HBV

KV thudt nay ngay nay tr& thanh mOt cong cu hltu ich trong chan dodn va theo déi di€u tri cic truOng
hgp nhiém HBV. MOt ngudi cé xét nghiém HBsAg duong tinh thi can thi€t phai cho chi dinh lam th(r
nghi€ém xéc dinh xem trong mau cUa ngudi nhiém c6 mang HBV hoan chinh hay khong bang xét nghi€ém
PCR phat hién HBV-DNA, va néu dudng tinh thi can phdi bi€t s& Iugng HBV hoan chinh c6 trén 10°
copies/1ml hay khong bang xét nghiém Realtime-PCR dé dinh luong HBV-DNA. N&u lugng HBV trong
mau dudi 10° thi khong can thi€t phai di€u tri vi HBV van con nhan ban rat gidi han trong t€ bao gan va
chua gay t6n hai t€ bao gan. Nhung n€u Iugng virus >10° thi cdn phai xem xét gan c6 bi tOn thuong chua
thong qua xét nghi€m men gan. Do vy, sau khi da bat dau di€u tri bénh nhan phai thudng xuyén theo doi
hiéu qua di€u tri dac hiéu bang cich phai dinh ky mbi 3 thang cho bénh nhan lam xét nghi€m dinh lugng
HBV-DNA (n€u lugng HBV-DNA van con dinh lugng dugc) hay PCR dinh tinh phat hién HBV-DNA
(néu HBV-DNA dudi ngubng phit hi€n dinh 1ugng). Néu sau mOt thoi gian di€u tri dac hiéu (thudng 1a
3 thang) ma lugng virus khong gidm qué 2 log (100 1an), hay khong dat dén ngudng 10°/ml, hay trong qué
trinh di€u tri, xét nghi€m HBV-DNA duong tinh trd 1ai, bac si di€u tri phdi nghi d€n kh& ning virus khang
thu@c, dac biét 1a khang lamivudine.
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Hinh 17 : DPuOng bi€u dién qud trinh nhan badn DNA theo thoi
gian cUa phdn Ung Realtime PCR dinh lugng HBV. Phdn Ung
ti€n hanh song song v4i 3 nOng dd chudn d€ dinh lugng ndng do
DNA c6 trong mau thU.

7. Realtime-PCR s dung Hairpin primer phat hién di€m doét bi€n lién quan khang thudc
DDS, rifapicin va ofloxacin trén vi khu@n phong

Vi khudn phong khéang thu6c DDS, Rifapicin va Ofloxacin do d6t bi€n trén cic gen chlc ning folP,
rpoB va gyrA. Ky thudt gidi trinh trinh tu cic nucleotide nham xéc dinh céc di€m dOt bi€n xay ra trén cic
gen nay, k¥ thudt ngay nay da dugc 4p dung nhi€u c6 dU tin cdy va chinh xéc. Tuy nhién con c6 nhitng kY
thudt khdc ciing dugc thuc hién v4i muc dich néi trén nhung don gidn hon, nhanh hon, gi4 thanh ré hon
va phit hgp hon véi diéu kién cUa cic phong thi nghiém Ung dung chdn doédn 1dm sang chua thé trang bi
mdy Gidi trinh ty gen.

Cic chlng M.leprae khang thuGc bi€u hién c6 dOt bi€n trén cdc gen chlc ning: Gen folP cla
M.leprae c¢6 2 di€m dOt bién: tai vi trf 53 va 55 lién quan khang DDS. Trén gen rpoB di c6 dOt bién lién



quan khang Rifampicin xdy ra tai vi trf axit amin 516, mOt s& chlng khic d0t bi€n & vi tri 526. Ciing c6
chlng c6 d0t bién tai vi tri 531, chling khac 1ai dOt bi€n & cd hai vi tri 516 va 533. Khiang Ofloxacine do
d0t bién gen gyrA ciing da dudc ghi nhdn tai vi tri axit amin 91 va 89.

Nghién c(tu nay chiing t6i thU nghi€ém mét phuong phdp mdi, nhanh, don gidn va c¢6 d0 nhay cao:
KV thudt Realtime-PCR st dung b0 moi kep téc (Realtime-PCR using hairpin primers) phat hi€n d0t bi€n
di€m trén mOt doan gen dich cla M.leprae, kY thudt nay dua trén kY thudt ARMS c6 bi€n ddi 1a thay bd
mOi thang bang cdc bd moi kep téc d€ phat hién cic di€m dot bi€n (hay cic SNP: Single Nucleotide
Polymorphism). Realtime-PCR diing m&i kep téc c6 khad ning khu€ch dai cao hon, kha ning bat cap ddc
hiéu hon, chinh x4dc hon tai vi trf c@n x4c dinh c6 dOt bi€n hay khong dot bién.

Chiing t6i thi€t k€ bd mOi HP cho 2 vi trf 53 va 55 tren gen folP cUa M.leprea va dp dung th(f
nghi€m cho 6 mau c6 dot bién trén gen folP 13 QH9, QH18, QH35 (dd dugc x4c dinh bang kY thudt Giait
trinh tU) va 3 mau chltng dugc cung cap tU trung tim nghién ctu phong Nhat Ban

Ké&t qua cho thdy nhiing gi€ng chlta HP primer bat cdp b& sung hoan toan luén ¢6 Chu ky ngudng
(di€m Ct:Threshold Cycle) sém hon nhitng gi€ng chla cdc HP primer khong tudng Ung.

Th{ nghiém cho két qua t6t G cic vGi nOng dd Ing, 0.1ng va 10pg. Tuy nhién trong qua trinh phin
tich va danh gid k¥ thudt chiing t6i nhan thdy 3 nOng dd DNA 12 0,1ng di cho két qua tOt nhat.

Nhu vay Realtime-PCR s dung m&i kep téc c6 khd ning phat hién di€m d0t bi€n lién quan khéng
thuGc cla vi khudn phong.

Trong tuong lai gan nghién c(u can dudgc dp dung trén sO 1ugng mau 16n d€ xéc dinh o c6 sy khac
nhau c6 ¥ nghia vé d0 nhay, ddc hiéu va tinh kha thi khi so sanh vGi kY thuat gidi trinh ty. Pay méi 1a
nhiing th(r nghiém ban dau vi vay chiing t6i chi tap trung vao nhig di€m dot bi€n (hot pot) di dugc cho
1a c6 lién quan giy khang thuOc. K&t qud 1a giOng nhau khi so sanh v3i PCR- sequencing. Tan dung kha
ning cUa th( nghi€m nay 1a: don gidn, nhay, nhanh chéng va gia thanh khong cao. Pay 1a 1gi thé cho viéc
Ung dung kY thudt nay trén M. leprae ciing nhu nhiing tdc nhin gy bénh khic vi du M.tuberrculosis.
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Bi€u d6 2: Pudng bi€u dién dd hdp phu
huynh quang cUa phan Ung khuéch dai cla
cdp mOi bat c8p hoan toan xudt hién sGm
hon so v0i cdc cdp mOi khdc.
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