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NGHIEN CU’U XAY DUNG QUY TRINH CHAN BOAN
VI SINH VAT GAY NHIEM KHUAN HUYET BANG PCR DA MO
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TOM TAT

Bay chang vi sinh vat (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae va Candida albicans)
dugc dinh danh dwa vao lam chirng dwong dé téi wu héa quy trinh PCR da mdi. Két qua cho thay, 2
bé PCR (5 lex + 2 lex) c6 thé phat hién 7 mam bénh nay voi do dac hiéu 100% va dé nhay cua
phwong phap la 100 CFU/m.

* T khoa: Nhiém khuén huyét; PCR da mbi.

ESTABLISHING PROTOCOL OF MULTIPLEX PCR FOR
IDENTIFYING PATHOGENS CAUSED SEPSIS

SUMMARY

Colonies of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, and Candida albicans were used as
positive control to monitor the success of multiplex-PCR assay. The result showed that two set of
multiplex - PCR (5lex + 2 lex) can detect these 7 pathogens with 100% of specificity and a sensitivety
of 100 CFU/ml.

* Key words: Sepsis; Multiplex PCR.

DAT VAN BE té trong toan quéc. Tuy nhién, mdt s nghién
B . . B clu cho thay ty 1& NKH tai Khoa Héi strc -
Nhiém khuan huyét (NKH) da va van la Bénh vién Nhi TU 1a 9,4/1000 BN/ngay,
mot trong nh’Cmg hguyén nhan gay EC" VONg v 1& t&r vong Ién t&i 20% trong sé nhitng
cao. Theo thong ké clia Co quan Kiém soat truorng hop NKH [2].
Bénh Hoa Ky (CDC), bénh nay gay t&r vong
dlrng hang th&r 11. Chi tinh riéng & My, hang
nam c6 hon 20.000 trwdng hop > 65 tudi bi
mat tri do NKH [1].

O nwéec ta, cho dén nay van chwa co sb
liéu théng ké tinh hinh NKH tai cac co s& y

Céy mau hién dang dwoc cho la tiéu
chuén vang dé chan doan mam bénh trong
NKH [3, 4]. Tuy nhién, viéc ldy mét lwong
mau I&n & bénh nhi so sinh la mot viéc
rat khoé khan, quy trinh thuc hién thuong
kéo dai tir 48 - 72 gi& m&i co két qua so bo.

* Bénh vién TWQD 108
Chiu tréch nhiém néi dung khoa hoc: PGS. TS. Nguyén Théi Son
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Két qua nghién ctu cho thdy, 25% bénh
nhan (BN) duwgc xac dinh nguyén nhan gay
NKH bang cdy méau [5]. Vi vay, viéc chan
doan NKH hién nay chi yéu dwa vao céac
triéu chirng 1dm sang, nén khéng phat hién
sém duoc bénh, do doé rat nguy hiém cho
tinh mang BN, d&c biét dbi véi tré nhé va
nguoi cao tudi.

Viéc phat hién ADN cua vi khuén trong
mau mau BN dwoc cho 1a mét phwong phap
c6 db nhay cao, thyc hién nhanh, cé gia tri
hé tro cho cdy mau dé chan doan NKH. Tuy
nhién, tlr trwdc téi nay, hau hét cac phwong
phap PCR chin doan mam bénh thwéng

chi st dung don mdi. Mdi lan xét nghiém
chi phat hién dwoc 1 vi sinh vat. Nhw vay,
dé chan doan nhiéu mam bénh sé rat mét
théi gian va kinh phi cao. Yéu cau thuc té
hién nay la phai phat trién mot phwong phap
don gian, gia thanh thap dé co thé phat hién
dwoc nhiéu mam bénh trong mét lan xét
nghiém. Vi vay, ching t6i tién hanh nghién
ctvu xay dwng PCR da méi (multiplex PCR)
dé phat hién cac mam bénh thuwong gay NKH:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae va Candida albicans.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN ClrU

1. vat liéu nghién ciru.

Céc khuén lac twong trng clia 7 chling vi sinh vat: Candida albicans, Acinetobacter baumanni,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumonia, Escherichia coli phan 1ap tr Khoa Vi sinh vat, Bénh vién TUQD 108, hoa chat
chuén dung trong chay PCR va dién di trén thach agarose.

2. Phwong phap nghién ciru.
* Tach ADN téng so:

Tach chiét ADN téng sé bang kit thwong mai (QIAamp DNA Blood Mini Kit). Quy trinh

tach chiét theo huwéng dan ctia nha san xuét.

* Thiét ké moi:

Thiét ké d&c hiéu c&p mdi cho mébi loai khdng bét chéo véi nhau va khéng bét cap véi

genomics ngudi. Trinh tw mdi nhw sau:

KIAC,\;'PE*C%?‘C BENH CAN DO TEN MOI (tén gen) TRENH TU MOI XUOI/INGUQC
_ 5-GTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTA-3’
243 C. albicans 248339 5-CCGTGCCACATTCCTCCGC-3
_ 5-CCCGAATGTCGGCATCATTCTC-3
411 P. aeruginosa P.au. AF116285
5-CGGTAGACCTCGCGCTTGAA-3
son < _ o aldA 5-CCTTGTCTTTAAACGCGCGC-3'
. pneumoniae -
P p-a 5 TTTTTCGCCGCAGCGG-3'
5-AAGGGCGAAATAGAAGTGCCGG-3’
515 S. aureus STAAROA
5-ATGGTCGGTTCCTTAGAAAACAAACTTG-3
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(1) (2 3) (4

5-TTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTG-3’

599 A. baumannii Ab (IJX470958)
5-TGGTGCAACAAACTCCCATGGT-3

5’-CAACCGTACAGAATGAAGCGGATTAT-3’

701 S. pneumoniae Sp LytA
5-GTCCTTGTACTTGACCCAGCCT-3’

5-capsular gene 5-CAACCGTACAGAATGAAGCGGATTA -3’

701 S. pneumoniae
cluster 5-GATCGGTATTCTTCTCTATCAAACTGG -3’

5-GTCGCGAGTGAAGATCCCTTTC-3’

773 E. coli S-uidA
5-GCATTAATGGACTGGATTGGGGC-3’
5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’

996/155 Universal primers Uni-pathogen

5-ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3'
5-AGAAGAGCCAAGGACAGGTACG-3’

180 B globin B globin

5-TGCTAGTGAACACAGTTGTGTCAGA-3’

*Banh gia do nhay va dd dac hiéu:

Kiém dinh d6 dac hiéu bang giai trinh tw gen va chay thir trén cac mau chirng am. Chirng
am 1a nhiing mau mau cta BN nhiém virut viém gan B (HBV) va mau clia BN dwoc chan doan
nghi ngd mang bénh tw mién can lam xét nghiém HLA-B27. Danh gia d6 nhay cla phwong
phap bang cach pha lodng ndng do vi sinh vat ttr 10%10°10%10%10%10%10° CFU/mI.

KET QUA NGHIEN CUU

1. Do dac hiéu cta bd méi don cho tirng chang vi sinh vat.

800
700
600
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400
300

200

1000

Universal primer

Hinh 1: Két qua phat hién mam bénh bang PCR don moi.
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(Marker: thang chudn, 7 béng tiép theo
phia trén la két qua cda 7 mam bénh tuong
tng; 7 bang phia duéi la sén phdm cua cap
méi chung (Universal primer).

Céac san phdm PCR cho hinh anh 6
nét, cé khoang cach xa nhau, du dé phan
biét. Sau khi thyc hién phan &rng PCR don
mdi, tién hanh gidi trinh tw va so sanh voi
trinh tw chuén trén ngan hang gen (www.
ncbi.nim.nih.gov). Két qua phan tich cho
thay, bd mdi don do ching téi thiét k& hoan
toan dac hiéu véi 07 ching vi sinh vat duwgc
quan tam. Tuy nhién, do tinh phirc tap cua
bo sé lieu gidi trinh tw, nén trong bai bao
nay khéng trinh bay.

2. Panh gia doé nhay, do dac hiéu cuaa
PCR don méi.

Dé danh gia do nhay ctia PCR don méi,
tién hanh pha loang néng dé cta 7 chang vi
sinh theo ty 1& giam dan t&» 10° CFU/ml dén
10° CFU/ml vao trong mau ngwdi khde manh,
tién hanh tach chiét ADN téng sé va PCR
méi don cho tirng chudi pha loang.

Hinh 2: B6 nhay ky thuat xét nghiém PCR
don mdi cho tirng chang vi sinh vat.

Ky thuat PCR don méi cé thé phat hién
dwoec vi sinh vat & ndng dd 1 CFU/1 ml bénh

pham. Riéng S. pneumonia can cé nguéng
cao hon (100 CFU/mI). Tuy nhién, trong thyc
hanh dé c6 do tin cay cao, chung toi lay
nguwdng 1a 100 CFU/mI cho tat c& mam bénh.

3. Téi wu héa diéu kién PCR da moi.

Muc dich cudi cung la tao dwoc mot
hodc mot sé nhat dinh cac bd mdi cd kha
nang xac dinh dwgc s ¢d mat cla vi sinh
vat quan tam trong mau bénh phadm. Dé dat
dwoc muc dich do, tién hanh két hop cac
méi don véi nhau va thyc hién phan &ng
PCR trén mau genomics ADN tach tir vi
khuén chuan duong.

Sau khi thtr nghiém két hop cac méi don
khac nhau bang nhiéu thtr nghiém (sb liéu
khéng trinh bay & day), thu dwoc 2 set moi
(5lex + 2 lex - (C. albicans + P. aeruginosa
+ S. aureus, A. baumannii va E. coli) +
(S. pneumonia + K. pneumonia) hoac 6 lex
(C. albicans + P. aeruginosa + S. aureus,
A. baumannii + S. pneumonia va E. coli) +
1 lex (K. pneumonia) c6 khd nang chan
doan sy cé mat cda cac vi sinh vat chirng
dwong twong (ng trong mau phan tich.

Markers

800,
700~
600>
500_
400+
300~

200_ | A
D
100 i s |
Hinh 3: Két qua st dung mdi 5 plex va 2 lex
trong chan doan cac mam bénh don.

Két qua PCR da mbi phat hién 7 mam
bénh rat rd nét, khdng co bang phu.
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4. Panh gia do dac hiéu phan rng PCR da moi.
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Hinh 4: Do dac hiéu mdi 5 lex (panel trén) va mdi 2 lex (panel dudi).

(Markers: thang chudn; céc bang chuén dwong c6 ghi ro tén mam bénh tuong (ng;
HLA—b27~(1—9) la cac mau mau biét~chéc chan khéng nhiém mam bénh ké trén; HBV (1-9)
la cac mau mau cda bénh nhan nhiém virut viém gan B).

Céc chirng dwong cho két qua rd nét, khdng cé trwdng hop chirng Am nao co két qua

dwong tinh t& cac bé méi da st dung.
BAN LUAN

Chéan doan nhanh, chinh xac cac mam
bénh Ia yéu cau tién quyét dé diéu tri hiéu
qua NKH. Trong khi hau hét cac trung tam y
té cla nwéc ta van ap dung phwong phap
cdy khuén véi thoi gian chd doi két qua
thwong 48 - 72 gi¢. Hon niva, cay khuan
doi héi lwong mau Ién, nhung van bé sét
nhiéu truong hop dwong tinh, dac biét voi
BN nhiém cac ching vi sinh vat khong thé
tién hanh nudi ciy hodc rat kho nudi cay
nhuw Streptococus pneumonia, Heamophilus
influenza [5].

Phwong phap chan doan vi sinh vat dwa
trén trinh tw dac thu cla axit nhan (PCR) da
va dang dwoc nhiéu trung tam y té 1&n cha
thé gidi trién khai. N6 c6 wu diém: thoi gian
chan doan ngén, do nhay ky thuat cao; vé ly
thuyét cé thé xac dinh dwoc chinh xac sw

cé mat cta 1 t& bao vi sinh vat trong mau
bénh pham [6]. Tuy nhién, chi phi cho xét
nghiém sinh hoc phan t& phai can nhéc:
tinh trung binh gid thanh cua moét xét
nghiém PCR don mdi cho mét mam bénh vi
sinh vat khoang 300 - 350 nghin, néu xét
nghiém chin doan déng thdi 7 - 10 mam
bénh, bang ky thuat PCR don méi, méi BN
phai chi trd khoang 2 - 3,5 triéu déng.

Van dé quan trong nhat trong PCR da
moi la thiét ké mdi va tdi wu héa cac diéu
kién phan &rng. Trong nghién clu nay, cac
cap mdi don dwoc thiét ké bat cap dac hiéu
vao khu vuc bdo tén cao cho mdi loai trén
gen ribosome 16S hoac 23S hoac gen ma
hoéa cho protein doc td dac trwng cda loai.
Céc cap mdi khdong bat cap chéo véi nhau
(khi thwc hién phan ng da mdi) va khéng
bat cap v&i genomics ADN ngudi. Ngoai
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cac bd méi don dic hiéu cho mdi loai,
chiing t6i con thiét ké mot cdp moi bat vao
khu vwc bao ton chung tat ca cac I?éi
vi sinh vat (universal primer) nham kiém
chirng lay nhiém vi sinh vat tong s hoac vi
sinh vat khéng ném trong de}nh sach duoc
quan tam. bé kiém tra chat lwong AND,
trong qua trinh tach chiet, st dung moét
bé‘méi dac hiéu cho genomics ADN nguoi
(mai beta globin). Sy khac biét vé kich thuwdc
gitra cac doan san pham tao ra nam trong
khgéng 80 - 100 bp, dam bado cac doan san
pham co thé dé dang phan biét khi dién di
trén gel agarose 1,5 - 2,5%.

DPé kiém tra tinh ddc hiéu cta bd mdi do
chung toi thiét ké va loai bd hién twong
duwong tinh gid do bat cap gitra cac thanh
phan ctia hén hop méi & nhirng vi tri khac
nhau cta bd gen ngwoi, ching téi thirc hién
phdn &ng PCR da méi si dung set mdi
(5 lex + 2 lex) trén cac khuon (template) la
ADN bénh phdm mang HBV ADN hoéc
ADN bénh pham trong chan doan thé da
hinh gen HLA - B27.

Qua trinh th® nghiém chwa ghi nhan
hién twong bat c&p chéo gitra mdi don dic
hiéu cla vi sinh vat v&i cac vij tri trén gen
ngudi (hinh 4). Két qua nay chirng minh
PCR da moi dwoc xay dwng c6 d6 dac hiéu
cao. Chung téi thdy quy trinh nay cé kha
nang xac dinh chinh xac 1 trong 7 vi sinh
vat dwgc quan tdm. Tuy nhién, trong thuwc
hanh 1am sang, ching t6i ldy nguwéng phat
hién la 100 CFU/ml.

Quy trinh xét nghiém nay chi doi hdi mét lan
tach ADN bénh pham téng sb va 3 phan tng
PCR, do dé, gia thanh xét nghiém chi & mic
< 1 triéu/BN. Dac biét, ca qué trinh chi thyc
hién trong 1 ngay lam viéc (8 gi¢), do la
nhitng loi diém cha yéu trong phuwong
phap cla chung toi.

KET LUAN

Ky thuat PCR da méi dwoc xay dwng thanh
coéng cho phép chan doan chinh xac, nhanh
va hiéu qua 7 mam bénh thwdng gay NKH.
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