NGHIEN CUU TINH HINH KHANG THU&C VA BAC DIEM PHAN TU GEN RPOB

CUA CAC CHUNG VI KHUAN LAO KHANG DA THUGC.
TONG QUAN
1. Téng quan tinh hinh nghién ctu thuéc finh vyc cda dé tai
Bénh lao I mét trong 4 bénh truyén nhiém hang déu gay ty 1& t& vong cao nhdt trén thé gidi ngay
nay. Bénh lao ciing dirng hang th 7 trong s8 céc bénh gdy t vong todn céu. Hién nay, trén the
gidi c6 khodng 2,2 ty ngudi dé nhiém lao (chiém 1/3 déan s6 the gisi). Theo s8 liéu cong bé cia
WHO, uéc tinh trong ndm 2006 cé thém khodng 9,3 triéu ngudi mdc lao méi va 2,4 trigu ngudi
chét do lao. Khodng 95% s6 bénh nhén lao va 98% s& ngudi chét do lao & céc nudce ¢ thu nhép
vira va thdp, 75% s6 bénh nhan lao c& nam va nir & dé tudi lao déng. Trong dé, c6 khodng 80%
s6 bénh nhéin lao todn cdu thuéc 22 nuéc cé ganh ndng bénh lao cao.
Hién nay, ty & diéu tri thanh céng trén toan cau dat 85%, nhung ty 1& phéat hién chi dat 44% s6
bénh nhan véc tinh. Nhu vay, con rét nhiéu bénh nhén lao khéng dugc chiva tri dang tiép tuc lay
bénh cho cong déng, va theo uéc tinh cda WHO, méi ndm cé thém 1% dén sé thé gisi bi nhiém
lao (65 trigu ngudi). Hon 33% 56 bénh nhan lao todn cdu tai khu vye Ddng-Nam chau A.
Tinh hinh lao khéng thuéc, theo théng bédo cia WHO nam 2007, ty 1& lao khang da thuéc la
4,8%. Ty |& lao khang thudc tién phdt véi it nhét 1 logi thude la 17% (tr 0% dén 56,3%), khéang
isoniazid la 10,3%, khang da thuse thay déi tir 0% dén 22,3%. Truong hop khéng thudc thi phét:
khang it nhét 1 logi thusc la 35%, khdang isoniazid la 27,7%, ty |é khéng da thudc la 15,3%, ty lé
khdang da thudc mé réng la 7,0%. Tai Uzbekistan ty 1& da khang thuéc 1én dén 60,0%, Azerbaijan
& 55,8%. Trung Quéc, An D8, Lién bang Nga la nhitng nuéc ¢ ty 18 lao khang thusc lén nhét.
Hién nay 69 nudéc va ving lanh thd dugc xéc dinh la xdy ra lao khang da thudc, va 45 nuéce xuét
hién lao khang da thusc mé réng. Theo véc tinh cda WHO, ty 18 lao khéang da thudc mé réng
t&ng tUr 1 tridu ca dén 1,5 triéu ca trong khodng th&i gian tir 2-3 nam.
Vi khudn lao khéng da thudc dang la mét théch thie 16n cho toan céu. Trong khi thude chéng lao
hang déu chi ¢ 5 thuéc, thithudc chéng lao logi hai thudng cé déc tinh cao va gid thanh rét dat.
Nhiing nguoi méc bénh lao véi ching vi khudn khang da thuse mé rong cén phdi diéu tri trén 2
ndm so vé&i tr 6-8 thang truéc day va chi phi diéu tri cting taing [én gép 100 lan.
Theo WHO, Viét Nam ndm trong s8 12 qudc gia cé génh ndng bénh lao cao nhét thé gisi. Trong
khu vyc Tay - Thai Binh Duong, Viét Nam ding thi ba sau Trung quéc va Philipinnes vé s6 luong
bénh nhan lao luvu hanh cting nhu bénh nhén lao méi xuat hién hang nam. Theo bdo céo cia
Chuong trinh chéng lao quéc gia ndm 2006, tdng s& ngudi méc lao la 161.000, trong dé s&
ngudi méc lao méi khodng 149.000, sé lao thi phét Ia 12.000 nguai.
Theo Chuong trinh chdng lao quéc gia ndm 2006, tinh hinh khéang thudc cda vi khuan lao tai Vit
Nam dang la mét van dé déng lo ngai, ty |& khang thuéc tién phét la 30,7% vao logi cao trén thé
gidi. Ty 1& khang da thusc chung la 4%, trong dé ty 1& da khang thusc the phét la 19.3%, ty lé da
khang thuéc tién phét la 2,7%. Uéc tinh dén 2015, 58 ca to vong do lao khodng 14.000.
Bénh lao & Viét Nam con géip nhiéu khé khdn trong chén dodin va diéu tri, do trinh d6 dén tri thép,
viéc phdt hién vi khudn van hdu hét dya vao xét nghiém tim vi khudn tryc tiép, ty |& phdét hién chi
dat 44% s6 bénh nhan véc tinh. Nhiém vi khuan lao khéing thudc la nguyén nhan dén dén thét bai
trong diéu tri va t& vong. Vivéy viéc phdt hién va ngdn chdn sy lay lan cda céc ching vi khudn lao
khang thuéc la véin d€ quan trong nhét trong chién luoc phong chéng bénh lao hién nay.
Phat hién sém céc ching vi khudn lao khéng thudc cé y nghia rdt Ién trong ligu phdp diéu tri, lam



gidm lan truyén sy dé khéng va tac déng diéu tri ¢6 hiéu qud. Trong céc loai khang thuéc cia vi
khudn lao thi khang rifampicin va isoniazid - nhitng khéng sinh chd lyc trong diéu tri lao - duoc
quan tam nhét vi thudng déin dén thét bai trong diéu tri va to vong. Sy dé khang véi 2 thudc chéng
lao dong 1 nay duogc cho la do ¢6 sy dét bign céc gen rpoB va katG.
Véi céc ching lao khéng rifampicin hién nay da xdac dinh duoc la do cé dét bign & gen rpoB, nhét
la doan “mutation hot spot region”. M&i mét nucleotid trén doan gen nay cé the mdt di, bi thay the,
hodn dai vi tri, thém vdo, tao ra céc dét bign la nguyén nhan cda khdng rifampicin.
Cdc nghién ctu cy thé hon duoc tién hanh tir cdc ving khéc nhau trén thé gisi da chi ra rdng tan
58 cla cdc dot bién déic biét thay dai déng ké gitra cdc cong déng dén téc va cée viung dially.
Con véi cdc ching lao khdng isoniazid thithuong do dét bién & vi tri codon 315 trén gen KatG.
D& xdc dinh dét bién & gen rpoB va gen KatG hién c6 thé st dung phuong phép
Sequencing cho phép phdt hién nhanh va chinh xéc céc dét bién. Gidi trinh ty gen sén pham sau
PCR da tr& thanh ky thudt duoc st dung réng réi nhdt dé phat hién lao khang thudc.
Céc nghién ctu vé tinh khéng thudc cda vi khudn lao cho thdy, rdt hiém céc ching khéng
rifampicin don thuén ma thudng 6 it nhat 90% céc ching lao lém sang khang rifampicin thi déng
thdi ciing khdng INH. Nhu véy viéc phét hién céc ching lao khang rifampicin ciing ¢é nghia la
xéc dinh duoc lao khang da thudc. Hon 95% céc ching lao khéng rifampicin phét hién c6 dét
bién tai gen rpoB. V& héu hét céc ching lao khéng rifampicin (céc ching nay khang da thusc) déu
c6 dét bign & vung 16i 81bp. Néu gdn céc gen ndy vao genom cba ching M. smegmatis nhay cdm
rifampicin thi cdc chiing ndy ciing tré nén khdng rifampicin. Vivéy cé thé dp dung cdng nghé sinh
hoc phén & d& phét hién khd néing khéing da thuc cda vi khudn lao.
Céc phuong phép sinh hoc phan t thuong dugc su dung nhiéu hon cé la nghién céu vé gen cé
lgi thé la thoi gian xdc dinh ngdn hon rét nhiéu, khéng phéi nusi cdy, nguy co nhiém sinh hoc
thdp va cé thé ty dong héa. Phuong phdp gém hai buéce co bén: st dung ky thugt PCR dé khuéch
dai céc doan gen cda genom & cdc ching dé khéng sau dé danh gid sén phdm khuéch dai dé xéc
dinh cac dét bién déc higu lién quan dén tinh khéang thuéc.
Ky thudt sequencing da tré thanh mét ky thuat dé phat hign sy dé khang & M. tuberculosis. N6
duoc st dung d€ xdc dinh nhanh va chinh xdc cdc dét bién & gen rpoB, nhét la doan “mutation
hot spot region” (déic higu cho sy khang rifampicin) va gen KatG. Amina Abdelaal va céng sy s
dung ky thuat sequencing phdt hién 92,3% s& truong hop c6 dét bién diém tai vi tri codon 315 trén
gen KatG lién quan khéang INH, 86,9% dét bién trén gen rpoB (trong d6 gdp nhiéu nhét & vj tri
codon 516) lién quan khéng rifampicin.
2. Danh myc cdc céng trinh dé céng bé thudc linh vyc cda dé tai cda chd nhiém va nhirng thanh
vién tham gia nghién cu (ho va n tac gid; bai bdo; én phdm; cdc y&u 18 vé xudt ban)
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MUC TIEU
1. Xdc dinh céc ddc diém phan & gen rpoB lién quan khang da thudc cla céc ching vi khuan lao.
2. So sanh mic d6 phu hop gitra két qud khang sinh d6 véi ty 1é dét bién trén gen rpoB.
NOI DUNG
- Thu thép ching vi khudn lao va lao khdng thudc & cée vién Lao va bénh phdi Trung Uong, Bénh
vién Da khoa Trung vong Hué, Bénh vién Pham Ngoc Thach & TP HCM va mét s& bénh vién khu
vuc khéc.
- Téch ADN tir cdc ching vi khuén lao theo 3 nhém: nhay, khang don va khéng da thudc; trong
méi nhém lai bao gém céc ching lao cia 3 mién theo ty 1 tvong Gng.
- PCR, multiplex PCR xdc dinh vi khudn lao va& nhan dogn gen dich tvong Gng véi tinh khéng céc
khang sinh chéng lao.
- Gidi frinh ty gen, phan tich xéc dinh vi tri dét bién, diém dét bién, logi dét bién lién quan khéng
thudc trong nhiing ching vi khudn lao & Viét Nam.
-Phan tich, x& ly s8 liéu rit ra nhirng ddic trung vé ddc diém phan t cia céc ching lao khdng da
thudc.
* Xdc dinh cdc déic diém phan t gen rpoB lién quan khang da thuse cia cdc ching vi khuén lao.
- Céc vi tri dot bién trén gen rpoB, ty & tng vi tri.
- Céc hinh thai dot bién trén gen rpoB, ty |8 ting logi
- Mic d lign quan cda vi tri dét bién trén gen rpoB dén khang rifampicin
- Mtc db lién quan cda hinh théi, ki€u dét bién trén gen rpoB dén khang rifampicin.
- Céc thay dai cdu tric phén to trén gen rpoB lién quan dén khéng da thuéc.
* So sdnh mc dé phu hop gitra két qua khang sinh dé véi ty 1é dét bién trén gen rpoB.
- Ty 18 vi khudn lao khang thuéc (khéing don, khéng da thudc, khéng da thuse mé rong).
- So sénh d6 phu hop cia céc phuong phdp sinh hoc phén tu so véi phuong phdp khang sinh dé
trong chdn dodn lao khang thuéc.
- Ty lé vi khudn lao khéng thudc dai véi khéing sinh chéng lao dong 1 va 2.
PHUONG PHAP NGHIEN CUU
- Thu thap cdc ching vi khuan lao tir cdc logi bénh phém dom, dich mang phéi, dich réa phé
qudn, dich mang bung, dich mang phdi...
- Tt cd cée ching vi khuan nay déu duoc nudi cdy va lam khéng sinh d6 xéc dinh tinh khéang
thudc trude khi nghién céu tim déic diém phan & gen rpoB lién quan khéng da thudc (Idy 75 ching
vi khuén lao theo 3 nhém: nhay, khdng don va khéng da thuéc).
- Téch chiét ADN tr vi khuan lao baing phuong phép DNAPRE-BOOM.

- Phuong phép PCR: ADN da téch chiét dugc dung lam khuén cho phén gng PCR ¢6 chiéu dai
528 bp, khuéch dai trén vung khang rifampicin cia gen rpoB cung véi céip primers ddc higu:



VSF1: 5'-ACCGACGACATCGACCACTT-3'
VSR1: 5'- GGC GGT CAG GTA CAC GAT CT-3'

- Phuong phép tach dong gen rpoB:
Vung ADN déic higu quyét dinh dén khéang Rifampin duoc khuéch dai trén gen rpoB. Sén phdm
PCR sau khi tinh sach duoc tao vector tdi 18 hop bang kit A1360- Promega.
Khdng dinh két qué qué trinh tach dong bdng céch kiém tra plasmid téi t hop theo hai phvong
phdp: phuong phép PCR va phuong phép thuy phan si dung enzym giéi han EcoRI.
- Phuong phdp gidi trinh ty ADN
Cdc ching da khang, da khdng m& rong tach dong thanh céng va sén pham PCR cia ching don
khéng, ching nhay thuéc duoc gidi trinh ty ADN, trén hé théng ABI Prism® 3130X| Genetic
analyzer (Applied Biosystems, USA), cung véi cdc b sinh pham BigDye@ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit; Applied Biosystems; DyeExTM 2.0 Spin kit; QIAGEN
- Phén tich k&t qua gidi trinh ty, xac dinh dugc dét bién lién quan khéang RIF cda céc ching vi
khudn lao khéng thuéc.
HIEU QUA KTXH
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