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TOM TAT
Phuong phap PCR phtre v6i 3 loai cép moi (VT1, VT2 va eae), cac diéu kién phan tng
nhu dd duoc thiét 14p va chuan hoa trong nghién ciru nay cé thé duoc ap dung dé xac dinh vi
khuan Verotoxigenic Escherichia coli (VTEC).
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SUMMARY
Complex PCR method with three kinds of primer pairs (VT1, VT2 and eae), the reaction
conditions as established and standardized in this study can be applied to determine the
Verotoxigenic Escherichia coli bacteria (VTEC).
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I. PAT VAN PE

PCR ( Polymerase Chain Reaction) 13 mot k¥ thuat nham khuéch dai mot doan DNA dic
hi¢u nho 1 cap moi. Moi st dung trong PCR thuong 1a mot cap oligonucleotide, dai khoang 15-30
nucleotide. Thanh phan ctia PCR 13: doan DNA dich, cac mdi c6 trinh ty bd sung v6i DNA dich,
hon hop cua 4 loai base va mot DNA-polymerase phu hop.

Qua trinh khuéch dai 1a mot sy lip lai cac chu ky cua ting va giam nhiét d6. Mdi chu ky
gém 3 budce: din xodn soi DNA kép, céac moi bat cap voi ting sgi DNA don, téng hop soi DNA
m&i nhd DNA-polymerase. Theo d6, s6 lugng DNA tao ra ting 1én 2" voi n 1a s6 chu ky (Saiki va
cs, 1987).

Mot trong nhiing tmg dung cua PCR la xac dinh chinh xac vi khuan. Pay la phuong phap
nhanh, dic hiéu, nhay va tu dong trong viéc xac dinh cic mam bénh 1a vi sinh vat. Nhiéu tac gia
da su dung thanh cong phuong phép nay trong xac dinh gen vt cia VTEC. Phuong phap PCR xac
dinh gen vt ¢6 thé phat hién dugc dudi 10 VTEC trong tong 10° coliform 1a mot phuong phéap phu
hop dé phat hién VTEC trong mau thyc pham nghi ngd.

Nhu mét phuong phap chan doan, PCR da duoc phat trién dé xac dinh gen vt ¢ E.coli
phan 1ap tir cac mau bénh pham, thyc pham va phan. Pac biét ki thuat PCR phuc la mot chan
doan c6 gia tri dich t& hoc (Nguyén Binh Minh, 2004). Nho k§ thuat nay c6 thé tién hanh dong
thoi s6 lwong 16n mAau, tiét kiém thoi gian va sinh pham.

II. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Nguyén liéu

- MAu thit cac loai (bo, lon, ga) di duoc xac dinh 13 4m tinh véi VTEC trong phan tng PCR dé
tién hanh gay nhiém véi cac ching vi khuan déi chimg dwong.

- Céc chung vi khuan ddi chimg duong va am do Vién nghién ciu thi y (NVRI), Ba Lan; Phong
thi nghiém tham chiéu E.coli, Ty Ban Nha (Laboratorio de Referencia de E.coli — LREC); Phong
thi nghiém tham chiéu vi khuin E.coli cua OIE, Canada (OIE Reference Laboratory for
Escherichia coli) cung cap.

- Cac loai méi truong, hoa chat dung trong nudi cdy, phan 1ap va giam dinh vi khuan E.coli

! Nghién ciru sinh - Vién sau dai hoc, Dai hoc Nong nghiép Ha Noi
2Vien Thiiy. >Khoa thii y, Pai hoc Nong nghiép Ha Néi
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- Méi truong, hoa chat dung trong phan tmg PCR va dién di san pham PCR do hing Fermentas
san xuat. Gom: AMP x 5 buffer, dNTP stock, 50 x TAE, Taq-DNA polymerase, Primer, Gel
loading bufer, Ethidium bromide.

- Céac loai dung cu, trang thiét bi mady moc phong thi nghiém.

2.2. Phwong phap

2.2.1- Phwong phdp tién hanh phdin iing PCR

+OPCR don moi: mdi phg"m ung PCR s€ duoc thuc hién véi sy tham gia cua mot cap mdi dic hiéu
de phat hién mot gen nhat dinh (VT1, VT2 hoac eae)

+ PCR phirc (da moi): st dung nhiéu cip mdi trong mot phan tng PCR dé phat hién mot sé gen
can thiét. Trong nghlen ciru nay la cac gen VT1, VT2 va eae.

+ Xu ly DNA mau: DNA méu duoc tach chiét bang phuong phap sbc nhiét nhu sau: 1ml canh
khuan dugc dun & 100°C/30 phit, dong lanh & -20°C/qua dém, ly tim 13000 vong/phit trong 10
phut. Chat trong & trén duoc tach riéng va sir dung lam DNA mau.

2.2.2- Phwong phadp xdc dinh dj dac hiéu ciia phdn ng PCR

b0 dac hi€u cia phan }'Ing PCR duoc xac dinh b::ing ceiqh kiém tra véi 10 chl:mg’ VTEC ddi chung
duwong va 10 chung doi chimg &m vdi cac thong tin ve dc tinh cua mot so yeu t6 gdy bénh da
dugc cong bo, sur dung phan tng PCR phirc.

2.2.3- Phwong phdp xdc dinh d¢ nhay cua phan irng PCR

Tién hanh cay 1 khuan lac cﬁq mdi chung vi khudn vao lo dung 20ml rpéi truong (LB, mTSB va
BHI). sau 20 gio u & 37 C, tién hanh pha loéng canh khuan theo co s6 10 d€ dugc cac nong do
pha loang thich hop (107, 107, 210 ) dém sb trén moi truong thach mau, ddng thoi tién hanh cac
budc tich DNA mau tir tit ca cac nong do pha lodng (ké ca canh khuan ban dau) dé dung cho
phéan tmg PCR.

III. KET QUA VA THAO LUAN

V6i nhimng truong hop bénh ¢ nguoi va dong vat co lién quan té1 VTEC, trong d6 ¢6 ca
nhitng bénh gay nguy hiém tdi tinh mang con nguoi nhu hoi chimg huyet niéu (HUS), thyc té doi
hoi phai c6 mot phuong phap nhay va dic hiéu nham phat hién vi khuan nay. Trong do, PCR da
va dang duoc danh gia la phuong phap chinh xac, nhanh va tién dung nhat dé phat hién cac mau
thyc pham hodc mau phan c6 chira VTEC thong qua xac dinh gen quy dinh cac yeu t6 doc luc cua
vi khuan nay (Paton A.W. va J.C.Paton, 2002)
3.1. Thiét 1ap, chuin héa phwong phap PCR

Trong nghién ctru nay, chung toi da xay dung mot phuong phap da moi nham xac dinh 3
loai gen doc lyc cua cac chung VTEC dbi chung, tur d6 ap dung d6i voi cac ching phan lap duoc.
Thi nghién tién hanh véi 3 ching VTEC, gbém 2 chung dbi ching duong (FD523, FD636) va 1
chung dbi chung am (C-600). DNA mau 12 mot lwong nhoé khuan lac cia vi khuan d3 dugc nudi
cy trén dia thach mau ciru (37°C/24 gio).

MOdi ctia phan ing duoc thiét ké dua vao chudi gen ma hoa sinh tong hop protein cia doc
td VTI, VT2 va protein intimin quy dinh dac tinh xdm nhép va bam dinh cua VTEC. Trinh tu cac
moi va cac san pham tuong tng cla chung tao ra dugc trinh bay & bang 1.

Bing 1. Trinh tw moi diing dé xdc dinh cdc gen VT1, VT2 vi eae

Kich co san
dich primers

pham (bp)
vr1 | VTLF |5 -CAGTTAATGTGG TGG CGAAG - 3' S04
VTL-R |5 -CTGCTAATAGTT CTG CGC ATG - 3°

VT2 VT2-F 5 -CTT CGG TAT CCT ATT CCC GG -3’ 481
VT2-R |5 -GGATGCATCTCT GGT CATTG-3¥

Eae eae-F 5’-ACGTTG CAG CAT GGG TAACTC-¥ 816
eae-R 5’-GAT CGG CAACAGTTT CACCTIG-3¥

Gen Ky hiéu Chudi primers (5 - 3)
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Bing 2. Thanh phén cdc chit trong phén iing PCR diing dé xdc dinh
cacgen VTL, VT2 va eae

Thanh phan Thé tich (ul) Nong do
Moi xudi 1+1+1 3,2 uM /pl
MOoi nguogc 1+1+1 3,2 uM /ul
Dung dich dém AMP x 5 (Fermentas) gé)m:
+ 750 mM Tris - HCI (pH=8) 5 -

+ 200 mM (NH4)ZSO4
+0,1% (v/v) Tween 20

+ dNTPs
+ 2 mM MgCl,
Taq — polymerase (Fermentas) 0,62 pl 500 Ul
(L U/1 ul)
DNA mau thich hop
Nudce khir ion vira du 25 pl -
Tong cong 25 ul -

Bing 3. Cic chu ky nhiét ciia phin irng PCR diing dé xdc dinh gen VT1, VT2 va eae

Cac giai doan cua phan ung N}Eé'éé)dé T}égﬁ]ﬁé)a " So”k;hu
Giai doan tién bién tinh 94 5 1
Giai doan bién tinh 94 1

Giai doan bat cip 50 1 30
Giai doan tong hop 72 1

Giai doan kéo dai 72 7 1

Ban dau, phan ng PCR dop duoc thuc hién V('Yi‘ tfmg cap méj riéng bi¢t. Sau do, phan img duogc
thue hién v6i su phoi hop dong thoi cua 3 cap moi. Két qua thé hién bang 4.

Bing 4. Két qua thii nghi¢m phdn vmg PCR don va da mdi dé pht hi¢n
mot so gen doc luc cia VTEC

Céc chung kiém tra PCR don moi PCR phitc (da moi)
VT1 VT2 eae VT1 VT2 eae
FD523 n ¥ ) " " ;
FD636 + + + + + +
C-600 i i i i i i

- Phan tich san pham: Céac san pham cia phan mg PCR duoc tién hanh chay dién di trén thach
agarose 2% trong dung dich 1 x TAE v6i hi€u dién thé 50V trong 30 phut. Boc két qua va chup
anh bang hé thong Gel Doc 2000. Anh dugc luu giit lai va dugc tién hanh xur 1y két qua khi can
thiét.

Két qua cho thiy: Phan tmg PCR phuc cho cac san pham riéng biét va on dinh nhu trong phan
g véi timg cap mdi don. Ngoai ra, phan tng PCR phtrc con thé hién mot s6 wu diém khac: tiét
kiém thoi gian, cong lao dong, dac biét 1a tiéu hao vat tu, hoa chét cho phan g cling giam dang
ké. Do d0, dé xac dinh vi khuan VTEC trong thit nén sir dung phan tmg PCR phirc.

3.2. Két qua thuwc hién phan ing PCR véi cac chiing dbi chirng

Phuong phap PCR dung dé xac dinh 2 loai gen san sinh doc t6 (VT1, VT2) va yéu té bam
dinh intimin (eae) da duoc thiét 14p va chuén hoa véi cac DNA mau la cac chung vi khuan déi
chimg duong va d6i ching am. Cac chung E.coli dbi chuing duong (n=10) (do mot s6 phong thi
nghiém tham chiéu vé vi khuan E.coli cung cap) da dugc xac dinh chac chén ¢ mang tur 2-3 trong
s6 3 loai gen (VT1, VT2, eae). Cac chung d6i chimg 4m (n=10) gém c6: vi khuan E. coli (C-600,
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FV847a, FV2289, FV2586, FV2593), Salmonella typhumirium (FD675), P. multocida (PM-VT3),
S. suis (HN-25), S. aureus (FD231), C. perfringens (BCD6). Két qua thuc hién phan tng PCR
phirc dd dugc chuan hoa dung dé xac dinh 3 gen (VT1, VT2 va eae) voi 10 ching dbi chimg
duong va 10 chung d6i chimg am duoc trinh bay & bang 5.

Bing 5: Két qua thwe hign phén irng PCR da méi véi cdc chiing doi chirng

Pac tinh vé mét s6
Ky hiéu ching yéu to gay bénh ciiavi | Két qua phdn i#ng PCR
khudan E. coli
E. coli FD523 VT1/VT2 VT1/VT2
E. coli FD526 VT1 VTl
E. coli FD528 VT2 VT2
Déi E. coli FD635 VT1/VT2/eae/Hly VT1/VT2/eae/Hly
ching E. col! FD636 VT1/VT2/eae/Hly VT1/VT2/eae/Hly
duong E. coli BDL9.1 VT2 VT2
E. coli BKT29.1 VT2 VT2
E. coli E4 VT1/VT2 VT1/VT2
E. coli E7 VT1/NVT2 VT1/NVT2
E. coli E41 VT1/NVT2 VT1/NVT2
E. coli (C-600) (K-12) - -
E. coli Fv847a FA4/STa/STb/LT -
E. coli F\V2289 F18/STa/STh/VT2v -
Déi E. CO|! FV2586 FA4/STb/LT -
chimg E. coli FV2§93 F18/STa/STh/VT2v -
am S. typhum_lrlum (FD675) - -
P. multocida (PM-VT3) - -
S. suis (HN-25) - -
S. aureus (FD231) - -
C. perfringens (BCD6) - -

Nhu véy, c6 thé két ludn: phan img PCR di dugc chuan hoa trong nghién ciru nay ding dé
xac dinh 3 loai gen c6 dd dac hiéu 1a 100% khi dugc xem xét thir nghiém trén cic chung dbi
chung.

M1 2 34 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15

Anh 1. Cdc sin pham ciia phén teng PCR véi cdc chiing déi chitng dwong va ém
sau qud trinh dién di
Ghi chi: M: 100 bp marker. Giéng 1: FD523 (VT1/VT2). Giéng 2: FD526 (VT1). Giéng 3:
FD528 (VT2). Giéng 4: FD635 (VT1/VT2/eae). Giéng 5: FD636 (VT1/VT2/eae). Giéng 6: BDLY.]
(VI2). Giéng 7: BKT29.1(VT2). Giéng 8: E4 (VT1/VT2). Giéng 9: E7 (VTI/VT2). Giéng 10: E41
(VT1/VT2). Giéng 11, 12, 13, 14, 15: Cdc ching doi chitng dm.
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3.3. Két qua xac dinh d§ nhay va d¢ diic hiéu cia phwong phap PCR dung dé xac dinh
VTEC

KV thuat PCR hién dang dugc danh gia 1a mot phuong phap c6 do nhay va do dac hi¢u rat
cao (Lé Thi Tuyét Trinh, 2007). S& di c6 d0 nhay va d6 dac hi¢u cao nhu vay 1a do nguyén ly cta
PCR st dung cap mdi gén dac hiéu vao doan DNA dich. Khi thuc hién phan ung PCR, nguoi ta
nhan thiy d6 nhay cia phan ung ciing chinh 13 giéi han phat hién cta phan tmg. Gidi han nay
chinh la néng dd cta doan DNA dich trong hon hop phan ing. Bén canh do6, d6 dic hiéu cua phan
ung PCR 1a d¢ déc hi¢u cua cac cap mdi st dung. Cap mdi phai dugc lya chon sao cho cé kha
nang ghép cap tdt véi trinh tu & 2 dau cia doan DNA dich. Két qua xac dinh d¢ dac hi€u ghi nhan
duoc con cho théy doan DNA dich duogc lua chon dé khuéch dai ¢6 trinh tu céc nucleotide trong
doan gen twong dbi 6n dinh va xuit hién voi tAn sd cao & cac chung vi khuan can nghién ctru
nhung lai khong thay & cac ching vi khuan khéc.

Bing 6: Két qud xdc dinh dp nhay va d¢ dic higu ciia phéin teng PCR trén méi truong nuoi cdy

Két qua

Nong dé FD523 (x 10° VK/ml) FD636 (x 10° VK/ml)

pha loang LB m-TSB BHI LB m-TSB BHI
(6,26) (6,6) (2,375) (5,70) (6,2) (2,508)

CTBD + + n T

10"

10

103

+|+|+|+

+
+
+
+
+

+|+|+|+

+
+
+
+
+

10*

+ |+ +]|+ |+
+ |+ +]|+ |+

10° - -

10° - - - - - -

107 : - : : : :

10° - - - - - -

Ghi chii: CTBD: Canh tring ban dau
+.: Phan ung duong tinh voi ca 3 logi gen VT, V12 va eae
-: Phan ung am tinh voi ca 3 logi gen VTI, VT2 va eae

Két qua bang 6 cho thay:

-Veé dd dac hiéu cua phan ung: DNA duogc tach ra tir 3 loai moéi trudong nuodi céy déu cho céc phan
ung PCR duong tinh v&1 do dédc hiéu 1a 100% véi ca 3 loai gen VT1, VT2 va eae.

- Vé do nhay cua phan ung: voi ca 3 loai moi truong, ngudng gidi han dudi hay mat dg cua vi
khuan dé tir d6 c6 thé dung dé phat hién duoc VTEC trong méi truong bang phan ung PCR 13
twong dwong nhau, ~ 2,3-6,6 x 10* vi khudn/ml.

Trong mot nghién ciru dugc tién hanh ndm 2007, tac gia Lé Thi Tuyét Trinh da tién hanh
xac dinh do nhay va d6 déc hiéu ctua phan tmg PCR nham hoan thién hé théng PCR phirc dé xac
dinh céac E.coli gay tiéu chay. Voi cac cap moi VTI, VT2 va eae dung dé xac dinh nhém EHEC,
tac gia da thu dwoc két qua vé do nhay cua phan tmg PCR phirc 1a 10° vi khuédn/ml. So sanh véi
két qua nghién ctru ctia chiing t6i, phan ing PCR cua ching toi ¢6 d6 nhay cao hon do c6 thé phat
hién dwoc sb lwong 2,3-6,6 x 10* vi khuén/ml.
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Ghi chi: M: 100 bp marker. Gzéng 1: N/e. Gzéng 2: ndng dg pha loang 10™ (VT1/VT2/eae)
Gleng 3: nong do pha lodng 107 (V T1/VT2/eae). Gleng 4: nong do pha loang 1 03 (VTl/VT2/eae)
Giéng 5: nong do pha loang 107 4 (VT1/VT2/eae). Gzeng 6: nong do pha loang 1 0°. Gzeng 7: nong
dg pha lodng 10°. Giéng 8: nong do pha loing 107 Giéng 9: nong dé pha lodng 107,

3.4. Két qua xac dinh dd nhay va dd dic hiéu cia phwong phap PCR dung dé xac dinh
VTEC trong mau thit sach
- Thi nghiém dugc bd tri nhu sau:

+ Chon 6 mau thit (bo, lon, gi) da dugc xac dinh 1a 4m tinh trong phan Gmg PCR d¢ tién
hanh gay nhiém véi cac chung vi khuan d6i chimg duong.

+ 25 g thit da duoc cat nho va cho vao 225 ml méi truong m-TSB.

+ Moi truong (m-TSB) di nudi cdy vi khuan chung FD523 va FD636 ¢ 37°C/24 gio. Pha
lodng thanh cac ndng do tir 107 dén 107

Két qua duoc trinh bay & bang 7.

Bing 7: Két qua xdc dinh dj nhay va dp dic higu ciia phan itng PCR trong mdu thit sach

Nong do Két qud
pha loang FD523 (6,6 x 10° VK/ml) FD636 (6,2 x 10° VK/ml)
(m-TSB) Lon Bo Ga Lon BO Ga

CTBD

+
10 +
102 +

+|+ |+
+ |+ |+
+ |+ |+
+ |+ |+
+ |+ |+

103 -

10” : - : : - -

10° : - : : - -

10° : - i i - -

107 : - : : - -

10° : - i i - -

Két qua bang 7 cho thay:

- V& do dic hiéu cua phan tmg: DNA duoc tach ra tr moi truong m-TSB cé cac mau thit déu cho
cac phan tng PCR duong tinh vo1 do dac hi¢u la 100% voi ca 3 loai gen VT1, VT2 va eae.

- Vé d6 nhay cta phan Gng: Vé6i ca 3 loai thit, ngudng giéi han dudi (Lower limit) vé& sb luong
ctia vi khudn VTEC dé c6 thé phat hién duoc trong mdi trudng co cac mau thit va da duoc gay
nhiém véi s6 vi khudn dat ndng d6 cubi ciing 13 6,6 x 10® vi khuan/ml d6i véi chung FD523 va 6,2
X 10° vi khudn/ml ddi v6i ching FD636. Hay noi cach khac, sé lugng vi khudn VTEC nhiém
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trong 25 g thit twoi phéi dat & mirc ~ 6,2 - 6,6 x 10° vi khuén thi méi c6 thé xé4c dinh dugc bing
phuong phap PCR nhu da dugc chuan hoa trong nghién ctru nay.

IV.KET LUAN

- Két qua nghién ctru cho thiy phan tmg PCR phuc cho cac san pham riéng bit va on dinh nhu
trong phan tng voi tung cdp moi don. Ngoai ra, phan img PCR phirc con thé hién mot sé wu diém
khac. Do d6, dé xac dinh vi khuan VTEC trong thit nén sir dung phan tmg PCR phic.

- DNA duoc tach ra tir méi truong m-TSB €6 cic mau thit déu cho cac phan tng PCR dwong tinh
v6i do dac hiéu 1a 100% véi ca 3 loai gen VT1, VT2 va eae.

-S6 lrong vi khuén VTEC nhi®m trong 25 g thit twoi phai dat & mirc ~ 6,2 - 6,6 x 10° vi khuan thi
moi ¢ thé x4c dinh duoc bang phuong phap PCR nhu da dugc chuin hoa {trong nghién clru nay.

- Phuong phap PCR phirc v6i 3 loai cap moi (VT1, VT2 va eae) va cac diéu kién phan tng nhu da
duoc thiét 1ap va chuén héa trong nghién ciru nay c6 thé duoc ap dung dé xac dinh vi khuan
VTEC
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