Nghién ctru khoa hoc céng nghé
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1. PAT VAN PE

Lién cau khuan gy tan mau B 1a mot trong nhimng tac nhan gy bénh phd bién
trong cic bénh truyén nhiém ¢ nguoi. Trong d6 lién ciu khuan nhéom A
Streptococcus pyogenes (GAS) 1a tac nhan gay bénh phd bién nhit & tré em thude
cac nhom tudi khac nhau. Nhitng vi sinh vat nay xdm nhiém cac mang nhay hong,
amldal da va cac 16p sau ciia mo, gy viém hach bach huyet viém hong, viém mo té
bao, séc nhidm doc... va co thé gy nén bién chimg thap tim, viém ciu than cap... &
tré em cac nuéc dang phat trién [1, 2, 3, 5, 7]. Trong nhimg nim gan ddy, mét sb
chiing ctia nhém C (GCS) va nhém G (GGS) ngay cang dugc bao cdo 1a gy nhiém
tring tuong tu gidng GAS nhu viém hong, nhiém tring huyét, viém da va mé mém,
sdc nhiém doc, viém cau than [3].

Giam sat ty 16 mac bénh lién cau khudn trong cong dong 1a mot thach thirc 16n
ctia nganh y té. Han ché sy lay nhiém lién cau khuan trong cong dong s& cai thién
dang ké strc khoe, chat lugng cudc séng va giam ganh ning cho nén kinh té. Bai bao
nay tong hop cac két qua nghién ciru dugc thuc hién nam 2012 tai xa Gio Chau,
huyén Gio Linh, tinh Quang Tri v&i muc tiéu xac dinh mot sé dic diém dich t& va di
truyén phan tir ciia cac chung lién cau gy tan mau B luu hanh ¢ hoc sinh tiéu hoc
tinh Quang Tri.

2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twong nghién ctru

GOm 200 hoc sinh tiéu hoc (HS) d6 tudi tir 7 = 11, khong phéan biét gidi tinh
dang sinh song tai xa Gio Chau, huyén Gio Linh, Quang Tri.

2.2. Cach tiép cin: Piéu tra cit ngang

C& mau nghién ciru: C& mau trong nghién ctru dugce tinh theo cong thirc:

Zl o/2P (1 —P)
d2

Trong do:

Z..»= 1,96 (d0 tin cdy 95%);

d - sai s6 cho phép (d = 0,05);

P - ty 1& nhiém lién cau khuan (Liy P = 0,15) [1, 2];

n - ¢& méu t4i thiéu can dat (Tinh duoc n = 196. Chung t6i chon n = 200).
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2.3. Phuong phap nghién ciru

* Phuong phap diéu tra dich t& hoc: Phong van bd me hoc sinh theo mau phiéu.

* Phuong phap thuc hanh labo

- K§ thuat 1ay bénh pham: Tién hanh khdm khoang miéng va duong ho hap trén.
Lay bénh pham & hong (hai hoc amydal, thanh sau hong) bang tam bong vo trung.

- Ky thuét nu6i cay: Bénh pham dugc cdy trén moi truong thach mau ciru 5%
va u trong tu am CO, 5% trong thoi gian 24 gio.

- Ky thuat xdc dinh nhém lién cau: Su dung bo kit SlidexStreptoPlus
(BIOMERIEUX®, Phép) d¢ xac dinh cac nhém lién cau khuan phan 1ap dugc.

- K¥ thuét sinh hoc phan tu:

+ Phuong phéap tach chiét ADN: Cay chuyén khuén lac lién cdu khuan vao
10ml méi trudng THB & 37°C, 5% CO,, nudi qua dém. Sau d6 té bao dugc thu lai
bang ly tam 4000 vong/phut trong 10 phat. Hoa té bao vi khuan vao 250 ul dém
TE; b6 sung 2,5 pl lysozyme (100 mg/ml); u trong 1 gid & 37°C. B6 sung 3 pl
protease K (20 mg/ml); 30 pl SDS 10%; u ¢ 37°C trong 30 phat. B6 sung 140 pl TE;
180 ul NaCl 5M lic nhe va i tiép & 65°C trong 10 phat. Ly tam 13000 vong/phut
trong 10 phut dé thu dich ndi. Protein cua té bao duoc loai bo bang hon hop phenol
chloroform (1:1). ADN hé gen nam ¢ pha trén dugc tia lai bang con tuyét ddi va
duoc hoa tan trong 40 ul TE [4].

+ Phuong phap PCR phén loai cac chung lién cau khuan nhém C va G: Cac
cap mdi dic hiéu duge thiét ké dua trén trinh tu gen cpn60 trén ngin hang gen
(Genbank). Cac cip moi:

Angl: TGCAGCCGTATCATCACGCAG va

Ang2: GTTGGCAATAGCTTCGGCATCA dé xéac dinh chung S. anginosus;
Constl: TTGAAAGTGCTACATCTGAATTTGACAAA va

Const2: CTGCATTGATAGCGAT-TTGTCGAAT dé xac dinh ching S. constellatus;
Dysgl: TGGCTTGATTAAGTCACAACTAGAAACCA va

Dysg2: GCTCAAGAGCAGCTACTTTTTCGATCA & xac dinh ching
S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Phan tmg PCR dugc tién hanh theo cac cac budc sau: bién tinh 95°C - 60 glay,
tiép dén 25 chu ky, mdi chu ky gom 3 budc: bién tinh & 95°C - 30 gidy, gin moi &
55°C - 30 gidy, kéo dai ¢ 72°C - 60 gidy. Két thuc phan ung & 72°C - 10 phut
[3,4,5].

+ Phuong phap dién di trong trudng xung dién dugc tién hanh theo
Dmitriev A.V. va cong su [4] d¢€ phan tich cac chung S. pyogenes phan 1ap duoc.

* Cac s6 liéu duoc xur 1y thdng ké bang phan mém SPSS 22.0.
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3. KET QUA NGHIEN CUU VA BAN LUAN

3.1. Ty 1¢ nhiém lién cAu khuan & hoc sinh Trudng tiéu hoc Gio Chau

Biang 1. Co cau gidi tinh va tudi cta hoc sinh trudng tiéu hoc Gio Chau

Y Tong s
Lura tuoi: 6 +8 | Lura tuoi: 9 + 11 Z —
SO lugng Ty 1€ %
Nam 40 63 103 51,50
Nit 38 59 97 48,50
Téng cong 78 122 200 100

Két qua ¢ bang 1 cho thdy: Lira tudi cua hoc sinh Trudng tiéu hoc Gio Chau
trong nghién ciru nay tir 6 + 8 tudi la 78 HS, tir 9 + 11 tudi 1a 122 HS; vé gidi: &
cac nhom ltra tudi, nam déu nhiéu hon nit (tong sé nam 103 HS chiém 51,50%; nit
97 HS chiém 48,50%).

Tuy nhién sy khac nhau nay khong c6 ¥ nghia thong ké.

Biang 2. Két qua phan 1ap lién cau khuan

Két qua nudi cdy duong Két qua nudi cdy 4m | Téng
tinh véi lién cau khuan | tinh véi lién cAu khuin | cdng
Nam N Téng Nam Nt Téng
Nhiém lién cau
khuinnhom A | 15 17 35 200
NhiZm licn cA 77 72 149
iém lién cau
khu4n nhom G 8 8 16
Téng cong 26 25 51 7 | 72 149 | 200

Két qua trong bang 2 cho thdy: Trong s6 200 mau nhdy hong, di phan lap
dugc 51 chung lién cau khuén, trong d6 ¢6 35 chung nhém A va 16 ching nhom G.
Ty 1€ nhiém lién cau nhom A va G ¢ ca nam va nir 1a tuong duong nhau.

B Nhiém lién cau khuan
nhom A

B Nhieém lién cau khuan

nhém G

Khong nhiém

Hinh 1. Ty Ié tré em nhim lién cu ¢ Trudng Tiéu hoc Gio Chau
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Hinh 1 cho thiy ty 1¢ nhiém lién cau gdy tan mau p & tré em truong tiéu hoc
Gio Chau la 25,5%; trong d6 17,5% thudc lién cAu nhom A; 8% thudc nhém G.

O Viét Nam, mot s6 nghién ctru cho thay ty 1¢ nhiém lién cau khuan nhom A
tuong ddi khac nhau, tiy thudc vao d6 tudi, khu vuc dia 1y va diéu kién kinh té xa
hoi. Ty 1¢ nhiém lién ciu nhém A hoc sinh 5 + 16 tudi khu vuc Ha N¢i 1a 15,3%;
hoc sinh, sinh vién 16 + 25 tudi 1a 3,8%, tré em dudi 5 tudi 2,8% [2]. Ty 18 cay
duong tinh lién cau khudn nhém A tur phét hong & hoc sinh 6 + 15 tudi tai Duong
Minh Chau, tinh T4y Ninh chiém 11,67%. Trong nghién ctru nay, ty 1¢ nhiém lién
cau nhom A & hoc sinh tiéu hoc 7 = 11 tudi xa Gio Chéu 13 17,5% cao hon so véi
nghién ciru cua tac gia Nguyén Thanh Phuéc. Ty 1& nhidém lién cau khuan nhom A &
hoc sinh nam va nit twong duong nhau. Tuy nhién, phan phdi tin suat nudi cdy GAS
(+) theo gidi tinh khi phét nhay hong thi twong duong véi tac gia nay [1].

3.2. Mot s6 diic diém dich t& nhiém lién ciu khuin

Pé tim hiéu mot sd yéu t6 dich t& anh hudng tdi tinh trang nhiém lién cau
khuan, da tién hanh khao sat tinh trang ton thuong miii, hong va khoang miéng ciing
nhu trinh d6 van hoa va nghé nghiép cua bd me hoc sinh.

Bang 3. Ty 18 ton thuong miii, hong va khoang miéng & cic nhém nudi cay
duong tinh va nhom nudi cdy am tinh véi lién cau khuan

Két qua nudi ciy (+) | Két qua nudi ciy (-)
Tinh trf_l.ng viém (n=51) (n = 149) Théng ké
hong, miii, amydal
S6luong | Ty1é % | S6lugng | Tylé %
Viém hong 18 35,29 46 30,87 p>0,05
Viém amydal 17 33,33 54 36,24 p>0,05
Viém miii xuét tiét 13 25,49 31 20,80 p>0,05
Viém céc t6 chirc
trong khoang miéng 11 21,57 35 23,49 p>0,05

Céc s0 li¢u trong bang 3 cho thay tinh trang viém hong, viém amydal, viém
miii va viém céc t6 chuc trong khoang mi¢ng & nhém két qua nudi cady duong tinh
véi lién cau gay bénh va nhém nuoi cay am tinh khéc nhau khong 1o rét.
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Bang 4. Moi lién quan gitra trinh d§ hoc van va nghé nghiép cua bo me
v6i tinh trang nhiém lién cau khuan cta tré em

Trinh d9 hoc K.(fet ql:fl nuéixcéy (+) voi I.(Aét qkuzi nuég ciy (-) véi
vén va nghe lién ’cau khuan (n=51) | lién ’cau khuan (n = 149) Théne ké
nghiép cia Bo (1) Me (2) Bo (3) Me (4) 8
bome o | o [SL| % [SL| % |SL| %
Hoc vin:
. P;3>0,05
Pai hoc 4 7,84 2 3,92 11 7,38 2 1,34 Py > 0,05
2 1A P;5>0,05
Pho thong | 47 | 92,16 | 49 | 96,08 | 138 | 92,62 | 147 | 98,66 Pry> 0,05
Nghé nghiép:
CNVC 51980 | 4| 784 | 26 | 17,45 | 21 | 14,19 P13 <005
P;,4<0,05
\ A~ P;5>0,05
Lamrudng | 33 | 64,71 | 36 | 70,59 | 102 | 68,46 | 98 | 65,77 Pry> 005
A , P;3>0,05
Buon ban 2 1392 | 3 | 588 1 0,67 8 5,37 Py >005
Lam thué, P;3<0,05
tr do 11 | 21,57 | 8 | 1569 | 20 | 13,42 | 22 | 14,77 Py >005

Céc sb liéu 6 bang 4 cho théy hoc van cta bé me trong cac nhom hoc sinh ¢6
két qua nudi cay () voi lién cau khuan va nhom c6 két qua nudi cay (-) khéac nhau
khong dang ké. V& nghé nghiép, ty 1¢ b me lam CNVC ¢ nhom co két qua nudi ciy
(+) thap hon so voi nhom c6 két qua nudi cay (-) (9,80% so voi 15,44% va 7,84% so
v6i 12,08%: p < 0,05). Nguoc lai, nhém c6 két qua nu6i cly (+) c6 ty 1& ngudi bd di
lam thué, tu do cao hon so v&i nhom c6 két qua nudi cay (-) (21,57% so v6i 14,77%;
P < 0,05). Ty 1& bd, me 1am rudng, budn ban ¢ hai nhom twong duong.

Diéu nay c6 thé do con cta cac cong nhan vién chiic ¢6 tinh trang v€ sinh mii
hong tot hon.

3.3. Pic diém di truyén lién cAu khuén

Lién cau khuan tan huyet p gy bénh ¢ duong hap nguorl chu yéu thudc nhom
A. Viéc phén loai lién cau khuan nhom A tuong dbi don gian do trong nhom nay chi
c6 mot loai S. pyogenes. Tuy nhién, mot sO chung lién cau nhu S. dysgalactiae
subsp. Equisimilis va S. anginosus déu c6 & nhom C va nhém G co thé giy nén
nhimg triéu chimg nhiém bénh giéng véi lién ciu nhém A. Dé dinh danh céc ching
lién cau khuan nhom G phan 1ap duoc da st dung phuong phap PCR dé nhan doan
gen ¢pn60 ma hoa cho protein Cpn60. Trinh tu cic cip modi dwoc méd ta & phan
phuong phéap nghién cuu.
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1 23456 7 89101112 1 234567 89101112

Hinh 2. Két qua dién di san pham PCR phén loai cac ching lién cau nhom G

Pudng chay 1: Thang mic co chuén; Puong chay 2 = 5, 7 = 11: S. dysgalactiae
subsp. Equisimilis; Dudng chay 6, 12: S. anginosus.

Cap mdi Angl, Ang2 dung dé xac dinh ching S. anginosus cho san pham PCR
¢6 kich thudc 589 bp; cip moi Constl, Const2 dé xac dinh ching S. constellatus cho
san pham PCR c6 kich thudc 315 bp; cap moi Dysgl, Dysg2 dé xac dinh ching
S. dysgalactiae subsp. Equisimilis cho san pham PCR c6 kich thuéc 254 bp.

Két qua 1a trong 16 chung lién cau khuan nhom G phén 1ap dugc da xac dinh
duoc 12 chung S. anginosus va 2 chung S. dysgalactiae subsp. Equisimilis, 2 ching
khong xac dinh duogc loai.

Dbi vai 30 chung S. pyogenes dugc phan tich biang phuong phap dién di trong
truong xung dién da phat hién dugc 14 doan cit khac nhau Smal. Da phat hién duogc
cac kiéu gen emm 4.0, emm 12.0, emm 44.0, emm 58.0, emm 104.0 va emm 109.1

123456 7 89 10111213141516

|
o

Hinh 3. Céc doan cit st dung enzyme Smal cta S. pyogenes.

DPuong chay 1: Nhiém sic thé Saccharomyces cerevisiae; Pudng chay 2: DNA
phage lambda; Puong chay 3 + 16: Cac chung S. pyogenes.

Luca Agostino Vitali va cong su dd nghién ctru 218 mau GAS gip thuong
xuyén nhét céac kiéu gen emm 1la emm 4.0, emm 1.0, emm12.0, emm 89.0, emm 6.0
emm 44.0, emm 18.0, emm 29.0, emm 5.0, emm 28.0 [6].
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Hién nay & trong nudc, chua c6 cong trinh nghién ctru nao cong bd vé su phan
bd kiéu gen emm cua S. pyogenes luu hanh & Viét Nam. Vi vay céc s liéu trén day
chi mang tinh thong béo vé sy c6 mit cac kiéu gen emm cia lién cau khuan nhom A
luu hanh ¢ hoc sinh Truong tiéu hoc Gio Chéu.

4. KET LUAN

- Ty 18 nhiém lién cau gy tan mau B & tré em hoc sinh Truong tiéu hoc Gio
Chéu,’huyén Gio Linh, Quang Tri 1a 25,5%, trong d6 nhom A chiém 17,5%, nhom
G chiém 8%.

- Tinh trang nhiém lién cau khong lién quan dén tudi va gi6i tinh cua tré em
hoc sinh, nhung c6 lién quan dén nghé nghiép ctia bd, me.

- Trong 30/35 chung S. pyogenes, da phat hién duoc cac kiéu gen emm 4.0,
emm 12.0, emm 44.0, emm 58.0, emm 104.0 va emm 109.1. Dbi voi 14/16 chung lién
cau khuan nhéom G da phan loai duoc 12 chung S. anginosus va 2 ching
S.dysgalactiae subsp. Equisimilis.
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SUMMARY

EPIDEMIOLOGICAL AND GENETIC PROPERTIES OF THE R
HAEMOLYTIC STREPTOCOCCUS IN CHILDREN IN QUANG TRI

This study was carried out in 200 children aged 7 + 11 in Gio Chau Primary
School, Gio Linh District, Quang Tri Province. The results showed that the rate of B -
hemolytic streptococcal infection was 25.5%, including strains of group A (17,5%)
and group G (8,0%). The streptococcal infection in children is not related to their sex
but to their parents’ occupation. The types of emm 4.0, emm 12.0, emm 44.0, emm
58.0, emm 104.0 and emm 109.1 were found among 30/35 S. Pyogenes strains. For
group G streptococcus 12 S. anginosus and 2 S. dysgalactiae subsp. Equisimilis
strains were classified.

Tiwr khoa: 3- hemolytic streptococcus, group A streptococcus.
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