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Cac bénh trén cay trong thudng lay lan nhanh va khé phat hién 6 giai doan sém, khong chi géy kho
khan cho céng tac san xuat ma con anh hudng 16n dén néng suét va chat lugng nong san. Vi véy,
thuc tién san xuat luén doi hdi nhiing cong cu chan doan va phat hién bénh chinh xac, nhanh nhay.
Gan day, nhiéu cong cu hién dai nhdm xéc dinh va chan doan bénh hai trén céy trong dé ra ddi va
dudc ting dung vao thuc tién, trong d6 ki thuat RPA (recombinase polymerase amplification) khuéch
dai acid nucleic dang nhiét dugc danh gia la c6 tiém nang I6n trong chan doan bénh virus. Bai viét
gidi thiéu nhiing thanh tyu cla k§ thuét nay va danh gia tiém ning ting dung trong quan Iy dich bénh

trén cay trong tai Viét Nam.

énh hai cay trong la moét

trong nhiing nguyén nhan

chi yéu gay sut giam

nang suét va chat lugng
néng san, de doa an ninh ludng thuc
va viéc xuat nhap khdu mat hang nay.
Phéan I6n bénh hai cay trong dudc xac
dinh chli yéu do mét s6 tac nhan vi
sinh vat, c6 thé ké dén nhu vi khun,
nam, tuyén trung va dac biét la virus.
Théng thudng, cac bénh trén cay
tréng thudng lay lan nhanh, réat khé
phat hién & giai doan sém. Diéu nay
gay khé khin trong cong tac san xuat
cung nhu can trd qua trinh xuat, nhap
kh&u. Vi vay, thuc t€ san xuat ludn doi
héi su chinh xac va nhanh nhay cua
cac cong cu chén doan va phat hién
bénh.

Cung v6i sy phat trién cia khoa
hoc va cong nghé, nhiéu coéng cu
hién dai nham xac dinh va chén
doan bénh dugc ra ddi va tng dung
vao thuc tién. Trong s6 dé, ndi bat
hon ca 1a ELISA, PCR truyén thong,

LAMP - nhiing cong cu chan doan
phan tif phd bién dé phat hién tac
nhan gay bénh & thuc vat. Gan day,
ky thuat RPA - ban chét la khuéch
dai acid nucleic (bao gébm ca ADN va
ARN) muc tiéu dya vao hoat tinh clia
enzyme recombinase va polymerase
da dugc Ging dung va danh gia la c6
tiém nang 16n trong nghién ctu chén
doan bénh virus [1]. Trong thuc té,
RPA tb ra rét uu viét so vdi cac ky
thuat truyén théng nén da dudc ap
dung rat rong rai trong chan doan
bénh trén ngudi [2-4], dong vt [5, 6]
va gan day la trong néng nghiép. Tuy
nhién, cac ung dung cla RPA trong
néng nghiép van chua thuc su néi
bat. Song song véi do, nb luc clia cac
nha khoa hoc trong viéc t6i uu hoa
qua trinh tach chiét acid nucleic cling
dugc ghi nhan [7]. Dudi day, chung toi
cung cdp nhiing nguyén tac can ban
clia ky thuat RPA va ky thuat tach
chiét acid nucleic dua trén cellulose,
tli do tom luge mot s6 thanh tuu bude

dau cla RPA trong chan doan bénh
trén cay trong.

Nouyén Iy va u diém cua ky thuat RPA

Pé trd thanh mot phuong phap
dudc ting dung trong nhiéu linh vyc,
dugc ghi nhan trong hang tram cong
trinh khoa hoc quédc t&€ uy tin trén
PubMed (gan 60 két qua dudc cong
b& trong nam 2015 va 2016), ky thuat
RPA da phat huy t6i da nhiing uu thé
vé tinh don gian, tiét kiém chi ph; va
thoi gian phén (ng rat ngan. Pé xac
dinh trinh tu muc tiéu, RPA yéu cau
2 mdi oligonucleotide dugc thiét ké
don gian (c6 thé can thém 1 probe)
dé phan (ing bt cap xay ra. Dau tién,
enzyme recombinase dugc su dung
dé lién két véi méi tao thanh phiic hgp
nucleoprotein recombinase. Phic
hop nucleoprotein nay sé trugt va tim
kiém trinh ty tudng dong trén phan
ttt ADN mach kép dé hinh thanh céu
tric D-loop. Trong khi do, mét phéan
tf protein bam soi don ADN (single-
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stranded ADN-binding protein, SSB)
s& bam va 6n dinh mach bé sung.
Cubi cung, enzyme polymerase bat
dau téng hop san pham theo hudng
tii vi tri moi bat cap dén dich (hinh 1)
[8].
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Hinh 1. Cac budc cd ban cta chu trinh RPA.

Hau hét cac kit thuong mai
hién nay déu sU dung enzyme
recombinase RecA tU Escherichia
coliva enzyme Sau DNA polymerase
tli  Staphylococcus —aureus. Bén
canh dé, protein T, UvsY ho trg su
hinh thanh phtic hgp nucleoprotein,
polyethylene glycol la dung méi
nham tang cudng khd nédng tuong
tac gilta cac thanh phan phan ing
vGi phan ti ADN. Enzyme creatine
kinase xuc tdc qua trinh tao ATP
tlr phosphocreatine dé cung cép
nang lugng cho hoat dong cua cac
enzyme khac. Dén nay, mét s6 hop
chat can thiét cling dugc bd sung
vao kit nham t6i uu héa tinh dac hiéu
va kha ndng nhan doan trinh tu muc
tiéu cha phan Ung RPA. Vi duy, RecA
c6 thé dudc thay thé bang protein T,
UvsX, T, gp32 dung thay cho SSB,
trong khi enzyme Bsu polymerascj
va Carbowax20M dudc lan lugt bd
sung thay cho Sau polymerase va
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Bang 1. So sanh ky thuat RPA véi PCR thong thudng va phuong phap LAMP.

et PCR LAMP RPA
Pac tinh i
Sé lugng moi 2 4-6 2
Nhiét dé phan tng Chu trinh nhiét  60-65°C 20-45 °C
Thai gian phan ung 20-180 phat <60 phat <10 phut
Khéa né&ng multiplex Co Khé Céo

polyethylene glycol [8].

Piém mé&u chét quan trong trong
ky thuat RPA la viéc s dung enzyme
recombinase va phan ti SSB dé thay
thé cho budc bién tinh trong PCJIR
truyén thong. Chinh vi vay, dac diém
ndi bat nhat cla k¥ thuat RPA Ia cho
phép khuéch dai dang nhiét & nhiét
do thap (37+42°C). Thdi gian phan
ing dé xac dinh m&u chi 5:20 philt,
rdt ngan so véi PCR truyén théng
(20+180 phut), RT-PCR (3+4 gid) va
LAMP (45~60 phut), tuy thudc vao
kich thudc doan gen muc tiéu. Bén
canh do, dé nhay (sensitivity) va do
dac hiéu (specificity) cta ky thuat
RPA ciing rat dang chu y [8]. RPA c6
thé phat hien dugc 1 ban copy cla
méau ADN muc tiéu (hodc <10 ban
copy cla mau ARN) trong mau ma
khong can doi hdi qua cao vé do tinh
sach cla mau. Mot s6 thli nghiém
cho thdy, RPA ¢6 thé xac dinh va
nhan ban dudc doan acid nucleic
muc tiéu trong mau chia rat nhiéu
vat chat di truyén cla cac loai dong
vatkhac nhau [9]. Trong y t&, k§ thuat
nay co thé dugc 4p dung mét cach
linh hoat nhdm phat hién tryc tiép va
nhanh chéng mét sé bénh ti cac mau
bénh phdm nhu mau, dich tiét, chat
thai va t6 chiic mo, trong khi hau hét
cac phuang phap chn doan hign nay
déu yéu cau it ly m&u véi kidm yéu
:i?]glai Phdng vat chét di truyén [10,

So vdi cac phudng phap hién nay,
phucng phap PCR mac du nhay va
cc? dd dac higu cao nhung bj gigi han
bdi yéu cu vé chu ky gia nhigt, chat
lugng mau xét nghigm va cac chat tic
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ché ADN polymerase trong mau xét
nghiém. Ngoai ra, viéc 4p dung PCR
dé phat hién tac nhan gay bénh noi
chung cling doi hoi phai thiét k& mot
mai dé bat dau sao chép ADN, do dé
c6 thé han ché kha nang ting dung
thuc t€ clia ky thuat nay dé 1dy mau
thic dia. RT-PCR c6 thé tiét kiem
déng ké thai gian phat hién nhung lai
doi hoi thiét bi tén kém va thao tac
thic hién phic tap. Gan day, ky thuat
LAMP ciing dugc ghi nhan véi mot 6
uu diém chinh, nhu cho két qua chén
doan nhanh, khuéch dai déng nhiét,
khong can dién di, do nhay 16n hon
nhiéu so véi PCR. Tuy nhién, viéc
thiét k& méi phiic tap va it nhay hon
déi véi cac mau phic tap 1a nhiing trG
ngai chinh dé phé bién LAMP [12].
Chinh vi vay, ky thuat RPA vdi visc
co thé khic phuc mét cach co ban
nhugc diém cla nhiing ky thuat nay
da trg thanh mét trong nhiing phudng
pPhap dudc st dung phd bién nhat
hién nay trong chan doan va xac dinh
bénh trén nhiéu déi tugng (bang 1)

T6i uu hoa RPA nhd ky thuat tach chiét
acid nucleic diing “gidy” 1am chit mang

Cac phuang phap chdn doan dua
vao acid nucleic cé nhiéu Igi thé hon
cac ky thuat truyén théng. Tuy nhién,
mét diém can luu y 1a ky thuat chén
doan phan tif ludn doi hdi trang thiét
bi phong thi nghiém hién dai, yéu cau
nghiém ngét vé quy trinh tinh sach
acid nucleic t mau cting nhu thao
tac thuc hién phic tap véi nhidu héa
chét yéu cau do sach cao. Vi vay,
vén dé dat ra |3 yéu cu mét phuong



phap tinh sach acid nucleic don gién,
nhanh va hiéu qua. Gan day, mot ky
thuat tinh sach acid nucleic tif nhiéu
ngudn mAu da dugc ghi nhan véi bude
tién vugt bac vé thai gian thuc hién
[7]. Nguyén ly ciia ky thuat nay dya
vao viéc bd sung cac héa chat, nhu
chitosan va polyethylenimine dé lién
két chat véi cac phan td acid nucleic
trén manh gidy loc Whatman (GE
Healthcare, Hoa Ky). Viéc su dung
gidy loc Whatman da dudc ching
minh 1a ¢d hiéu qua do sgi cellulose
c6 thé gili dudc cac phan ti acid
nucleic, ddng thdi giai phong cac chét
tic ché phan ting khuéch dai [7]. Dén
nay, cac nha khoa hoc da phat trién
ky thuat tinh sach acid nucleic thanh
bo kit gém que gidy loc Whatman véi
bé mét cellulose dugc phl I6p séap
paraplast va cac dung dich dugc bao
quan & nhiét do thudng dé thuan tién
cho thao tac ngoai thuc dia (hinh 2).
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Hinh 2. Thao tic cla ky thuat tich nhanh
dua trén gidy loc Whatman c6 cellulose tir
mau la.

Rat nhiéu nguén méu da dugc thi
nghiém v6i ky thuat méi nay nham
danh gia hiéu qua cla qua trinh tach
chiét. Cu thé la méu la tif cay mo
hinh Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana va moét s6 cay trong
néng nghiép quan trong nhu lia
my (Triticum aestivum), lia mach
(Hordeum vulgare), lia gao (Oryza
sativa), dau tuong (Glycine max),
ca chua (Solanum lycopesicum) va
mia (Saccharum officinarum) [7].
Pang cha vy, ki thuat nay ciing da
dudgc ap dung thanh cong trén mau 14

trudng thanh cla mot sb cay cé mdi,
dién hinh nhu cam mandarin (Citrus
reticulata) va chanh (C. limon), vén
chita ham lugng lignin, phenolic
va polysaccharide cao. V&t chéat
di truyén clia mot sd tac nhan gay
bénh cho cay tréng (vi khudn dém
nau Pseudomonas syringae), déng
vat (vi khudn gay viém mang phdi
Actinobacillus  pleuropneumoniae)
cling c6 thé dugc tinh sach nhanh
thanh cong. Ngoai ra, mau mau &
dong vat va ngudi cling dugc tinh
sach ADN theo phuong phép nay va
cho két qua thanh céng trong chén
doan HIV, viém gan [7].

Mot uu diém khac cla ky thuat
tinh sach mdi nay la thoi gian. Toan
bd thao tac chi méat khodng 30 giay,
trong khi tach chiét va tinh sach béang
hat tif v6i bo kit thong dung hién nay
(AMPure, NEB) thuong mat khoang
15 phat. Bén canh do, chi phi ciing
la mot diém dang luu y, gia thanh kit
tinh sach dua trén gidy loc cellulose
Whatman chi béng 1/4 so v6i kit
AMPure va ciing khéng yéu cau dau
tu thiét bi chuyén dung ban hat tu
(v6i gia thanh 685-876 USD) [7]. Nhu
vay, ky thuat tach chiét méi dua trén
cellulose da mang lai rat nhiéu Igi thé
vé thdi gian, mUc do tién dung va tinh
kha thi khi c¢6 thé tién hanh ngay tai
dia diém ldy mau ma khong cin bat
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ky trang thiét bi phic tap nao.

Tiém nang ing dung cua ky thuat RPA
trong chan dodn bénh cay trong va mot
s0 dinh hudng 6 Viét Nam

Gan day, ky thuat RPA da b4t dau
dugc ap dung va mang lai thanh céng
trong viéc xac dinh bénh hai trén mot
s6 doi tuong cay trong [13]. Nhu da
biét, tdc nhan gay bénh, déc biét 1a
virus, la mot trong nhiing nguyén
nhan chinh gay sut gidm n&ng suét
va chét lugng néng san trén toan thé
gi6i. Vi vay, chan doan va phat hién
bénh chinh xac la mét budc rat quan
trong trong viéc quan ly bénh hai cay
tréng. Trudc day, ky thuat RPA da
dugc trién khai rat nhiéu trong xét
nghiém [10, 11, 14, 15], tuy nhién
ky thuat nay ciing chi méi dudc quan
tam trong linh vic néng nghiép (bang
2). Mot diém dang chu y 1a trong khi
chén doan dua trén nén tang PCR/
RT-PCR Iu6n doi hdi ky thuat tach
chiét ADN (hoac ARN) mdt cach hiéu
qué (diéu nay ciing di déi véi su ton
kém trong chi phi dich vu), thi hau hét
cac ky thuat RPA thuc hién trén virus
thuc vat thudng chi si dung mau mé
truc tiép dudc xU Iy véi hoa chat rat
théng dung va ré tién (nhu NaOH va
GEB) (bang 2) [13].

V6i nhiing thanh tuu trén thé gidi

Bang 2. Tém lugc mdt s& két qua chan doan bénh virus trén cay trong bang ky

thudt PCR va RPA [13].

! A Do nhay , 5 Donhay

Virus Nguon md Ngudn mau

¥ PCR/RT-PCR  RPA PCR/RT-PCR  RPA
Tomato yellow leaf curl : ) x
virus trén ca chua 10 10°¢ ] 15
Tomato yellow leaf curl , ; | g ;
yirus trén cay ho dau , 10° 107 Nhyaldxi - 10°

La ly véi 0,5N
Bean _go.'@en yellow NaOH 4 109
mosaic virus
Tomato mottle virus - 10°¢
Banana bunchy top virus 100 fg/pl 1 pa/ul - 10+
Little cherry virus 2 L4, chai, thén 0,001 ng 0109 Nhalaxi 102 102
Plum pox virus La 16igy IVOIGEB 104
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hién nay, rd rang viéc trién khai (ing
dung ky thuat RPA trong néng nghiép
la rat tiém nang. Pac biét, véi nhidu
yu diém vé do chinh xac, tinh don
gian, chi phi, thai gian, dé trién khai
ky thuat RPA trong néng nghiép noi
chung nén chd y mét s6 xu huéng
sau:

Xu huéng thudng mai héa kit chan
doan nhanh: trong linh vyc y t& cong
cong, ky thuat RPA da dugc (ng dung
rét rong rai, phat trién dé thuong mai
héa thanh kit chdn doan hosc panel
(b6 mau) kiém tra ngudng phat hién
tac nhan gay bénh trong mau xét
nghiém [14]. MGt s6 vi sinh vat gay
bénh trén ngudi va dong vat, dién
hinh nhu Listeria monocytogenes
gay bénh Listeriosis, Salmonella
enterica gay bénh thudng han, Vibrio
parahaemolyticus gay bénh ta va
mot sb loai déng vat nguyén sinh
(protozoa) da dugc kiém dinh bing
ky thuat RPA trong cac méau thuc
pham [10, 11]. G&n day, panel phat
hién mét s6 vi khudn dudng rudt bao
gbm E. coli, phé truc khuén Klebsiella
pneumoniae,  Proteus  mirabilis,
tryc khudn mi xanh Pseudomonas
aeruginosa va Enterococcus faecalis
da dugc phét trién thanh céng véi do
dac hiéu xap xi 100%, dé nhay dat
khoang 89%, gidm bdt thdi gian xét
nghiém tir 48 dén 72 gid xuéng con
khoang 12 phut [15]. Trong néng
nghiép, tiém nadng (ng dung cla
RPA trong xac dinh virus gay bénh
§ cay trong clng rt sang sGa. Mot
sd thanh tuu trong phéat hién virus
thuc vat da dugc ghi nhan gan day,
bao gém mot sé virus mang ADN
nhu Banana bunchy top virus, Bean
golden yellow mosaic virus, Tomato
mottle virus, Tomato yellow leaf curl
virus va virus mang ARN nhu Littel/
cherry virus 2, Plum pox virus, Rose
rosette virus [13].

Phat hién nhanh céy tréng bién doi
gen (GMQO): cac nha khoa hoc Trung
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Quéc da lng dung ky thuat RPA
dé nhan biét ving promoter CaMV-
35S va gen T-nos & Agrobacterium
tumefaciens c¢6 mat trong 4 méau
thuc vat GMO chinh (ngé, Iia gao,
déau tuong va béng) [16]. Cu thé, véi
6 moi nhan biét cho CaMV-35S va
T-nos, ky thuat RPA cho phép xac
dinh GMO trong khoang 15-25 phiit.
Két qua nay hiia hen md ra mot tiém
néng (ing dung mdi cla k¥ thuat RPA,
nhat la & Viét Nam khi GMO da dudc
cho phép dua vao canh tac.

Cuéi cing, mét diém can luu y
trong chdn doan bénh néi chung,
trong y té va nong nghiép néi riéng 12
luén yéu cau tinh chinh xac, thoi gian
va kha nang 4p dung trén thuc dia
(point-of-care). Hién nay, chua c6 ky
thuét chdn doan nao co thé dap dng
mot cach t6i da 3 yéu t6 nay. K thuat
RPA, véi thao téc don gian, nhanh va
chinh xac, két hop vai bign phap tach
nhanh acid nucleic néu trén c6 thé tré
thanh mét trong nhiing phudng phap
chdn doan hiéu qua nhat trong thdi
gian t6i, nhat 13 trong linh vuc néng
nghiép &
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