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1 |GIOI THIEU

HPV la mét virus DNA nhd, khong c6 vé boc, véi hon 200 loai khac
nhau. Cac loai nay dwgc phéan loai thanh nhém cé nguy co cao vi ¢
lién quan dén cac bénh ung thw & cac ving nhw ¢d t&r cung, t
cung, viing dau va cd; hoac nhém cé nguy co thap, gay ra cac u
lanh tinh hay mun céc. Loai 16 va 18 dwgc xép vao nhém nguy co
cao va dwoc ghi nhan la nhitng loai phd bién nhat trén toan ciu,
gay ra sb lwong Ién cac bénh ung thw & cb tlr cung, t& cung, hau
mén, va ving dau va c6.23 S lay truyén qua dwéng tinh duc hodc
quan hé tinh duc bing miéng dwoc ghi nhan réng réi trong céc tai
litu khoa hoc va dwoc céc td chirc y t& nhw Dich vu Y t& Quéc gia
(NHS) va Trung tam Kiém soat va Phong nglra Dich bénh (CDC)
nhé&n manh v& nguy co.*® Tuy nhién, mét nguén lay nhiém tiém an
khéac la thdng qua cac vat dung trung gian trong méi treéng

Lién doan Thé gi¢i v& Siéu am trong Y hoc va Sinh hoc (WFUMB) khuyén nghi str
dung, mét s chat khtr khuan, bao gébm glutaraldehyde va o-phthalaldehyde, da cho
thay hiéu qua kém trong viéc v6 hiéu héa virus HPV. Cac phwong phap khac nhu tia
cwe tim C va hydrogen peroxide c6 dac da dwgc chirng minh c6 kha nang tiéu diét
HPV rat hiéu qua. Trong nghién ctru ndy, hai héa chat chlorine dioxide ciing cho
thdy hiéu qua cao trong viéc tiéu diét loai virus nay. M6t diém khac biét quan trong
trong cac nghién ctru hién tai la thay vi thtr nghiém trong dung dich hodc str dung
vat mang virus, ching t6i da lam kho virus gay bénh truc tiép 1én dau do siéu am noi
soi va &ng noi soi mii hong. Céch tiép can nay gitp ching t6i kiém tra hiéu qua cta
chat khtr khudn mét cach thwe té hon.

chét khang virus, lay truyén, virus HPV, phan (rng mién dich, papillomavirus, co ché sinh bénh,
tai nhiém, phan loai virus.

cham séc strc khde, do cac quy trinh khir khuédn khéng day da, da
tré thanh mot van d& dang quan tam, tranh luan va thao luan. Cac
khu vuc 1am sang noi viéc thdm kham, chdn doan, hoadc diéu tri
duwoc thwe hién béng céach st dung cac dung cu di vao cac khoang
co thé, nhirng noi ma HPV loai 16 va 18 phd bién, déu tidm an nguy
co cho ca nhan vién y t& va bénh nhan. Cac khoa san, phu khoa va
cép ctru & nhirng vi du vé cac khu vire st dung céc thiét bi nhw dau
do siéu am qua dwong am dao, 6ng soi cb t& cung va md vit dé
tham kham cd t& cung va do dé, co thé bj nhidm HPV. Ngoai ra,
céc thiét bj nhw 6ng noi soi dwoc st dung trong cac khoa tai mi
hong cling c6 nguy co bi nhiém HPV.

Hwéng dan khtr khuan cda Lién doan Thé gisi v& Siéu am trong
Y hoc va Sinh hoc danh cho d&u do siéu &m qua ngd am dao
khuyén nghi st dung céc chét khir khuan bao gdm: glutaraldehyde
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GTA) ndng do 2.4% dén 3.2%, o-phthalaldehyde (OPA), hydrogen
peroxide 7.5%, thubc tdy 0.5%, blrc xa tia cwe tim C & bwdc séng
200 dén 280 nm, va chlorine dioxide.™ Trong cac nghién ctu trudc
day cla chang toi, viéc thtr nghiém véi birc xa UVC & buédc séng
253.7 nm, thuéc tdy (bleach) 0.525% va 0.87%, va hydrogen
peroxide 31.5% co siéu am da ching minh hiéu qua cua céac
phwong phap xt Iy nay trong viéc vo hiéu héa HPV 16 va 18.1%15
Khi chi thé nghiém trén HPV 16, viéc khir khun da khéng dat dwoc
vGi OPA 0.55%, hay GTA 2.4% hoac 3.4%.3-1° Chang t6i, do do, da
xem xét budc hop ly tiép theo cho viéc ther nghiém la danh gia
chlorine dioxide, mét chat dwoc khuyén nghj trong cac huéng dan
néu trén. Cac san pham chlorine dioxide nay da dwoc nhac dén
trong cac hwéng dan khir khuén cla khoa tai mii hong nhw ENT
UK va Tap chi chinh théc ctia Hiép héi Tai Mii Hong Y.17 Céc
nghién ctru da dwoc coéng bd cho thdy cac san phdm chlorine
dioxide dwoc st dung rong réi trén toan cau & cac quéc gia bao
gdm Vwong quéc Anh, Uc, New Zealand va Singapore.’®?' B4o céo
nay trinh bay viéc thtr nghiém hai san phdm chlorine dioxide d& xac
dinh kha n&ng clia ching trong viéc khir khuan hiéu qua céac thiét bj
bi nhiém HPV. O day, chung t6i da st dung mét phwong phap tiép
can khac dé thtr nghiém hai dung dich chlorine dioxide nay véi
HPV16 va HPV18, so véi cac nghién clru trwdc day von danh gia
hiéu qué trong méi trwong dung dich hodc trén vat mang virus.
Trong nghién cru nay, ching téi da lam nhidm virus truc tiép 1én
céc thiét bj y té& thuc t& - ddu do siéu am noi soi va dng ndi soi mii
hong - d& mé phdng qua trinh khir khuan trong s dung mét céch
chan thwc nhét cé thé.

2 |VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1 | Nuéi c8y té bao va san xuét virus

Té bao HaCaT dwoc nudi dwéng trong méi trwéng nubi cdy DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium) bé sung 10% huyét thanh bao
thai bo (FBS), 0.025 mg/mL gentamicin, va 0.11 mg/mL sodium
pyruvate. Té bao sirfng ngwdi nguyén phat t» bao quy dau cla tré so
sinh da dwoc tach chiét theo phwong phap dwoc md ta truwdc day.?223
Van phong Bao vé Péi twong Nghién ciru thuéc Ban Danh gia Dao dirc
Y sinh (IRB) tai Dai hoc Y Penn State da xem xét thiét ké nghién ctru
cla chung t6i d& cap tinh trang mién trir theo cac chinh sach cla té
chirc va cac quy dinh lién bang hién hanh. Ho da xac dinh réng nghién
ctru nay khong yéu cau danh gia chinh thic tir Ban Danh gia Dao dic Y
sinh (IRB) vi khéng c6 dbi twong con ngudi nao tham gia theo quy dinh
cla lién bang. Té bao sirng dwoc duy tri trong mdi trwong 154 c6 bd
sung B kit Tang trwdng Té bao Sivng Nguoi (Cascade Biologics Inc,
Portland, OR). Té bao strng bét t&r c6 kha ndng duy tri cac th& nhidm séc
ngoai (episomes) HPV dwoc nudi ciy trong méi trwéng E cung voi té
bao nudi dwéng J2-3T3, sau dé dwoc phat trién trong nudi cly beé (raft
culture) d& san xuét virus, theo phwong phap da mo ta trudc day.222
Cac hat virus trwédng thanh dwoc thu hoach tir moé sau 20 ngay. Cac be
nudi cay duoc thu hoach va virus dwoc tach chiét bang cach déng hoa
trong dung dich dém phosphate (5 mM Na-phosphate; pH 8; 2 mM
MgCI2), d& mo ta trwdc day.?223 TAt ca cac ché phdm virus dwoc chuén
bi d& co d&c va thwe hién cac xét nghiém lay nhiém déu dwoc x& Iy béng
Benzonase (375 U) & 37°C trong 1 gi¢& dé loai bd bat ky bd gen virus
khéng duoc bao boc ndo. Cac mau sau d6 duoc diéu chinh ndng d6 dén
1M NaCl va ly tam & 4°C trong 10 pht véi lwe ly tam 10.500 rcf dé loai
bd cac manh vé& té bao.

2.2 | Hiéu giéa virus

Dé giai phéng bo gen virus, 10 mL mau virus da dwoc hoa tan trong
200 mL dung dich dém chiét DNA HIRT (400 mM NaCl/10 mM Tris-
HCI, pH 7.4/10 mM EDTA, pH 8.0), cung v&i 2 mL Proteinase K 20
mg/mL va 10 mL sodium dodecyl! sulfate 10% trong 2 gid & 37°C.
DNA dwoc tinh sach béng phuong phap chiét phenol-chloroform, sau
d6 két tha bang ethanol va hoa tan lai trong 20 mL TE. Hiéu gia (titer)
dwoc xac dinh bang mét xét nghiém dinh lwong DNA duoc boc vé dwa
trén phan (ng chudi polymerase dinh lwong (qPCR), str dung Bo kit
PCR Quantitect SYBR Green ctia Qiagen.? Qua trinh klhuéch dai bo
gen virus muc tiéu dwoc thwe hién bang cach str dung cac doan méi E2
da dwgc mo ta trwde do, vei mét dwong chuén dwoc tao tir cac d pha
lodng néi tiép 10 Ian, tr 108 dén 10* ban sao trén méi mL.2 Dé thuc
hién cac xét nghiém lay nhiém, té bao HaCaT dwoc céy vao dia 24
giéng, voi 50.000 t& bao méi giéng, 2 ngay trwéc khi lay nhiém. Céac
hop chéat dwoc tron vai virus va méi trwdng nuéi cdy trong téng thé tich
500 pL , rdi méi dwoc cho vao céc giéng cé chiva té bao. Mot boi sb lay
nhiém (MOI) I& 10 hat virus trén mdi t& bao dwoc st dung, trir khi co
ghi chu khac. Virus dwoc G véi té bao trong 48 gior & 37°C va RNA
thong tin (MRNA) dwoc thu hoach bang B6 kit RNAeasy ctia Qiagen.

2.3 | Chuén bi dung cu

Céc dung cu duogc thlr nghiém la (a) éng noi soi mii hong va (b)
dau do siéu am ndi soi. Mét tai lweng hiru co (tac nhan gay béan) la
5% huyét thanh bao thai bd (FBS) dwoc thém vao dung dich virus
va trai doc theo chidu dai ctia 6ng dwa vao cla mdi thiét bi, dai dién
cho phan dung cu tiép xic véi bénh nhan. Cac dung cu da dwoc cay
virus nay dugc dé kho trong ti cay vo khuan (laminar flow cabinet)
trong 30 phit hodc cho dén khi khé hoan toan.

2.4 | Chét khtr khuan

Hai quy trinh khtr khu&n bang chlorine dioxide duoc siv dung la ctia cong
ty Tristel Solutions Limited: (a) Tristel Trio Wipes System va (b) Tristel
Duo. Hiéu qua cta méi quy trinh trong viéc vé hiéu héa HPV16 va 18
nguyén thé da duoc danh gia riéng biét. Chung t6i da st dung natri
hypochlorite v&i ndng d6 0,87% (8700 ppm) theo khuyén nghi ctia nha
san xuét (san phadm Pure Bright Germicidal Ultra Bleach cla KIK
International) d& lam déi chirng duong trong qué trinh khte khuén. Vigc
str dung chat déi chirng nay dwa trén hiéu qua da duoc chirng minh
trwdc d6 clia nd déi véi HPV16 va 18, trong ca céc thlr nghiém dbi vai
dung dich va trén vat mang virus .25 D& kiém soat lwong virus thu hdi
sau khi lam kho trén dau do, mot sé dau do khoéng dwoc xi Iy bang
chét khtr khudn. Virus trén dé dwoc thu hdi va kiém tra kha nang lay
nhiém nhw mé ta dwéi day. T4t ca cac san phdm khtr khudn déu duwoc
st dung theo huéng dan clia nha san xuét.

2.5 | Quy trinh kh&r khuan

Dau do siéu am noi soi va éng ndi soi mii hong da dwoc khir khuan
bang Tristel Trio Wipes System gdm ba buwdéc. Quy trinh nay bao gom:
st dung khan lau lam sach so bd d& vé sinh dung cu, khan lau diét bao
tlr @& kher khudn dung cu véi thoi gian tiép xuc 1a 30 giay va khan lau
trang lai
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d& loai bd bat ky cin héa chét ndo. Quy trinh nay md phéng huéng
dan khtr nhiém tiéu chudn danh cho céc thiét bj y té ban thiét yéu,
bao gdm mot bwéc lam sach, mét bwéc khir khudn va mét budc
trang lai.

B6 dau do siéu am ndi soi thi hai (ctia hang Siemens) dwoc
khtr khudn bang cach dau tién s& dung mét miéng khan lau lam
sach so' bd d& mo phéng viéc loai bé gel siéu am tir I6p boc bao ve,
thir ma sé ton tai trén mot thiét bj sau mét quy trinh 1am sang. Thiét
bi sau d6 dwoc khir khuan béng hai 1an xit Tristel Duo, dwoc tam 1én
mét miéng khan Duo Wipe it xo' vai, véi thdi gian tiép xdc la 30 giay
dé dat hiéu qua.

Ong néi soi miii hong (clia hang Karl Storz Medical Supplies) ciing
dwoc dung dé thte nghiém va dwoc xt ly twong tw voi Tristel Duo va
Duo Wipe, chi khac 1a khdng thuc hién quy trinh lam sach ban dau. Viéc
b qua buéc lam sach ban dau nham tao ra tinh huédng mé phéng tbi té
nhét, trong d6 dung cu khéng dwoc lam sach hodc van con cén ban sau
khi vé sinh.

Sau c&c quy trinh, mét chét trung hoa bazo (glycine 7%) dwoc st
dung dé& trang va cao hai lan cac dung cu da duoc xd ly béng chlorine
dioxide, sau dé chung dwoc rira hai 1&n bang dung dich mudi dém
phosphate (PBS) dé pha lodng bét ky can chlorine dioxide nao con sét
lai va ng&n chan hoat déng thém cda né. Tat ca cac mau déu duwoc loc
va rira v&i méi trwong nudi cly té bao HaCat 3 1an, sau dé duoc xét
nghiém kha nang lay nhiém nhw d4 mé ta trwéc dé. TAt ca cac thi
nghiém vé hiéu qua kh&r khudn déu duoc tién hanh l&p lai 3 1&n voi
cac 16 virus riéng biét.

2.6 | Xét nghiém kha nang lay nhiém HPV

Sw lay nhidm da dwoc phan tich bdng mét xét nghiém lay nhiém dua
trén RT-qPCR da dwgc mo ta trudc day, dé do lwdng mic dd phién
ma E1°E4.2 Poan phién ma E1°E4 da dwoc khuéch dai béng cach
s dung cac cép mdi dac hiéu cho doan phién ma da dwoc ndi. Cac
xét nghiém lay nhiém HPV16 va 18 da dwoc thwc hién trén té bao
HaCaT, nhw d& mé ta trwdc d6.2228 Virus dwoc xem la bi v hiéu hoa
hoan toan khi két qua xét nghiém kha nang lay nhiém sau khtr khuan
cho thdy gia tri C; twong dwong hodc cao hon so véi mau déi chirng
khong bi nhiém.

3 |KET QUA

Céc dung dich chlorine dioxide da c6 thé tao ra m&c gidm kha nang lay
nhiém ctia HPV16 va 18 hon 99.99%, ngay ca khi c6 thém chét ban (5%
BSA) trong cac xét nghiém (Hinh 1). Mt&c gidm nay twong ty nhw mic
gidm dwoc thdy & natri hypochlorite ndng d6 0.87%. Sw chénh léch vé
gia tri gidm gitra cac thtr nghiém, ca khi so sanh ciing mét loai virus hay gitra
cac loai virus khac nhau, phan anh hiéu gia khai dau khac nhau.

Hiéu qua cla chlorine dioxide déi véi HPV16 twong tw nhw natri
hypochlorite trong nghién ctu trwdc day cla ching t6i, nhwng didm
khac biét la th&r nghiém trwdc day dwoc thwc hién trong mot xét
nghiém dya trén dung dich, bang cach trén virus véi chét khir khuan
trong dung dich, ch» khéng phai bang cach pha virus truc tiép lén
cac thiét bi nhw ching téi da lam trong nghién ctu hién tai. Tuy
nhién, nghién ctru nay da gidp chung t6i thay rd sw khac biét vé hiéu
qué gira cac nhom hoéa chét khac nhau: cdn (ethanol, isopropanol),
aldehyde (GTA, OPA), phenol va céc chat oxy hoa (PAA-bac, natri
hypochlorite, chlorine dioxide).™
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HINH 1 D6 nhay clia cac hat virus HPV16 va HPV18 ddi véi cac
chét khtr khuan chlorine dioxide. Téng cdng 1x107 hat virus HPV16
(A) hoac HPV18 (B) da dworc trén véi chat ban hivu co (FBS 5%) va
lam kho trén éng ndi soi mii hong (Nas) ho&c dau do siéu am qua
nga am dao (TV). Hai quy trinh khir khu&n bang clo dioxide khac nhau
da dwoc thtr nghiém; Tristel Duo (Duo) and Tristel Trio Wipes (Trio),
Dé lam ddi chirng cho viéc thu hdi virus c6 kha nang lay nhiém, virus
HPV16 va HPV18 dwoc trdn vai chat ban va lam kho trén cac dau do,
nhwng khéng c6 quy trinh khtr khuan nao dwoc ap dung. Hypochlorite
dwoc dwa vao nhu mét déi chirng dwong cho hiéu qua khir khuan. Cac
db thi thé hién mac gidm kha nang lay nhiém theo thang log,, clia méi
diéu kién thtr nghiém. Té bao HaCat d& dwoc str dung cho cac xét
nghiém lay nhiém. Budng cham chadm danh dau mirc gidm 4 logy, ma
FDA (Cuc Quan ly Thwc phadm va Duwoc pham) yéu cau.

4 |THAO LUAN

Trong nghién ctu nay, ching t6i bao cao nhitng két qua dau tién vé hai
quy trinh mé phéng viéc khr khuén trong thyc té déi véi cac thiét b bi
nhiém virus HPV16 va HPV18 nguyén ban. Nhiing phéat hién nay cling
cb céc nghién clru trwée day cla ching toi, von da chirng minh ring cac
héa chat oxy héa bao gdm hydrogen peroxide, axit peracetic pha voi
bac, natri hypochlorite, 131527 va bay gi¢ 1a chlorine dioxide, d&u c6 hiéu qua
trong viéc vo hiéu héa ca HPV16 va HPV18.

Nhirng phat hién nay chirng té réng céc thiét bj y t& nhiém HPV—
dé&c biét la nhirng loai khdng thé ngam trong dung dich, khéng chiu duoc
nhiét hay birc xa—c6 thé dwoc khir khuan hiéu qua béng phuong phap
tha céng. Cac dau do siéu am ndi soi (Siemens) va 6ng ndi soi mii hong
(Karl Storz) trong nghién cru nay la nhizng vi du dién hinh. vi méi thiét bj
d&u c6 cac duwong cong, rinh va héc dac trung cé thé anh hwéng dén
dd hiéu qua qua trinh khir khuan.
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Diéu quan trong hon, nghién ctru nay con cung cap mot giai
phap cho nhitng thiét bi di dong/cé thé van chuyén dwoc, nhw
nhirng thiét bi dwoc cac chuyén gia y t& si dung trong céng déng.
Trong nhitng trudng hop nay, moét phuong phap don gian, dé van
chuyén va dat dwoc hiéu qua khir khuan trong thoi gian tiép xic
ngén la rat can thiét.

Trong nganh y té, d&c biét la tai cac nwéc dang phat trién, cac
thiét bi y t& phuc vu tham kham va chan doan, cé thé x& ly dwoc
lwong bénh nhan Ién va dé di chuyén, dang dwoc st dung ngay
cang nhiéu. May soi ¢b t&r cung di dong la mét vi du dién hinh. Thiét
bi nay gilip cac chuyén gia y t& thdm kham cb tt cung va phat hién
sém céc té bao bat thwong hodc tdn thwong tién ung thw. Nhirng
quédc gia nay thweng khong da diéu kién dé dau tw vao cac hé théng
khtr khun tw dong. Do d6, mot hé théng khir khuan tha céng, dé
mang di sé la mét gidi phap vo cung hiru ich.

HPV 1a mét virus khéng c6 vé boc, da cho thdy kha néng dé
khang véi nhiéu loai chat khir khuan, bao gdm ca nhirng loai da
dwoc Cuc Quan ly Thie phdm va Dwoc phdm (FDA) cap phép cho
viéc khir khudn marc d6 cao (nhw GTA va OPA).1>%% Theo hwéng
dan hién hanh, cac ddu do siéu am dwoc st dung trong cac quy
trinh ban thiét yéu—tlrc 1a nhirng quy trinh c6 kha nang tiép xic véi
niém mac hodc da bi hé—déu phai dwoc khr khuan & mic do
ca0.2 Theo dinh nghta, khr khudn mirc do cao dé& cap dén viéc loai bd
hoan toan t4t ca virus va vi sinh vat, ngoai trir cac bao t vi khuan, mot sb
trong d6 duoc phép ton tai.?8

Mat sb thiét bi y té tiép xtc trwc tiép véi cac ving co thé cé nguy
co nhidm HPV cao. Céc nghién clru da cho thdy DNA cla virus nay
c6 thé ton tai trén ca may soi ¢d t& cung va hop dwng gang tay clia
nhan vién y té.2 DU viéc tim thay DNA virus khéng déng nghia véi
viéc chiing con sdng va cé kha nang lay bénh, nhwng nghién ctu
clia M'Zali va cong sw chi ra rang cac hat virus HPV van con soét lai
trén céc thiét bj siéu 4m dwoc dung trong phu khoa, mac cho da
duwoc khtr khuén theo quy trinh tiéu chuan. Két qua nay cho thay
cac quy trinh hién tai khéng da hiéu qua dé khir khudn ding cach
céc thiét bi nay, gay ra nguy co lay nhi&m HPV cho ca bénh nhan va
nhan vién y té.

Ngoai cac dung cu dwoc dung trong phu khoa, céc thiét bi y té di
vao khoang niém mac & ving dau va cd ciing c6 thé bj nhiém HPV.
Trong céc tinh hudng cap ctru hay tai diém cham séc, cac dung cu
duing @& dat noi khi quan cho bénh nhan bi khé thé sé dinh dich tiét
niém mac. Do d6, mét quy trinh khtr khuén thd céng nhanh chéng 1a
rét can thiét d& dam bao cac thiét bj nay sén sang s dung ngay.
Ngoai ra, cac phwong phap khir khudn nhanh chéng con gitp tiét
kiem chi phi cho nganh y té béng cach gidm thdi gian che doi dé tai
st dung thiét bi va gidm sé lwong thiét b can phai duw trik.

Mét sb qudc gia nhw New Zealand,? Thuy Dién,®3 Dan Mach,®
va Hoa Ky** da ghi nhan s gia tang lién tuc cta cac ca ung thw
biéu mé viing dau va cb. Céc nghién clvu da chirng minh suw t6n tai
ctia DNA HPV trong cac mau khéi u. Viéc phat hién nay dwoc thuc
hién théng qua ky thuat khuéch dai PCR cac doan gen dic trung va
cho théy virus HPV dang hoat dong. Hon nira, cac sd ligu cling chira
réng ty l& nam gi¢i mac ung thw biéu mé viing dau va cb c6 lién quan
dén HPV cao hon so v&i ni¥ gi¢i. Ngudi ta gia dinh réng ty 1& lay
nhiém cao hon & nam gidi cé thé 1a do tai lwgng virus HPV trong
am dao va cd tlr cung cao hon so véi trén dwong vat.3 Nghién clru
clia Hernandez va cong sw ciing cting cb két qua trén,

khi chi ra réng ty I& lay truydn HPV tr ¢b tlr cung sang dwong vat
cao hon so vé@i tir dwong vat sang am dao. Vi vay, kha nang lay
nhidm HPV khi nam giéi quan hé tinh duc b&ng miéng voi ni gidi co
thé cao hon so véi khi niv gi¢i quan hé bang miéng véi nam gidi. Diéu
nay c6 thé giai thich cho sy khac biét vé ty 1é mac bénh da dwoc ghi
nhan. Do d6, viéc kiém soat nguy co lay nhiém cao trén céc thiét bj y
t& dung cho viing d4u va cb tré nén quan trong hon bao gi® hét.
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