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ng d ng k  thu t sinh h c phân t  vào th c t  ngày nay đã tr  thành công ngh , đ c bi t là trongỨ ụ ỹ ậ ọ ử ự ế ở ệ ặ ệ  
ngành y. Sinh h c phân t  xâm nh p h u h t vào t t c  các lĩnh v c, trong đó m nh nh t là lĩnh v c ch nọ ử ậ ầ ế ấ ả ự ạ ấ ự ẩ  
đoán, đi u tr  và phòng ng a. Vi c phát hi n các tác nhân gây b nh b ng ph ng pháp sinh h c phân t  cóề ị ừ ệ ệ ệ ằ ươ ọ ử  
nhi u thu n l i h n các ph ng pháp c  đi n. Th  nh t: ti t ki m th i gian vì không ph i nuôi c y, thề ậ ợ ơ ươ ổ ể ứ ấ ế ệ ờ ả ấ ứ 
hai:  Có  th  phát  hi n các   tác  nhân  không  th  nuôi  c y hay  khó  nuôi  c y nh  vi  khu n phong,   lao,ể ệ ể ấ ấ ư ẩ  
Chlamydia, các tác nhân ký sinh trùng ngay trên v t ch  trung gian và các tác nhân virus khác. Th  3: Cácậ ủ ứ  

ng d ng chuyên bi t khác trong lĩnh v c di truy n, mi n d ch, d c lý, vaccin…   m c phân t .ứ ụ ệ ự ề ễ ị ượ ở ứ ử

T i b nh vi n Phong­Da li u TW Quy hoà,  ng d ng các k  thu t sinh h c phân t  đ  phát hi nạ ệ ệ ễ ứ ụ ỹ ậ ọ ử ể ệ  
các tác nhân gây b nh nh  Vi khu n phong, lao, Chlamydia, l u c u khu n, HSV, HPV, HIV, HBV vàệ ư ẩ ậ ầ ẩ  
HCV … Ngoài ra còn có th  đ nh type HPV phân nhóm nguy c  cao gây ung th  c  t  cung, đ nh typeể ị ơ ư ổ ử ị  
HSV1­2, Realtime­PCR đ nh l ng và theo dõi đi u tr  trong nhi m HBV, HCV… đ c bi t  ng d ngị ượ ề ị ễ ặ ệ ứ ụ  
Realtime­PCR th  nghi m phát hi n đ t bi n đi m liên quan kháng thu c trên vi khu n phong.ử ệ ệ ộ ế ể ố ẩ

1. Multiplex PCR phát hi n đ ng th i Chlamydia và ệ ồ ờ N.gonorrhoeae

Hi n  nay   các   ph ng  pháp   nuôi   c y  hay   kháng  nguyên   đ   ch n   đoán  ệ ươ ấ ể ẩ C.   trachomatis   và    N. 
gonorrheae không đ  nh y c m trên các đ i t ng nhi m Chlamydia, nhi m l u c u không tri u ch ngủ ạ ả ố ượ ễ ễ ậ ầ ệ ứ  
hay m n tính. Do v y các ph ng pháp khu ch đ i nucleic acide hi n đang r t đ c quan tâm đ  áp d ng.ạ ậ ươ ế ạ ệ ấ ượ ể ụ  
Có nhi u ph ng pháp khu ch đ i nucleic acide đã đ c th ng m i hóa nh  các ph ng pháp d a vàoề ươ ế ạ ượ ươ ạ ư ươ ự  
k  thu t LCR (Abbott), PCR (Roche)ỹ ậ (11), TMA (Bayer), hay SDA (BD). Trong các ph ng pháp này, d  ti pươ ễ ế  
c n nh t là ph ng pháp PCR vì đây là ph ng pháp mà các nhà nghiên c u d  dàng thi t k  nh t vàậ ấ ươ ươ ứ ễ ế ế ấ  
không c n ph i b  ph  thu c vào m t h  th ng kín nào. M c tiêu chính c a multiplex PCR là phát hi nầ ả ị ụ ộ ộ ệ ố ụ ủ ệ  
đ c đ ng th i c  hai tác nhân ượ ồ ờ ả C. trachomatis và N. gonorrhoeae có trong b nh ph m lâm sàng. K t quệ ẩ ế ả 
nghiên c u cho th y, Multiplex PCR có kh  năng phát hi n r t cao, có th  nói là lý t ng đ t m c phátứ ấ ả ệ ấ ể ưở ạ ứ  
hi n t i thi u ch  c n 1 DNA b  gen c a vi khu n đích có m t trong m u th  là có th  phát hi n đ c.ệ ố ể ỉ ầ ộ ủ ẩ ặ ẫ ử ể ệ ượ  
M u th  là các trích bi t DNA t  các huy n d ch vi khu n ẫ ử ệ ừ ề ị ẩ N. gonorrhoeae và C. trachomatis và m u b nhẫ ệ  
ph m lâm sàng nh  d ch ni u đ o, n c ti u nam gi i, ph t c  t  cung.ẩ ư ị ệ ạ ướ ể ớ ế ổ ử

Thành   ph n   h n   h p   PCR   phát   hi n   đ ng   th i  ầ ỗ ợ ệ ồ ờ C.   trachomatis  và  N.   gonorrhoeae  g m:   Taqồ  
polymerase và PCR buffer, dNTP c a TaKaRa, m i đ c hi u (đ t TaKaRa t ng h p) cho đo n DNA dàiủ ồ ặ ệ ặ ổ ợ ạ  
241bp trên crytic plasmid c a ủ C. trachomatic, m i đ c hi u cho đo n DNA dài 390bp trên crytic plasmidồ ặ ệ ạ  
c a ủ N. gonorrhoeae, th  tích ph n  ng là 25ể ả ứ � l.

            M      Neg      1ng    0.1ng  10pg  1pg      0.1pg   M

Hình 1: PCR phát hi n ệ C.trachomatis

           M     Neg     1ng      0.1ng  10pg  1pg      0.1pg   M

Hình 2: PCR phát hi n ệ N.gonorrhoeae

N.gonorrhoeae       

C.trachomatis    

        M        Neg      0.1pg    1pg      10pg     0.1ng    1ng        M    

     M     Neg   1ng   0.1ng  10pg   1pg   01pg  M    
390bp
241bp



     
Hình 3:  Multiplex ­ PCR phát hi n đ ng th i ệ ồ ờ C.trachomatis và N.gonorrhoeae

S n ph m PCR d ng m i CM­1 và CM­2 đ c hi u loài Chlamydia sau đó đ c c t t i các đi m cóả ẩ ự ồ ặ ệ ượ ắ ạ ể  
tr t t  đ c hi u khi dùng các enzyme gi i h n (RE) : ậ ự ặ ệ ớ ạ AvuI và PvuII thành các đo n ng n, có chi u dài đ cạ ắ ề ặ  
hi u cho t ng loài. Enzyme ệ ừ AluI c t s n ph m PCR c a ắ ả ẩ ủ C.trachomatis thành 3 đo n có đ  dàI 90, 89 vàạ ộ  
60bp (gi ng 6 & 7); ế C.psittaci  thành 2 đo n 190 và 69bp (gi ng 8) ; C. pneumoniea thành 2 đo n 199 vàạ ế ạ  
59bp (gi ng 9).ế

Khác v i  ớ AluI, PvuII không c t s n ph m PCR c a  ắ ả ẩ ủ C.trachomatis cũng nh  ư C.pneumoniea (gi ngế  
10, 11 &13),  mà ch  c t s n ph m PCR c a ỉ ắ ả ẩ ủ C.psittaci thành 2 đo n 189 và 70 bp (gi ng 12);ạ ế

Nh  v y có th  phân bi t đ c các loài Chlamydia khi dùng k  thu t RFLP­PCR (Hình 2)ờ ậ ể ệ ượ ỹ ậ
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Hình 4:  RFLP­PCR phân bi t loài Chlamydiaệ

Th ng kê t i khoa xét nghi m cho th y:ố ạ ệ ấ

� 20,4% tr ng h p PCR­ ườ ợ Chlamydia trachomatis d ng tính trên các t ng s  các tr ng h p đ c ươ ổ ố ườ ợ ượ
ch n đoán m c l u c u. ẩ ắ ậ ầ

� 6,8% tr ng h p PCR­ ườ ợ Chlamydia trachomatis d ng tính trên các t ng s  các tr ng h p đ c ươ ổ ố ườ ợ ượ
ch n đoán Viêm ni u đ o.ẩ ệ ạ

� 12,1% tr ng h p PCR­ ườ ợ Chlamydia trachomatis d ng tính trên các t ng s  các tr ng h p đ c ươ ổ ố ườ ợ ượ
ch n đoán Viêm c  t  cung.ẩ ổ ử

3. Phát hi n HPV và đ nh type HPV b ng Multiplex­PCR ệ ị ằ

ng d ng t  nhi u nghiên c u đã đ c công b  trên th  gi i k  thu t PCR đã đ c tri n khai th cỨ ụ ừ ề ứ ượ ố ế ớ ỹ ậ ượ ể ự  
hi n và áp d ng t i B nh vi n Phong Da li u TW Quy hòa đ  phát hi n và đ nh type HPV .ệ ụ ạ ệ ệ ễ ể ệ ị

­ PCR đ c hi u theo nhóm (gs­PCR Group­specific PCR)ặ ệ   phát hi n nhi u type HPV cùng m tệ ề ộ  
nhóm. S  d ng c p m i chung (consensus primers) là MY09 và MY11 có trình t : (5’­GCG ACC CAAử ụ ặ ồ ự  
TGC AAA TTG GT­ 3’) và (5’­ GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC­3’), có kh  năng khu ch đ i đo nả ế ạ ạ  
DNA đích có đ  dài 450 c p nucleotid, n m trên gen L1, L1 là gen c u trúc n m trên v  capsid c a HPV.ộ ặ ằ ấ ằ ỏ ủ  



Hình 5: V  trí các gen L1 và E6/E7 c a HPV và ị ủ
đ  dài s n ph m PCR trong phát hi n và đ nh type HPV.ộ ả ẩ ệ ị

­ PCR đ c hi u cho t ng type HPV (ts­PCR: type specific PCR):ặ ệ ừ  vi c đ nh type HPV d a vào sệ ị ự ự 
khác nhau v  trình t  các nucleotid trên gen E6/E7, gen E6/E7 là gen gây ung th  (oncogenes) có kh  năngề ự ư ả  
t ng h p protein gây ung th , do đó nó có kh  năng quy t đ nh tính gây b nh c a virus và chúng có m cổ ợ ư ả ế ị ệ ủ ứ  
đ  bi n đ i khác nhau. ộ ế ổ

­ S  d ng các c p m i đ c hi u cho t ng type bao g m các type đ c g i là nguy c  cao là: HPVử ụ ặ ồ ặ ệ ừ ồ ượ ọ ơ  
type 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 và 68. Các type đ c g i là nguy c  th p là: HPV type 6­ượ ọ ơ ấ
11, 42, 43 và 44.

Hình   6:   K t   qu   ts­ế ả
PCR   đ nh   type   HPVị  
type 33, 6/11, 58, 52 và  
56

Hình   7:   K t   qu   ts­ế ả
PCR   đ nh   type   HPVị  
type 35, 42, 43 và 44



Hình   8:   K t   qu   ts­ế ả
PCR   đ nh   type   HPVị  
type 68, 39, 51 và 66

Hình   9:   K t   qu   ts­ế ả
PCR   đ nh   type   HPVị  
type  16,  18,  31,  59   và 
45

­ K  thu t Nested­Multi PCR (NMPCR)ỹ ậ  cũng đ c  ng d ng, h n h p ph n  ng PCR bao g mượ ứ ụ ỗ ợ ả ứ ồ  
đ ng th i 3­4 c p m i sao cho s n ph m PCR có đ  dài khác bi t đ  có th  phân bi t đ c trên th chồ ờ ặ ồ ả ẩ ộ ệ ể ể ệ ượ ạ  
đi n di. K  thu t đòi h i nghiêm ng t các đi u ki n v  nhi t đ , n ng đ  các thành ph n c a h n h pệ ỹ ậ ỏ ặ ề ệ ề ệ ộ ồ ộ ầ ủ ỗ ợ  
PCR và vi c ch n l a các c p m i… đ  ph n  ng khu ch đ i đ c hi u có th  x y ra.ệ ọ ự ặ ồ ể ả ứ ế ạ ặ ệ ể ả

Hình   10:   Phát   hi n   và   đ nhệ ị  
type   HPV   bng   k   thu tỹ ậ  
NMPCR 

Th ng kê t i khoa xét nghi m B nh vi n Phong Da li u Trung  ng Quy hoà: ố ạ ệ ệ ệ ễ ươ

­ Có 102/126 m u (80%) b nh ph m d ch c  t  cung c a b nh nhân đ c ch n đoán “t n th ngẫ ệ ẩ ị ổ ử ủ ệ ượ ẩ ổ ươ  
t  bào gai m c đ  th p LSIL/HPV” cho k t qu  d ng tính v i PCR­HPV.ế ứ ộ ấ ế ả ươ ớ

­ 170/175 (97%) m u b nh ph m là u sùi sinh d c c a b nh nhân đ c ch n đoán sùi mào gà choẫ ệ ẩ ụ ủ ệ ượ ẩ  
k t qu  d ng tính v i PCR­HPV và 100% thu c type HPV­6/11.ế ả ươ ớ ộ

­ L y ng u nhiên 100 m u b nh ph m là ph t c  t  cung c a b nh nhân STD đ c ch  đ nh làmấ ẫ ẫ ệ ẩ ế ổ ử ủ ệ ượ ỉ ị  
PCR­Chamydia trachomatis, có 26/100 (26%) m u cho k t qu  d ng tính v i PCR­HPV. K t qu  nàyẫ ế ả ươ ớ ế ả  
phù h p v i nhi u th ng kê khác, cho th y tình hình d ch t  c a HPV không ch  đ i v i ung th  c  tợ ớ ề ố ấ ị ể ủ ỉ ố ớ ư ổ ử  
cung mà còn là v n đ  c n thi t ph i quan tâm trong các b nh lây truy n qua đ ng tình d c.ấ ề ầ ế ả ệ ề ườ ụ

4. Multiplex­PCR phát hi n và đ nh type HSVệ ị

Herpes sinh d c là m t b nh do virus Herpes Simplex HSVụ ộ ệ 1  và HSV2  gây nên nh ng ch  y u làư ủ ế  
HSV2.  Là b nh c p tính lây truy n qua đ ng tình duc. B nh tái phát dai d ng, ng i lành mang m mệ ấ ề ườ ệ ẳ ườ ầ  
b nh và ng i b nh kín đáo truy n   b nh cho ng i khác.B nh có tri u ch ng ho c không có tri uệ ườ ệ ề ệ ườ ệ ệ ứ ặ ệ  
ch ng. Khi có tri u ch ng: đ i v i Herpes sinh d c nguyên phát. M n n c thành chàm   v  trí ti p xúcứ ệ ứ ố ớ ụ ụ ướ ở ị ế  
k t h p đau và viêm h ch b ch huy t. Tu i m c b nh:   ng i tr  đang   đ  tu i ho t đ ng tình d cế ợ ạ ạ ế ổ ắ ệ ở ườ ẻ ở ộ ổ ạ ộ ụ

­ Các xét nghi m nh   Tzanck smear có th  th y T  bào đa nhân kh ng l . ệ ư ể ấ ế ổ ồ

­ HSV­Multiplex­PCR: S  d ng h n h p 3 primers, cho k t qu  d ng tính và có th  phân bi t ử ụ ỗ ợ ế ả ươ ể ệ
đ c type1 hay type 2 qua đ  dài s n ph m PCR: HSV­1 có đ  dài 503bp và HSV­2 có đ  dài 435bp.ượ ộ ả ẩ ộ ộ

­ Ho c HSV ­ PCR ring bi t cho m i type HSV­1 cho s n ph m 395bp v HSV­2 cho s n ph m ặ ệ ỗ ả ẩ ả ẩ
302bp. 



Hình11: Herpes tr cướ  
đi u trề ị

Hình 12: Herpes Sau 
đi u trề ị

Hình 13: HSV­PCR
PCR xác đ nh và  đ nh type HSV1 – HSV2ị ị
HSV­1 cho s n ph m PCR 395 bpả ẩ
HSV­2 cho s n ph m PCR 302 bpả ẩ

M     (­)    S1    HSV­2               HSV­1

5. PCR phát hi n ệ M.tuberculosis trong b nh ph m lâm sàng (bao g m c  các tr ng h p laoệ ẩ ồ ả ườ ợ  
da).

K  thu t  ng d ng trên t t c  các lo i b nh ph m lâm sàng nh  đàm, d ch màng ph i...mà k t quỹ ậ ứ ụ ấ ả ạ ệ ẩ ư ị ổ ế ả 
kh o sát tr c ti p nh  nhu m ZN, ph ng pháp t p trung đ  tăng m t đ  vi khu n v n  không tìm th y viả ự ế ư ộ ươ ậ ể ậ ộ ẩ ẫ ấ  
khu n, ho c nuôi c y không m c, k t qu  PCR có kh  năng phát hi n và có đ  nh y r t cao.ẩ ặ ấ ọ ế ả ả ệ ộ ạ ấ

Hình 14 : S  d ng b  kít c a Nam khoa, dùng primersử ụ ộ ủ  
Pt18 và INS2 khu ch đ i phân đo n gen IS6110, phátế ạ ạ  
hi n ệ M.tuberculosis. S n ph m PCR có đ  dài 249bpả ẩ ộ

Application of IS1 and IS2 primers for detecting M. tuberculosis
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l Hình 15 : Ngoài ra có thể 
s   d ng  b   m i   IS1   vàử ụ ộ ồ  
IS2   phát   hi nệ  
M.tuberculosis. S n ph mả ẩ  
PCR có đ  dài 110bp.ộ

                  
Hình 16 : Hình  nh lâm sàng c a lao daả ủ



(Các tr ng h p ti u bi u cho k t qu  d ng tính v i TB­PCR)ườ ợ ể ể ế ả ươ ớ

6. PCR và Realtime­PCR phát hi n và đ nh l ng HBVệ ị ượ

K  thu t này ngày nay tr  thành m t công c  h u ích trong chân đoán và theo dõi đi u tr  các tr ngỹ ậ ở ộ ụ ữ ề ị ườ  
h p nhi m HBV. M t ng i có xét nghi m HBsAg d ng tính thì c n thi t ph i cho ch  đ nh làm thợ ễ ộ ườ ệ ươ ầ ế ả ỉ ị ử  
nghi m xác đ nh xem trong máu c a ng i nhi m có mang HBV hoàn ch nh hay không b ng ệ ị ủ ườ ễ ỉ ằ xét nghi mệ  
PCR phát hi n HBV­DNAệ , và n u d ng tính thì c n ph i bi t s  l ng HBV hoàn ch nh có trên 10ế ươ ầ ả ế ố ượ ỉ 5 

copies/1ml hay không b ng xét nghi m ằ ệ Realtime­PCR đ  đ nh l ng HBV­DNA. ể ị ượ N u l ng HBV trongế ượ  
máu d i 10ướ 5 thì không c n thi t ph i đi u tr  vì HBV v n còn nhân b n r t gi i h n trong t  bào gan vàầ ế ả ề ị ẫ ả ấ ớ ạ ế  
ch a gây t n h i t  bào gan. Nh ng n u l ng virus ≥10ư ổ ạ ế ư ế ượ 5 thì c n ph i xem xét gan có b  t n th ng ch aầ ả ị ổ ươ ư  
thông qua xét nghi m men gan. Do v y, sau khi đã b t đ u đi u tr  b nh nhân ph i th ng xuyên theo dõiệ ậ ắ ầ ề ị ệ ả ườ  
hi u qu  đi u tr  đ c hi u b ng cách ph i đ nh k  m i 3 tháng cho b nh nhân làm xét nghi m đ nh l ngệ ả ề ị ặ ệ ằ ả ị ỳ ỗ ệ ệ ị ượ  
HBV­DNA (n u l ng HBV­DNA v n còn đ nh l ng đ c) hay PCR đ nh tính phát hi n HBV­DNAế ượ ẫ ị ượ ượ ị ệ  
(n u HBV­DNA d i ng ng phát  hi n đ nh l ng). N u sau m t th i gian đi u tr  đ c hi u (th ng làế ướ ưỡ ệ ị ượ ế ộ ờ ề ị ặ ệ ườ  
3 tháng) mà l ng virus không gi m quá 2 log (100 l n), hay không đ t đ n ng ng 10ượ ả ầ ạ ế ưỡ 3/ml, hay trong quá 
trình đi u tr , xét nghi m HBV­DNA d ng tính tr  l i, bác sĩ đi u tr  ph i nghĩ đ n kh  năng virus khángề ị ệ ươ ở ạ ề ị ả ế ả  
thu c, đ c bi t là kháng lamivudine.ố ặ ệ

 HBV­PCR đ nh tínhị
S n ph m có chi u dài ả ẩ ề
259bp

Hình 17 : Đ ng bi u di n quá trình nhân b n DNA theo th iườ ể ễ ả ờ  
gian c a ph n  ng Realtime PCR đ nh l ng HBV. Ph n  ngủ ả ứ ị ượ ả ứ  
ti n hành song song v i 3 n ng đ  chu n đ  đ nh l ng n ng đế ớ ồ ộ ẩ ể ị ượ ồ ộ 
DNA có trong m u th .ẫ ử

7. Realtime­PCR s  d ng Hairpin primer phát hi n đi m đ t bi n liên quan kháng thu cử ụ ệ ể ộ ế ố  
DDS, rifapicin và ofloxacin trên vi khu n phongẩ

Vi khu n phong kháng thu c DDS, Rifapicin và Ofloxacin do đ t bi n trên các gen ch c năng ẩ ố ộ ế ứ folP,  
rpoB và gyrA. K  thu t gi i trình trình t  các nucleotide nh m xác đ nh các đi m đ t bi n x y ra trên cácỹ ậ ả ự ằ ị ể ộ ế ả  
gen này, k  thu t ngày nay đã đ c áp d ng nhi u có đ  tin c y và chính xác. Tuy nhiên còn có nh ng kỹ ậ ượ ụ ề ủ ậ ữ ỹ 
thu t khác cũng đ c th c hi n v i m c đích nói trên nh ng đ n gi n h n, nhanh h n, giá thành r  h nậ ượ ự ệ ớ ụ ư ơ ả ơ ơ ẻ ơ  
và phù h p h n v i đi u ki n c a các phòng thí nghi m  ng d ng ch n đoán lâm sàng ch a th  trang bợ ơ ớ ề ệ ủ ệ ứ ụ ẩ ư ể ị 
máy Gi i trình t  gen.ả ự

Các ch ng  ủ M.leprae  kháng thu c bi u hi n có đ t  bi n trên các gen ch c năng:  Gen  ố ể ệ ộ ế ứ folP  c aủ  
M.leprae có 2 đi m đ t bi n: t i v  trí 53 và 55 liên quan kháng DDS. Trên gen ể ộ ế ạ ị rpoB đã có đ t bi n liênộ ế  



quan kháng Rifampicin x y ra t i v  trí axit amin 516, m t s  ch ng khác đ t bi n   v  trí 526. Cũng cóả ạ ị ộ ố ủ ộ ế ở ị  
ch ng có đ t bi n t i v  trí 531, ch ng khác l i đ t bi n   c  hai v  trí 516 và 533. Kháng Ofloxacine doủ ộ ế ạ ị ủ ạ ộ ế ở ả ị  
đ t bi n gen ộ ế gyrA cũng đã đ c ghi nh n t i v  trí axit amin 91 và 89.ượ ậ ạ ị

Nghiên c u này chúng tôi th  nghi m m t ph ng pháp m i, nhanh, đ n gi n và có đ  nh y cao:ứ ử ệ ộ ươ ớ ơ ả ộ ạ  
K  thu t Realtime­PCR s  d ng b  m i k p tóc (Realtime­PCR using hairpin primers) phát hi n đ t bi nỹ ậ ử ụ ộ ồ ẹ ệ ộ ế  
đi m trên m t đo n gen đích c a ể ộ ạ ủ M.leprae, k  thu t này d a trên k  thu t ARMS có bi n đ i là thay bỹ ậ ự ỹ ậ ế ổ ộ 
m i th ng b ng các b  m i k p tóc đ  phát hi n các đi m đ t bi n (hay các SNP: Single Nucleotideồ ẳ ằ ộ ồ ẹ ể ệ ể ộ ế  
Polymorphism). Realtime­PCR dùng m i k p tóc có kh  năng khu ch đ i cao h n, kh  năng b t c p đ cồ ẹ ả ế ạ ơ ả ắ ặ ặ  
hi u h n, chính xác h n t i v  trí c n xác đ nh có đ t bi n hay không đ t bi n.ệ ơ ơ ạ ị ầ ị ộ ế ộ ế

Chúng tôi thi t k  b  m i HP cho 2 v  trí 53 và 55 tren gen folP c a  ế ế ộ ồ ị ủ M.leprea    và áp d ng thụ ử 
nghi m cho 6 m u có đ t bi n trên gen ệ ẫ ộ ế folP là QH9, QH18, QH35 (đã đ c xác đ nh b ng k  thu t Giaitượ ị ằ ỹ ậ  
trình t ) và 3 m u ch ng đ c cung c p t  trung tâm nghiên c u phong Nh t B nự ẫ ứ ượ ấ ừ ứ ậ ả

K t qu  cho th y nh ng gi ng ch a HP primer b t c p b  sung hoàn toàn luôn có Chu k  ng ngế ả ấ ữ ế ứ ắ ặ ổ ỳ ưỡ  
(đi m Ct:Threshold Cycle) s m h n nh ng gi ng ch a các HP primer không t ng  ng. ể ớ ơ ữ ế ứ ươ ứ

Th  nghi m cho k t qu  t t   các v i n ng đ  1ng, 0.1ng và 10pg. Tuy nhiên trong quá trình phânử ệ ế ả ố ở ớ ồ ộ  
tích và đánh giá k  thu t chúng tôi nh n th y   n ng đ  DNA là 0,1ng đã cho k t qu  t t nh t.  ỹ ậ ậ ấ ở ồ ộ ế ả ố ấ

Nh  v y Realtime­PCR s  d ng m i k p tóc có kh  năng phát hi n đi m đ t bi n liên quan khángư ậ ử ụ ồ ẹ ả ệ ể ộ ế  
thu c c a vi khu n phong.ố ủ ẩ

Trong t ng lai g n nghiên c u c n đ c áp d ng trên s  l ng m u l n đ  xác đ nh rõ có s  khácươ ầ ứ ầ ượ ụ ố ượ ẫ ớ ể ị ự  
nhau có ý nghĩa v  đ  nh y, đ c hi u và tính kh  thi khi so sánh v i k  thu t gi i trình t . Đây m i làề ộ ạ ặ ệ ả ớ ỹ ậ ả ự ớ  
nh ng th  nghi m ban đ u vì v y chúng tôi ch  t p trung vào nh ng đi m đ t bi n (hot pot) đã đ c choữ ử ệ ầ ậ ỉ ậ ữ ể ộ ế ượ  
là có liên quan gây kháng thu c. K t qu  là gi ng nhau khi so sánh v i  PCR­ sequencing. T n d ng khố ế ả ố ớ ậ ụ ả 
năng c a th  nghi m này là: đ n gi n, nh y, nhanh chóng và giá thành không cao. Đây là l i th  cho vi củ ử ệ ơ ả ạ ợ ế ệ  

ng d ng k  thu t này trên ứ ụ ỹ ậ M. leprae cũng nh  nh ng tác nhân gây b nh khác ví d  ư ữ ệ ụ M.tuberrculosis.

     

       

Thai53­wild type
Ct: 11­15­20­22
P55L­C ;P55L­T; P55L­A; P55L­G

Zensho­4­53­ aTc
Ct: 10­15­19­25
T53I­T; T53I­G; T53I­C; T53I­A

Thai53­wild type
Ct: 10­14 ­19­ 27
P53I­C; T53I­T; T53I­G; T53I­A

QH35­53­ aTc
Ct: 11 ­13­ ­19­ ­27 
T53I­T; T53I­G; T53I­C; T53I­A; T53I­A.



       

 
                                           

Bi u đ  2: ể ồ Đ ng bi u di n đ  h p ph  ườ ể ễ ộ ấ ụ
hu nh quang c a ph n  ng khu ch đ i c a ỳ ủ ả ứ ế ạ ủ
c p m i b t c p hoàn toàn xu t hi n s m ặ ồ ắ ặ ấ ệ ớ
h n so v i các c p m i khác.ơ ớ ặ ồ

Pakistan-53-Gcc
Ct:12- 16 –22 –30
T53A-G; T53A-A; T53A-Ta; T53A-C

Qh9-55-cGc
Ct: 13-17-23-24
P55L-G; P55L-A; P55L-Ta; P55L-C

QH18-55-cGc
Ct: 14-21-21-21
P55L-G; P55L-Ta; P55L-A; P55L-C
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