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TOM TAT

Nudi cy vi khuan (VK) 1am khang sinh db dé danh gia khang thubc. S dung k¥ thuat khuyéch
dai gen da mdi dac hiéu alen (MAS-PCR) va so sanh két qua véi giai trinh tw gen dé tim dét bién
gen khang thubc. Két qua: 15 chiing VK lao dwoc nudi cdy thanh cong, trong d6 3 ching da khang.
K&t qua MAS-PCR da phat hién dot bién tai cac vi tri rpoB516, rpoB526 va rpoB531 trong 1 ngay.
Giai trinh tw doan gen rpoB da khang dinh két qua dot bién trén. So véi giai trinh tw gen va nuéi ciy
VK, k§ thuat MAS-PCR thuc hién trong théi gian ngén hon (1 ngay so véi 3 va 30 ngay).

* Ty khéa: Lao; MAS-PCR; Dot bién; Khang thudc*.

RAPID DETECTION OF RIFAMPICIN RESISTANCE MUTATIONS IN
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS USING MULTIPLEX ALLELE
SPECIFIC POLYMERASE CHAIN REACTION ASSAY

SUMMARY

Bacteria culture was used to assess antibiotic resistance. To detect tuberculosis (TB) resistant to
rifampicin (RIF), we used multiplex allele specific polymerase chain reaction assay (MAS-PCR) and
compared the results with DNA sequencing. Results: 15 strains of TB were cultured successfully, among
those, three strains were multidrug-resistant. The results showed that point mutation in the specific position
rpoB516, rpoB526 and rpoB531 was detected through MAS-PCR assay within a day. The results of
MAS-PCR were confirmed by rpoB gene sequencing. Compared with sequencing and bacterial
culture techniques, the MAS-PCR was performed in a shorter time (1 day compared with 3 and 30 days).

* Key words: Tuberculosis; MAS-PCR; Mutation; Drug resistance.

PAT VAN DE

Theo Td chirc Y t& Thé gisi (WHO), Viét
Nam xé&p thir 12 trong téng sb 22 quéc gia
c6 sb bénh nhan (BN) lao cao nhét toan ciu

** Bénh vién TW QP 108
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*** \/ién Vé sinh Dich t& TW

Phén bién khoa hoc: PGS. TS. Nguyén Thdi Son
khoang 50 ngudi chét vi bénh lao. Méi lo
ngai hang dau chinh 1a tinh trang khang da
thudc cla VK lao do kiém soéat va phat hién

voi ty 1é lao da khang nguyén phat 2,3%. Theo
théng ké cia Chwong trinh Phong chéng
Lao Quéc gia hang nam, ca nuwdc cé thém
120.000 BN lao cac thé, trong do 55.000 -
60.000 BN ho khac ra VK. Méi ngay co

khéng ché lao da khang thubc trong cong
ddng rat kho khan. Bén canh dé, chi phi dé
diéu tri lao khang da thuéc cao hon hang



chuc 1an so vé&i kinh phi dé diéu tri lao théng
thwdng.

Rifampicin (RIF) la khang sinh cha lwc
trong diéu tri lao. Theo WHO, lao da khang
la VK lao khang ddng thoi RIF va INH. Do
do, cac xét nghiém phat hién khang RIF la
bt budc trong chin doan lao khang da
thuéc [3]. VK lao khang RIF |a do ching c6
kha nang tw bién dbi gen rpoB, gen ma héa
cho tiéu don vi B-ARN polymerase, trong hé
gen clia ching. Bén nay, chan doan VK lao
khang RIF dwa trén viéc phat hién dét bién
trong doan gen chira 81 nucleotide. Cac ky
thuat sinh hoc phan t&r dwoc st dung dé
phat hién dot bién gen rpoB bao gém: giai
trinh ty gen [1], polymerase chain reaction
single-stranded conformation polymorphism
(PCR-SSCP) [2], PCR-ELISA va allele-specific
PCR assay [6]. Tuy nhién, phwong phap cé
mot s6 wu, nhuoc diém riéng nén chwa duwoc
st dung rong rai trong thwc hanh.

Ky thuat khuyéch dai gen da mdi (Multiplex
PCR) la mét trong nhirng ky thuat sinh hoc
phan t& st dung hon mét cip médi (primer)
trong ciing mét phan (rng khuyéch dai gen
(PCR). Véi ky thuat nay, nhiéu doan gen
khac nhau trong cung mét hé gen (genome)
cta dbi twong nghién ctru sé nhan lén. Ky
thuat nay giup gidm bét thoi gian lam xét
nghiém bdng phan ng PCR don 18, tiét
kiém cbng strc va chi phi. Multiplex PCR
dwoc trng dung rong rai tai nhiéu phong thi
nghiém sinh hoc phan t& trén thé gi¢i dé
chan doan nhanh, chinh xac cac mam bénh
vi sinh vat, dic biét trong chan doan lao [8].
Ky thuat nhan dac hiéu alen (allele - specific
amplification - ASA) la mét ky thuat khac
trong chdn doan sinh hoc phan t& dwoc
&ng dung dé xac dinh cac dot bién diém
dac hiéu trén trinh tw gen can nghién ctru.

Trong nghién ctru nay, chung t6i (’ng dung
céng nghé két hop loi thé cta hai ky thuat
sinh hoc phan t&r hién dai. Nhan gen da moi

(multiplex PCR); khuéch dai dac hiéu alen
trong chan doan phat hién VK lao khang RIF.

POl TUONG VA PHUONG PHAP

NGHIEN cUU

1. Déi twong nghién civu.

VK lao va ching VK lao da khang thuéc:
cac ching VK lao MTB-103, N21, A11, N1,
N11, N12, S40, N66, N2, S48 va S11 dwoc
phan lap tai Khoa Mién dich Phan tt, Vién Vé
sinh Dich t& TW theo quy trinh chuén hién
hanh. 4 ching lao da khang HRSE: MTB-
182HN, MTB-215HN, MTB-230HN va MTB-
224HN, duoc nudi cay va lam khang sinh d6
tai Bénh vién Phéi TW theo quy trinh chuan.

2. Phwong phap nghién cuiru.

Chuing VK lao da khang thubc dugc hoa
trong dém Tris-HCI (pH 7,5) va bién tinh 30
phut & 100°C. Sau bién tinh, 200 pl dung
dich bét hoat VK lao hoa trong 400 ul dung
dich dém B va 64 ul dung dich C. Cac dung
dich B, C dwoc pha ché tai Khoa Sinh hoc
Phan t&, Bénh vién TWQPD 108. ADN duwoc
tach chiét v&i phenol-chloroform: isoamyl
alcohol (25:24:1) va tda béi 0,6 thé tich
isopropanol. Cac budc xir ly mau va tach
chiét ADN tién hanh riéng biét trong ti cay
an toan sinh hoc cép |l.

3. Khuéch dai gen da méi dic hiéu alen
va giai trinh tw gen.

Tién hanh phan ng khuyéch dai gen da
moi dac hiéu alen (MAS-PCR) dé xac dinh
diém dot bién twong trng tai cac codon 516,
526 va 531 cua gen rpoB. Tién hanh phan
ng véi thé tich 50 ul cho méi mau, ty 1& nhw
sau: 10X Taq buffer, 26 mM MgClo, 2,5 mM dNTP,
primer-516F: 5-CAGCTGAGCCAATTCATGGA-3

(5pM), primer-526F: 5-CTGTCGGGGTTGACCCA-3
(10pM), primer-531F: 5-CACAAGCGCCGACTGTC-3
(45pM) va rpoBR: 5-TTGACCC GCGCGTA-
CAC-3 (60pM), 0,5 ul Tag DNA polymerase



(Fermentas). 50 ng ADN va 13,5 pl nwéc
cho phan &ng PCR. Phan tng khuyéch
dai gen thyc hién trén may PCR ty dong
GeneAmp PCR System 9700 vé&i chu ky
nhiét nhw sau: 96°C/3 phut; 25 chu ky
(95°C/50 giay, 68°C/40 giay, 72°C/1 phut);
72°C trong 7 phut.

Dé khang dinh két qua, tién hanh ky thuéat
gidi trinh tw gen. Gen rpoB chira cac diém
dot bién tai codon 516, 526 va 531 nhan bang
phan (rng PCR st dung c&p mbi: TuberLabF:
5-TACGGTCGGCGAGCTGATCC-3 va
TuberLabR: 5-TACGGCGTTTCGATG AAC-
3. San pham cuta phan &ng PCR sau do
dwoc lam sach va doc trinh ty trén may giai
trinh tw CEQ8800 (Becman Coulter, My)
theo hwéng dan clia nha san xuét.

4. Phan tich két qua khuéch dai gen
da moi dic hiéu alen va giai trinh tw gen.

Phan tich 20 pl san phdm PCR cta mdi
mau thi nghiém bang phwong phap dién di
trén gel agarose 2,5% v&i dién thé khong
ddi (100 V). Bé danh gia cac diém dot bién
gen rpoB bang MAS-PCR, st dung thang
chuan ADN 100 bp. Nhuém agarose gel v&i
ethidium bromide (0,5 pg/ml, Sigma) va
chup anh trén may doc gel UVP (M) tién
hanh song song v&i 1 chitng &m va 1
chirng dwong. Cac bang ADN cé kich
thwdc 218 bp (rpoB516), 185 bp (rpoB526)
va 170 bp (rpoB531) khéng xuét hién trén
dién di dwogc coi l1a phan wng PCR dwong
tinh déi v&i lao khang RIF. Phan tich két
qua gidi trinh tw gen rpoB xac dinh dot bién
bang phan mém BioEdit.

KET QUA NGHIEN cUU
1. Két qua xac dinh dét bién gen rpoB
bang ky thuat khuéch dai dac hiéu alen
(allele specific amplification).
* X4ac dinh dot bién diém 516:

rpoBSi6 (218 bp) —

100 bp
Hinh 1A: Hinh anh dién di san phdm PCR
phat hién dot bién diém 516.

TAt ca cac mau nghién clru khéng phat
hién thay dot bién tai vi tri 516.

(Ghi cha: giéng 1 va 5 la cac ching
hoang dai, giéng 2, 3, 4 1a 3 mau da biét c6
da khang thuéc bang nuéi cay. Giéng 6:
mau dbi chirng am. Do thiét k& mdi dic
hiéu nén khi cé dot bién sé& khong cé san
phdm PCR, M, thang ADN chuén).

* Xéc dinh dot bién diém 526:

&

b= rpoB526 (185 bp)

Hinh 1B: Hinh anh diér) di s’én phdm PCR
phat hién dot bién diém 526.

C6 2 mau dét bién la MTB-215HN (giéng 3)
va MTB-230HN (giéng 4).

(Ghi chu: giéng 1 va 5 1a cac ching
hoang dai, giéng 2, 3, 4 1a 3 mau da biét co
da khang thuéc bang nudi cly. Giéng 6:
méu déi chirng am. Do thiét ké mbi dic
hiéu nén khi cé dot bién sé& khong cé bang
PCR, M, thang ADN chun).



* Xéc dinh dot bién diém 531:
0)

100 bp

Hinh 1C: Hinh anh dién di san phdm PCR
phat hién dot bién diém 531.

C4 1 méu dot bién la MTB-182HN (giéng 2).

(Ghi chi: giéng 1 va 5 1a cac ching hoang dai, giéng 2, 3, 4 1a 3 mau da biét co da
khang thubc bang nudi cy. Giéng 6: mau dbéi chirng am. Do thiét ké mdi dac hiéu nén khi
c6 dot bién sé& khong c6 bang PCR, M, thang ADN chuan).

Nhw vay, béng ky thuat PCR dé&c hiéu alen, da xac dinh 3 mau khang thudc tai 2 vi tri
khac nhau 526 (2 mau) va 531 (1 mau).

2. Két qua giai trinh tw ving quyét dinh dét bién khang RIF.

Ving quyét dinh dét bién khang rifampicin
(81-bp RIF resistance dertermining region)

Gly Thr Ser Gln Leu Ser Gln Phe Met Asp Gln Asn Asn Pro Leu Ser Gly Leu Thr His Lys Arg Arg Leu Ser Ala Leu Gly
507 508 509 510 511 512 513 514 515 516 517 518 519 520 521 522 523 524 525 526 527 528 529 530 531 532 533 534

MTB-H37Ra (CP000611) GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGEE
MTB-224HN / Control

MTB-182HN / HRSE
MTB-215HN / HRSE
MTB-230HN / HRSE

primer-516F: CAGCTGACGCAATTCATC GA

primer-526F: CTGTCGGGGTTG ACC CA
primer-531F: CACAAGCGCCGACTGTC

Hinh 2: Trinh tw doan gen rpoB trén cac mau nghién clru.
So v&i mau hoang dai va mau chuén lay t ngan hang gen da xac dinh mau MTB-

182HN d6t bién tai vi tri 531 va 2 mau (MTB-215HN va MTB-230HN) dét bién tai vi tri 526.
Két qua nay phu hop véi ki thuat PCR déc hiéu alen.



3. Két qua xac dinh dot bién gen rpoB bang ky thuat khuéch dai gen da méi dic
hiéu alen (MAS-PCR).

T két qua thu dwoc & trén va nhdm phat trién k§ thuat sinh hoc phan t& trong chan doan
nhanh VK lao da khang thudc, dac biét dbi véi RIF va INH, ching t6i (rng dung ky thuat
khuyéch dai gen da mdi d&c hiéu alen (MAS-PCR), t& hop cla ky thuat nhan gen da mbi
(multiplex PCR) va khuyéch dai dac hiéu alen nham phat hién cung luc cac dot bién khang
RIF tai 3 codon 516, 526, 531 cla gen rpoB trong cung mét phan &ng.

1

00 bp
S00 bp

400 bp

300 bp
N rpoB 516 (218 bp)
_/rpoB 526 (185 bp)
=]
FPORB 531 (170 bp)

200 bp

A LR

i

100 bp

Hinh 3: Hinh anh dién di san phdm PCR da méi d&c hiéu alen xac dinh d6t bién gen rpoB.

3 mau dot bién tai cac vi tri khac nhau. Giéng 1 va 5: mau chirng dwong khong dot bién
c6 s&n pham la 3 bang. MAu 2 ¢c6 2 bang, mat bang thir 3 twong (ng véi diém dot bién 531,
mau 3 va 4 khdng cé bang th 2 twong (rng véi dot bién tai vi tri 526. Giéng 6: mau déi chirng
am, M, thang ADN chuén.

4. Két qua nghién ciru trén mau bénh pham.

Sau khi hoan thién ky thuat PCR da mdi d&c hiéu alen, chung toi tién hanh the nghiém
trén 11 mau do Vién Vé sinh Dich t& TW cung cép.

M1 2 3 1 5 B 1

Hinh 4: Két qua dién di san pham PCR da mdi d&c hiéu alen trén mau bénh pham.

Khéng c6 dot bién gen nao duoc tim thay trén 11 mau nghién ctru. Tat cd déu cé 3 bang.
Giéng 12: mau dbi chirng am, M, thang ADN chuan.

BAN LUAN



RIF tac dong truc tiép 1én qua trinh trao ddi chat ctia VK lao hoat déng & giai doan sém,
déng thoi duy tri hoat tinh khang khuén sau d6. Véi déc tinh dwoc hoc nay, khi RIF két hop
v&i pyrazinamide sé rut ngan phac dd diéu tri bénh lao phdi tlr 1 ndm xuéng 6 thang [4]. Tuy
nhién, theo thoi gian, tinh trang VK lao khang RIF cang tré nén nghiém trong dan dén ty &
that bai trong diéu tri ngay cang tang [5]. Theo cac nghién cru trwédc day, lao don khang INH
phd bién con don khang RIF rat hiém gap. Ngwoc lai, khang RIF thwéng gép & cac ching
VK lao da khang INH. Do vay, khang RIF dwoc coi la mét "dau 4n" trong chan doan bénh lao
da khang thu6c MDR-TB (Multi Drug Resistance - Tuberculosis) [10].

RIF &c ché qua trinh phién ma cla VK bang tac dong truc tiép nén enzym ARN
polymerase phu thuéc ADN. VK lao phat trién co ché khang RIF qua thay ddi ciu tric gen
rpoB. Pay la gen ma hoéa cho tiéu phan B-ARN polymerase cé trong hé gen cda chdng.
Nghién ctru cong bb trén thé gidi cho thay ving quyét dinh dét bién khang RIF cta VK lao
c6 kich thwéc 81 nucleotid (27 codon), dot bién & ving nay thy & 96% chiing VK lao khang
RIF. Do d6, vung gen nay dugc coi la mot ddu &n quan trong trong chan doan nhanh lao
khang RIF/MDR [7].

Phan I&n cac dot bién (65 - 86%) phat hién & vi tri codon 526 hodc codon 531cla gen
rpoB vé&i mirc dd khang RIF twong dbi cao, nébng dd (rc ché tbi thiéu (minimal inhibitory
concentration [MIC] > 32 mg/ml). Trong vung quyét dinh dét bién khang RIF tim thay nhirng
bién ddi khac tai vi tri codon 511, 516, 518 va 522 v&i mirc do khang RIF thap hon. Dwa trén
trinh tw nucleotid viing quyét dinh dot bién khang RIF ctia chiing VK lao, ching t6i st dung 3
cap moi (primer-516F, rpoBR); (primer-526F, rpoBR) va (primer-531F, rpoBR) twong (rng dé
phat hién cac alen bi bién déi ctia 3 codon nay. Khi khéng cé dét bién tai cac codon ké trén,
nhirng doan gen dac hiéu alen vé&i kich thuwdc 218-, 185-, va 170 nucleotid sé nhan Ién.
Nguworc lai, cac chiing VK lao khang RIF sé& khéng khuyéch dai doan gen dac hiéu alen nay.

Két qua cho thay: bang phwong phap nay, da thanh céng trong viéc phat hién dot bién diém
tai vi tri can xac dinh. Day 1a két qua rat dang quan tam vi chi phi cla phwong phap nay chi
bang 1/10 so v&i ky thuat giai trinh tw gen.

DPé khang dinh lai két qua xac dinh dot bién khang RIF bang ky thuat khuyéch dai dac
hiéu alen, ching téi tién hanh giai trinh tw doan gen rpoB chira ving quyét dinh d6t bién
khang RIF. Két qua cua giai trinh tw gen phu hop véi két qua cta ky thuat khuyéch dai dac
hiéu alen. Nhw vay, tinh chinh xac ctia ky thuat khuyéch dai dac hiéu alen duwoc khéng dinh.

T két qua thu dwoc va véi muc dich phat trién k§ thuat sinh hoc phan t& trong chan
doan nhanh VK lao da khang thubc, dac biét déi voi RIF va INH. Chang t6i (rng dung ky
thuat khuéch dai gene da mdi d&c hiéu alen, t& hop clia kj thuat nhan gen da mdi (multiplex
PCR) va khuéch dai d&c hiéu alen v&i muc tiéu phat hién cac dot bién khang RIF tai 3
codon 516, 526, 531 cla gen rpoB trong cung mét phan (ng. Két qua: da thanh cong khong
chi vai ky thuat don méi ma ngay ca kj thuat da méi ciing cho két qua tuwong tuw.

Hién nay, dé phat hién VK lao va lao khang da thuéc theo phwong phap soi, phan lap
nudi cay va lam khang sinh d6 can it nhat tir 1 tudn dén 1 thang. Do d6, viéc diéu tri sé cham
tré, hiéu qua kém, nguy co lay nhiém nhirng ching lao khang thubc cho coéng déng tang
cao. Vi vay, viéc phat trién cac kj thuat chan doan nhanh cé y nghia hét sirc to I6n khong
chi trong theo dai, didu tri ma con khdng ché, kiém soat bénh lao phdi. M&c du ky thuat
khuyéch dai gen da mdi déc hiéu alen ciing nhw cac ky thuat chan doan sinh hoc phan ti



khac khoéng thé thay thé hoan toan ky thuat nuéi cay, nhung k¥ thuat nay coé thé st dung dé
sang loc, xac dinh nhanh VK lao néi chung va VK lao khang thuéc néi riéng. Bén canh do,
MAS-PCR la t6 hop clia cac xét nghiém chan doan lao don khang thuébc riéng biét, do do sé
gilip ngwdi lam xét nghiém rat ngan duoc thoi gian va thao tac chan doan ciing nhw gidm chi
phi xét nghiém.

KET LUAN

MAS-PCR la phwong phap chan doan nhanh, it tbn kém nén dwoc dwa vao &ng dung
trong thy'c hanh 1am sang.
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