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Tãm t¾t 
Nuôi cấy vi khuẩn (VK) làm kháng sinh đồ để đánh giá kháng thuốc. Sử dụng kỹ thuật khuyếch 

đại gen đa mồi đặc hiệu alen (MAS-PCR) và so sánh kết quả với giải trình tự gen để tìm đột biến 
gen kháng thuốc. Kết quả: 15 chủng VK lao được nuôi cấy thành công, trong đó 3 chủng đa kháng. 
KÕt qu¶ MAS-PCR đã phát hiện đột biến tại các vị trí rpoB516, rpoB526 và rpoB531 trong 1 ngày. 
Giải trình tự đoạn gen rpoB đã khẳng định kết quả đột biến trên. So với giải trình tự gen và nuôi cấy 
VK, kỹ thuật MAS-PCR thực hiện trong thời gian ngắn hơn (1 ngày so với 3 và 30 ngày).  

*  Từ khóa: Lao; MAS-PCR; Đột biến; Kháng thuốc*. 
 

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. 
 

ĐÆt vÊn ®Ò 
 

Theo Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), Việt 
Nam xếp thứ 12 trong tổng số 22 quốc gia 
có số bệnh nhân (BN) lao cao nhất toàn cầu 

với tỷ lệ lao đa kháng nguyên phát 2,3%. Theo 
thống kê của Chương trình Phòng chống 
Lao Quốc gia hàng năm, cả nước có thêm 
120.000 BN lao các thể, trong đó 55.000 - 
60.000 BN ho khạc ra VK. Mỗi ngày có 

 
** BÖnh viÖn TW Q§ 108 

** BÖnh viÖn Phæi TW 

*** ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ TW 
Ph¶n biÖn khoa häc: PGS. TS. NguyÔn Th¸i S¬n 
khoảng 50 người chết vì bệnh lao. Mối lo 
ngại hàng đầu chính là tình trạng kháng đa 
thuốc của VK lao do kiểm soát và phát hiện 

khống chế lao đa kháng thuốc trong cộng 
đồng rất khó khăn. Bên cạnh đó, chi phí để 
điều trị lao kháng đa thuốc cao hơn hàng 



chục lần so với kinh phí để điều trị lao thông 
thường. 

Rifampicin (RIF) là kháng sinh chủ lực 
trong điều trị lao. Theo WHO, lao đa kháng 
là VK lao kháng đồng thời RIF và INH. Do 
đó, các xét nghiệm phát hiện kháng RIF là 
bắt buộc trong chẩn đoán lao kháng đa 
thuốc [3]. VK lao kháng RIF là do chúng có 
khả năng tự biến đổi gen rpoB, gen mã hóa 
cho tiểu đơn vị β-ARN polymerase, trong hệ 
gen của chúng. Đến nay, chẩn đoán VK lao 
kháng RIF dựa trên việc phát hiện đột biến 
trong đoạn gen chứa 81 nucleotide. Các kỹ 
thuật sinh học phân tử được sử dụng để 
phát hiện đột biến gen rpoB bao gồm: giải 
trình tự gen [1], polymerase chain reaction 
single-stranded conformation polymorphism 
(PCR-SSCP) [2], PCR-ELISA và allele-specific 
PCR assay [6]. Tuy nhiên, phương pháp có 
một số ưu, nhược điểm riêng nên chưa được 
sử dụng rộng rãi trong thực hành. 

Kỹ thuật khuyếch đại gen đa mồi (Multiplex 
PCR) là một trong những kỹ thuật sinh học 
phân tử sử dụng hơn một cặp mồi (primer) 
trong cùng một phản ứng khuyếch đại gen 
(PCR). Với kỹ thuật này, nhiều đoạn gen 
khác nhau trong cùng một hệ gen (genome) 
của đối tượng nghiên cứu sẽ nhân lên. Kỹ 
thuật này giúp giảm bớt thời gian làm xét 
nghiệm bằng phản ứng PCR đơn lẻ, tiết 
kiệm công sức và chi phí. Multiplex PCR 
được ứng dụng rộng rãi tại nhiều phòng thí 
nghiệm sinh học phân tử trên thế giới để 
chẩn đoán nhanh, chính xác các mầm bệnh 
vi sinh vật, đặc biệt trong chẩn đoán lao [8]. 
Kỹ thuật nhân đặc hiệu alen (allele - specific 
amplification - ASA) là một kỹ thuật khác 
trong chẩn đoán sinh học phân tử được 
ứng dụng để xác định các đột biến điểm 
đặc hiệu trên trình tự gen cần nghiên cứu.  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi ứng dụng 
công nghệ kết hợp lợi thế của hai kỹ thuật 
sinh học phân tử hiện đại. Nhân gen đa mồi 

(multiplex PCR); khuếch đại đặc hiệu alen 
trong chẩn đoán phát hiện VK lao kháng RIF. 

 

Đèi t−îng vµ ph−¬ng ph¸p             
nghiªn cøu 

 

1. Đối tượng nghiên cứu. 
 VK lao và chủng VK lao đa kháng thuốc: 

các chủng VK lao MTB-103, N21, A11, N1, 
N11, N12, S40, N66, N2, S48 và S11 được 
phân lập tại Khoa Miễn dịch Phân tử, Viện Vệ 
sinh Dịch tễ TW theo quy trình chuẩn hiện 
hành. 4 chủng lao đa kháng HRSE: MTB-
182HN, MTB-215HN, MTB-230HN và MTB-
224HN, được nuôi cấy và làm kháng sinh đồ 
tại Bệnh viện Phổi TW theo quy trình chuẩn. 

2. Phương pháp nghiên cứu. 
 Chủng VK lao đa kháng thuốc được hòa 

trong đệm Tris-HCl (pH 7,5) và biến tính 30 
phút ở 100°C. Sau biến tính, 200 µl dung 
dịch bất hoạt VK lao hòa trong 400 µl dung 
dịch đệm B và 64 µl dung dịch C. Các dung 
dịch B, C được pha chế tại Khoa Sinh học 
Phân tử, Bệnh viện TWQĐ 108. ADN được 
tách chiết với phenol-chloroform: isoamyl 
alcohol (25:24:1) và tủa bởi 0,6 thể tích 
isopropanol. Các bước xử lý mẫu và tách 
chiết ADN tiến hành riêng biệt trong tủ cấy 
an toàn sinh học cấp II.  

3. Khuếch đại gen đa mồi đặc hiệu alen 
và giải trình tự gen. 

Tiến hành phản ứng khuyếch đại gen đa 
mồi đặc hiệu alen (MAS-PCR) để xác định 
điểm đột biến tương ứng tại các codon 516, 
526 và 531 của gen rpoB. Tiến hành phản 
ứng với thể tích 50 µl cho mỗi mẫu, tỷ lệ như 
sau: 10X Taq buffer, 25 mM MgCl2, 2,5 mM dNTP,  
primer-516F: 5-CAGCTGAGCCAATTCATGGA-3  
(5pM), primer-526F: 5-CTGTCGGGGTTGACCCA-3 
(10pM), primer-531F: 5'-CACAAGCGCCGACTGTC-3 
(45pM) và rpoBR: 5-TTGACCC GCGCGTA- 
CAC-3 (60pM), 0,5 µl Taq DNA polymerase 



(Fermentas). 50 ng ADN và 13,5 µl nước 
cho phản ứng PCR. Phản ứng khuyếch   
đại gen thực hiện trên máy PCR tự động 
GeneAmp PCR System 9700 với chu kỳ 
nhiệt như sau: 96°C/3 phút; 25 chu kỳ 
(95°C/50 giây, 68°C/40 giây, 72°C/1 phút); 
72°C trong 7 phút.  

Để khẳng định kết quả, tiến hành kỹ thuật 
giải trình tự gen. Gen rpoB chứa các điểm 
đột biến tại codon 516, 526 và 531 nhân bằng 
phản ứng PCR sử dụng cặp mồi: TuberLabF: 
5-TACGGTCGGCGAGCTGATCC-3....và 
TuberLabR: 5-TACGGCGTTTCGATG AAC-
3. Sản phẩm của phản ứng PCR sau đó 
được làm sạch và đọc trình tự trên máy giải 
trình tự CEQ8800 (Becman Coulter, Mỹ) 
theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

4. Phân tích kết quả khuếch đại gen 
đa mồi đặc hiệu alen và giải trình tự gen. 

 Phân tích 20 µl sản phẩm PCR của mỗi 
mẫu thí nghiệm bằng phương pháp điện di 
trên gel agarose 2,5% với điện thế không 
đổi (100 V). Để đánh giá các điểm đột biến 
gen rpoB bằng MAS-PCR, sử dụng thang 
chuẩn ADN 100 bp. Nhuộm agarose gel với 
ethidium bromide (0,5 µg/ml, Sigma) và 
chụp ảnh trên máy đọc gel UVP (Mỹ) tiến 
hành song song với 1 chứng âm và 1 
chứng dương. Các băng ADN có kích 
thước 218 bp (rpoB516), 185 bp (rpoB526) 
và 170 bp (rpoB531) không xuất hiện trên 
điện di được coi là phản ứng PCR dương 
tính đối với lao kháng RIF. Phân tích kết 
quả giải trình tự gen rpoB xác định đột biến 
bằng phần mềm BioEdit. 

 

kÕt qu¶ nghiªn cøu 
 

1. Kết quả xác định đột biến gen rpoB 
bằng kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen 
(allele specific amplification). 

* Xác định đột biến điểm 516: 

 
Hình 1A: Hình ảnh điện di sản phẩm PCR 

phát hiện đột biến điểm 516. 

Tất cả các mẫu nghiên cứu không phát 
hiện thấy đột biến tại vị trí 516.  

(Ghi chú: giếng 1 và 5 là các chủng 
hoang dại, giếng 2, 3, 4 là 3 mẫu đã biết có 
đa kháng thuốc bằng nuôi cấy. Giếng 6: 
mẫu đối chứng âm. Do thiết kế mồi đặc 
hiệu nên khi có đột biến sẽ không có sản 
phẩm PCR, M, thang ADN chuẩn). 

* Xác định đột biến điểm 526: 

 
Hình 1B: Hình ảnh điện di sản phẩm PCR 

phát hiện đột biến điểm 526. 
Có 2 mẫu đột biến là MTB-215HN (giếng 3) 

và MTB-230HN (giếng 4). 

(Ghi chú: giếng 1 và 5 là các chủng 
hoang dại, giếng 2, 3, 4 là 3 mẫu đã biết có 
đa kháng thuốc bằng nuôi cấy. Giếng 6: 
mẫu đối chứng âm. Do thiết kế mồi đặc 
hiệu nên khi có đột biến sẽ không có băng 
PCR, M, thang ADN chuẩn). 

 



* Xác định đột biến điểm 531: 

 
Hình 1C: Hình ảnh điện di sản phẩm PCR  

phát hiện đột biến điểm 531. 
 

Có 1 mẫu đột biến là MTB-182HN (giếng 2).  
(Ghi chú: giếng 1 và 5 là các chủng hoang dại, giếng 2, 3, 4 là 3 mẫu đã biết có đa 

kháng thuốc bằng nuôi cấy. Giếng 6: mẫu đối chứng âm. Do thiết kế mồi đặc hiệu nên khi 
có đột biến sẽ không có băng  PCR, M, thang ADN chuẩn). 

Như vậy, bằng kỹ thuật PCR đặc hiệu alen, đã xác định 3 mẫu kháng thuốc tại 2 vị trí 
khác nhau  526 (2 mẫu) và 531 (1 mẫu).  

 

2. Kết quả giải trình tự vùng quyết định đột biến kháng RIF. 

 
Hình 2: Trình tự đoạn gen rpoB trên các mẫu nghiên cứu. 

 

So với mẫu hoang dại và mẫu chuẩn lấy từ ngân hàng gen đã xác định mẫu MTB-
182HN đột biến tại vị trí 531 và 2 mẫu (MTB-215HN và MTB-230HN) đột biến tại vị trí 526. 
Kết quả này phù hợp với kỹ thuật PCR đặc hiệu alen. 



3. Kết quả xác định đột biến gen rpoB bằng kỹ thuật khuếch đại gen đa mồi đặc 
hiệu alen (MAS-PCR). 

Từ kết quả thu được ở trên và nhằm phát triển kỹ thuật sinh học phân tử trong chẩn đoán 
nhanh VK lao đa kháng thuốc, đặc biệt đối với RIF và INH, chúng tôi ứng dụng kỹ thuật 
khuyếch đại gen đa mồi đặc hiệu alen (MAS-PCR), tổ hợp của kỹ thuật nhân gen đa mồi 
(multiplex PCR) và khuyếch đại đặc hiệu alen nhằm phát hiện cùng lúc các đột biến kháng 
RIF tại 3 codon 516, 526, 531 của gen rpoB trong cùng một phản ứng. 

 

Hình 3: Hình ảnh điện di sản phẩm PCR đa mồi đặc hiệu alen xác định đột biến gen rpoB. 
 

3 mẫu đột biến tại các vị trí khác nhau. Giếng 1 và 5: mẫu chứng dương không đột biến 
có sản phẩm là 3 băng. Mẫu 2 có 2 băng, mất băng thứ 3 tương ứng với điểm đột biến 531, 
mẫu 3 và 4 không có băng thứ 2 tương ứng với đột biến tại vị trí 526. Giếng 6: mẫu đối chứng 
âm, M, thang ADN chuẩn. 

 

4. Kết quả nghiên cứu trên mẫu bệnh phẩm. 
Sau khi hoàn thiện kỹ thuật PCR đa mồi đặc hiệu alen, chúng tôi tiến hành thử nghiệm 

trên 11 mẫu do Viện Vệ sinh DÞch tễ TW cung cấp.  

 
 

Hình 4: Kết quả điện di sản phẩm PCR         đa mồi đặc hiệu alen trên mẫu bệnh phẩm. 
 

Không có đột biến gen nào được tìm thấy trên 11 mẫu nghiên cứu. Tất cả đều có 3 băng. 
Giếng 12: mẫu đối chứng âm, M, thang ADN chuẩn. 

 

Bµn luËn 
 



RIF tác động trực tiếp lên quá trình trao đổi chất của VK lao hoạt động ở giai đoạn sớm, 
đồng thời duy trì hoạt tính kháng khuẩn sau đó. Với đặc tính dược học này, khi RIF kết hợp 
với pyrazinamide sẽ rút ngắn phác đồ điều trị bệnh lao phổi từ 1 năm xuống 6 tháng [4]. Tuy 
nhiên, theo thời gian, tình trạng VK lao kháng RIF càng trở nên nghiêm trọng dẫn đến tỷ lệ 
thất bại trong điều trị ngày càng tăng [5]. Theo các nghiên cứu trước đây, lao đơn kháng INH 
phổ biến còn đơn kháng RIF rất hiếm gặp. Ngược lại, kháng RIF thường gặp ở các chủng 
VK lao đã kháng INH. Do vậy, kháng RIF được coi là một "dấu ấn" trong chẩn đoán bệnh lao 
đa kháng thuốc MDR-TB (Multi Drug Resistance - Tuberculosis) [10].  

RIF ức chế quá trình phiên mã của VK bằng tác động trực tiếp nên enzym ARN 
polymerase phụ thuộc ADN. VK lao phát triển cơ chế kháng RIF qua thay đổi cấu trúc gen 
rpoB. Đây là gen mã hóa cho tiểu phần β-ARN polymerase có trong hệ gen của chúng. 
Nghiên cứu công bố trên thế giới cho thấy vùng quyết định đột biến kháng RIF của VK lao 
có kích thước 81 nucleotid (27 codon), đột biến ở vùng này thấy ở 96% chủng VK lao kháng 
RIF. Do đó, vùng gen này được coi là một dấu ấn quan trọng trong chẩn đoán nhanh lao 
kháng RIF/MDR [7]. 

Phần lớn các đột biến (65 - 86%) phát hiện ở vị trí codon 526 hoặc codon 531của gen 
rpoB với mức độ kháng RIF tương đối cao, nồng độ ức chế tối thiểu (minimal inhibitory 
concentration [MIC] > 32 mg/ml). Trong vùng quyết định đột biến kháng RIF tìm thấy những 
biến đổi khác tại vị trí codon 511, 516, 518 và 522 với mức độ kháng RIF thấp hơn. Dựa trên 
trình tự nucleotid vùng quyết định đột biến kháng RIF của chủng VK lao, chúng tôi sử dụng 3 
cặp mồi (primer-516F, rpoBR); (primer-526F, rpoBR) và (primer-531F, rpoBR) tương ứng để 
phát hiện các alen bị biến đổi của 3 codon này. Khi không có đột biến tại các codon kể trên, 
những đoạn gen đặc hiệu alen với kích thước 218-, 185-, và 170 nucleotid sẽ nhân lên. 
Ngược lại, các chủng VK lao kháng RIF sẽ không khuyếch đại đoạn gen đặc hiệu alen này. 

Kết quả cho thấy: bằng phương pháp này, đã thành công trong việc phát hiện đột biến điểm 
tại vị trí cần xác định. Đây là kết quả rất đáng quan tâm vì chi phí của phương pháp này chỉ 
bằng 1/10 so với kỹ thuật giải trình tự gen. 

Để khẳng định lại kết quả xác định đột biến kháng RIF bằng kỹ thuật khuyếch đại đặc 
hiệu alen, chúng tôi tiến hành giải trình tự đoạn gen rpoB chứa vùng quyết định đột biến 
kháng RIF. Kết quả của giải trình tự gen phù hợp với kết quả của kỹ thuật khuyếch đại đặc 
hiệu alen. Như vậy, tính chính xác của kỹ thuật khuyếch đại đặc hiệu alen được khẳng định. 

Từ kết quả thu được và với mục đích phát triển kỹ thuật sinh học phân tử trong chẩn 
đoán nhanh VK lao đa kháng thuốc, đặc biệt đối với RIF và INH. Chúng tôi ứng dụng kỹ 
thuật khuếch đại gene đa mồi đặc hiệu alen, tổ hợp của kỹ thuật nhân gen đa mồi (multiplex 
PCR) và khuếch đại đặc hiệu alen với mục tiêu phát hiện các đột biến kháng RIF tại 3 
codon 516, 526, 531 của gen rpoB trong cùng một phản ứng. Kết quả: đã thành công không 
chỉ với kỹ thuật đơn mồi mà ngay cả kỹ thuật đa mồi cũng cho kết quả tương tự. 

Hiện nay, để phát hiện VK lao và lao kháng đa thuốc theo phương pháp soi, phân lập 
nuôi cấy và làm kháng sinh đồ cần ít nhất từ 1 tuần đến 1 tháng. Do đó, việc điều trị sẽ chậm 
trễ, hiệu quả kém, nguy cơ lây nhiễm những chủng lao kháng thuốc cho cộng đồng tăng 
cao. Vì vậy, việc phát triển các kỹ thuật chẩn đoán nhanh có ý nghĩa hết sức to lớn không 
chỉ trong theo dõi, điều trị mà còn khống chế, kiểm soát bệnh lao phổi. Mặc dù kỹ thuật 
khuyếch đại gen đa mồi đặc hiệu alen cũng như các kỹ thuật chẩn đoán sinh học phân tử 



khác không thể thay thế hoàn toàn kỹ thuật nuôi cấy, nhưng kỹ thuật này có thể sử dụng để 
sàng lọc, xác định nhanh VK lao nói chung và VK lao kháng thuốc nói riêng. Bên cạnh đó, 
MAS-PCR là tổ hợp của các xét nghiệm chẩn đoán lao đơn kháng thuốc riêng biệt, do đó sẽ 
giúp người làm xét nghiệm rút ngắn được thời gian và thao tác chẩn đoán cũng như giảm chi 
phí xét nghiệm. 

KÕt luËn 
 

 

MAS-PCR là phương pháp chẩn đoán nhanh, ít tốn kém nên được đưa vào ứng dụng 
trong thực hành lâm sàng. 
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