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Nghiªn cøu øng dông kü thuËt PCR ®a måi  

ph¸t hiÖn Vibrio cholerae g©y bÖnh t¶ 
 

NguyÔn LÜnh Toµn - Häc viÖn Qu©n y 
 
TãM T¾T 
BÖnh t¶ do Vibrio cholerae (V. cholerae) lµ mét 

bÖnh truyÒn nhiÔm cÊp tÝnh ®­êng tiªu hãa. Ph¸t hiÖn 
V. cholerae trong bÖnh phÈm vµ m«i tr­êng cã vai trß 
quan träng trong chÈn ®o¸n, theo dâi ®iÒu trÞ còng nh­ 
gi¸m s¸t dÞch t¶. Trong nghiªn cøu nµy chóng t«i ph¸t 
triÓn kü thuËt PCR ®a måi ph¸t hiÖn hai gen m· hãa 
®éc tè ctxA vµ tcpA cña V. cholerae. Tèi ­u hãa ®iÒu 
kiÖn ph¶n øng PCR ®a måi ®èi víi hai gen ®Ých ctxA vµ 
tcpA ®­îc thùc hiÖn trªn c¸c chñng V. cholerae ph©n 
lËp. §é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cña kü thuËt PCR ®a måi 
lµ 100% vµ ng­ìng ph¸t hiÖn cña ph¶n øng lµ 36fg 
DNA mÉu cña m«i tr­êng nu«i cÊy chñng.  

Tõ khãa: ctxA; tcpA; Vibrio cholerae; PCR ®a måi. 
summary 
Cholera caused by toxigenic V. cholerae is an 

acute intestinal infection. Detections of V. cholerae in 
the patient and enviremental samples are the major 
role for diagnostic and follow up for treatment and the 
monitoring the epidemic disease. In this study we 
have developed a multiplex-PCR assay for the 
detection of ctxA and tcpA toxigenic-genes of V. 
cholerae. To examine the standard conditions, 
sensitive and specificity of multiplex-PCR assay have 
been evaluated by using known V. cholerae strains. 
The sensitive and specific of multiplex-PCR assay for 
detection of toxigenic V. cholerae were 100% and the 
low detection threshold of the multiplex-PCR assay is 
36fg DNA template from cell culture mediums.  

Key words: ctxA; tcpA; Vibrio cholerae; multiplex-
PCR . 

§ÆT VÊN §Ò 
Vi khuÈn t¶ (Vibrio cholerae) lµ t¸c nh©n g©y dÞch 

t¶ cÊp tÝnh ë c¸c n­íc ®ang ph¸t triÓn trong ®ã cã 
ViÖt Nam. Loµi V. cholerae thuéc gièng Vibrio, hä 
Vibrionaceae. C¸c chñng cña vi khuÈn t¶ cã kh¸ng 
nguyªn l«ng (H) gièng nhau, tuy nhiªn dùa vµo sù 
kh¸c nhau cña kh¸ng nguyªn th©n (O), V. cholerae 
®­îc ph©n chia thµnh h¬n 100 nhãm. Nh÷ng chñng 
chÝnh liªn quan g©y bÖnh t¶ lµ c¸c chñng V. cholerae 
O1 vµ O139 (3). §èi víi c¸c chñng V. cholerae sèng 
trong m«i tr­êng tù nhiªn viÖc ph©n lËp b»ng c¸c 

ph­¬ng ph¸p nu«i cÊy th«ng th­êng lµ rÊt khã kh¨n. 
Trong khi ®ã, n­íc cã vai trß quan träng trong sù lan 
truyÒn bÖnh t¶. Ng­êi ta thÊy r»ng, c¸c chñng V. 
cholerae O1 vµ O139 ë trong m«i tr­êng n­íc sèng 
sãt b»ng chuyÓn tõ tr¹ng th¸i ho¹t ®éng sang Ýt ho¹t 
®éng nªn rÊt khã nu«i cÊy. ë tr¹ng th¸i nµy vi khuÈn 
gi÷ l¹i ®­îc kh¶ n¨ng tån t¹i ®éc lËp, duy tr× kh¶ n¨ng 
l©y nhiÔm víi sù toµn vÑn cña c¸c gen g©y bÖnh cña 
vi khuÈn trong thêi gian trªn mét n¨m (2). ViÖc x¸c 
®Þnh nhanh vµ chÝnh x¸c ®­îc c¸c V. cholerae tån t¹i 
trong n­íc sinh ho¹t vµ trong m«i tr­êng cã vai trß 
quan träng trong qu¶n lý nguån bÖnh vµ b¶o vÖ søc 
kháe céng ®ång. Trong khi ®ã ph­¬ng ph¸p nu«i cÊy 
th«ng th­êng ®­îc dïng ph©n lËp c¸c V. cholerae 
chuyÓn tr¹ng th¸i Ýt ho¹t ®éng trong m«i tr­êng lµ Ýt 
hiÖu qu¶ (4,5). GÇn ®©y c¸c ph­¬ng ph¸p sinh häc 
ph©n tö nh­ PCR, PCR ®a måi høa hÑn lµ ph­¬ng 
ph¸p phï hîp x¸c ®inh ®­îc c¸c chñng t¶ g©y bÖnh 
tån t¹i trong m«i tr­êng vµ ®· ®­îc ¸p dông hiÖu qu¶ 
trªn thÕ giíi (Bhanumathi et al., 2003; Kapley and 
Purohit, 2001). Trong nghiªn cøu nµy chóng t«i ¸p 
dông kü thuËt PCR ®a måi nh©n c¸c gen ®Ých ctxA vµ 
tcpA x¸c ®Þnh V. cholerae g©y bÖnh t¶. Gen ®Ých ctxA 
vµ tcpA lµ nh÷ng gen ®­îc biÕt cã vai trß ch×a khãa 
m· hãa c¸c protein ®éc tè t¶ g©y bªnh nhÊt lµ cña 
c¸c chñng t¶ O1 vµ O139 (3). C¸c nghiªn cøu gÇn 
®©y cho thÊy ctxA lµ gen m· hãa d­íi ®¬n vÞ A cña 
®éc tè t¶ (cholera toxin, CT) ®ãng vai trß chÝnh cña 
®éc tè t¶. Trong khi ®ã, tcpA m· hãa ®éc tè l«ng ®ång 
®iÒu hßa cã vai trß quan träng trong sù x©m nhËp cña 
vi khuÈn vµo mµng nhÇy ruét vËt chñ (6,7). §iÒu quan 
träng lµ c¶ ctxA vµ ctpA ®Òu lµ hai gen phæ biÕn ë c¸c 
chñng t¶ g©y bÖnh dµnh ®­îc tõ c¸c vi khuÈn tån t¹i 
trong m«i tr­êng n­íc (2,6). V× vËy, m«i tr­êng n­íc 
tù nhiªn cã thÓ cã vai trß quan träng trong sinh th¸i, 
l©y truyÒn vµ dÞch tÔ häc cña vi khuÈn t¶ (2,6,7).  

øng dông kü thuËt PCR ®a måi khuÕch ®¹i ®ång 
thêi c¸c gen m· hãa ®éc tè t¶ nh­ ctxA vµ ctpA ®· trë 
thµnh c«ng cô h÷u hiÖu cho kÕt qu¶ nhanh chãng vµ 
chÝnh x¸c chÈn ®o¸n c¶ c¸c chñng t¶ g©y bÖnh trong 
c¸c mÉu l©m sµng vµ trong m«i tr­êng. GÇn ®©y 
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chóng t«i ®· thµnh c«ng trong viÖc tèi ­u hãa kü thuËt 
PCR ®¬n måi x¸c ®Þnh c¸c chñng t¶ g©y bÖnh cho kÕt 
qu¶ ®é nh¹y vµ ®Æc hiÖu 100% vµ ng­ìng ph¸t hiÖn 
chØ vµi chôc vi khuÈn g©y bÖnh trong mÉu bÖnh phÈm 
(1). Trong nghiªn cøu nµy chóng t«i ph¸t triÓn thªm 
mét b­íc ¸p dông ®ång thêi nhiÒu cÆp mçi trong mét 
ph¶n øng PCR x¸c ®Þnh c¸c gen m· hãa ®éc tè t¶ 
ctxA vµ ctpA chÈn ®o¸n vi khuÈn t¶ g©y bÖnh.   

§èI T¦îNG Vµ PH¦¥NG PH¸P 
1. VËt liÖu vµ ®èi t­îng nghiªn cøu.  
-Vi khuÈn. gåm 30 chñng V. cholerae O1 g©y 

bÖnh t¶ ®­îc nu«i cÊy, ph©n lËp vµ sö dông lµm mÉu 
chuÈn ®Ó ®¸nh gi¸ ®é nh¹y cña ph¶n øng. C¸c chñng 
Salmonella g©y bÖnh th­¬ng hµn gåm Salmonella 
typhi, Salmonella typhi A, Salmonella typhi B, 
Salmonella typhi C vµ E. Coli ®­îc sö dông ®Ó ®¸nh 
gi¸ ®é ®Æc hiÖu cña kü thuËt vµ lµm chøng ©m (1). 

- M«i tr­êng t¨ng sinh V. cholerae: M«i tr­êng 
peptone kiÒm (pH = 8,5) 

 

2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu. 
2.1. Nu«i cÊy vµ t¨ng sinh. C¸c chñng V. 

cholerae ®­îc t¨ng sinh trªn m«i tr­êng Peptone 
kiÒm (pH = 8,5) 6 giê ë nhiÖt ®é 370C, l¾c 230 
vßng/phót. DÞch nu«i cÊy chøa V. cholerae ®­îc dïng 
t¸ch vµ tinh s¹ch DNA vi khuÈn ®Ó dïng cho c¸c 
b­íc tiÕp theo. C¸c chñng Salmonela vµ E. coli ®­îc 
t¨ng sinh qua ®ªm trªn m«i tr­êng chuyªn biÖt. Nu«i 
cÊy vµ t¨ng sinh vi khuÈn ®­îc thùc hiÖn t¹i Khoa Vi 
sinh vËt vµ Trung t©m sinh y d­îc häc, Häc viÖn 
Qu©n y (1). 

2.2. T¸ch vµ tinh s¹ch ADN vi khuÈn. DNA cña 
V. cholerae ®­îc t¸ch tõ m«i tr­êng t¨ng sinh sau 
t¨ng sinh ®­îc pha lo·ng 10 lÇn trong n­íc khö ion 
(tû lÖ 1:9), ®un ë 950C trong 10 phót, ly t©m 12.000 
vßng trong 10 phót ë nhiÖt ®é 40 C. DÞch næi ®­îc 
kiÓm tra nång ®é DNA vµ b¶o qu¶n ë -20 0C ®Õn khi 
sö dông.  

 
2.3. Måi. Tr×nh tù c¸c primer dïng chÈn ®o¸n V. cholerae g©y bÖnh t¶ ®­îc m« t¶ trong b¶ng 1 (5,7). 
B¶ng 1. Tr×nh tù c¸c måi nh©n ®ång thêi gen ctxA vµ tcpA cña V. cholerae. 

Måi Tr×nh tù måi KÝch th­íc (bp) VÞ trÝ nucleotid 
ctxA-F 5’-CTCAGACGGGATTTGTTAGGCACG-3’ 302 309–332 
ctxA-R 5’-TCTATCTCTGTAGCCCCTATT-3’  610–590 
tcpA-F 5’-GAAGAAGTTTGTAAAAGAAGAACAC-3’ 472 83–107 
tcpA-R 5’-GAAAGCACCTTCTTTCACGTTG-3’  554–533 
§Ó chÈn ®o¸n V. cholerae g©y bÖnh t¶ ph¶n øng PCR sö dông c¸c cÆp måi ctxA-F vµ ctxA-R (302 bp) vµ 

cÆp måi tcpA-F vµ tcpA-R (472 bp). Do s¶n phÈm PCR cña tõng gen ®Ých kh¸c nhau nªn ph©n biÖt ®­îc trªn 
gel agarose.  

 
2.4. Ph¶n øng PCR ®a måi. Ph¶n øng PCR ®a 

måi ®­îc thùc hiÖn mét vßng x¸c ®Þnh ®ång thêi hai 
gen m· hãa ®éc lùc cña  V. cholerae g©y bÖnh t¶ 
trong mÉu bÖnh phÈm, enzyme sö dông cho ph¶n 
øng PCR ®a måi lµ Taq DNA Polymerase (New 
England Biolabs, NEB). Thµnh phÇn cña ph¶n øng 
PCR ®­îc tãm t¾t trong b¶ng 2. 

B¶ng 2. Thµnh phÇn cña ph¶n øng PCR ®a måi 
ph¸t hiÖn V. cholerae g©y bÖnh t¶   

Thµnh phÇn ph¶n øng PCR ®a 
måi 

ThÓ tÝch (l) 
Nång ®é cuèi 

cïng 
N­íc khö ion 15,3  

PCR bufer (10X) 2,5 1x 
dNTP mix (2,5 mM) 2 0,2 mM 

Primer ctxA-F (10pmol/l) 0,5 0,5 M 
Primer ctxA-R (10pmol/l) 0,5 0,5 M 
Primer tcpA-R (10pmol/l) 0,5 0,5 M 
Primer tcpA-R (10pmol/l) 0,5 0,5 M 

Taq polymerase (NEB) (5U/l) 0,2 1 ®¬n vÞ 
DNA tæng sè 3  

Tæng sè 25  
NhiÖt ®é vµ thêi gian g¾n måi cña ph¶n øng PCR 

®a måi ®­îc x¸c ®Þnh b»ng gradient nhiÖt ®é vµ thêi 
gian g¾n måi víi 35 chu kú nèi tiÕp nhau, mçi chu kú 
qua 3 giai ®o¹n c¬ b¶n: biÕn tÝnh DNA, g¾n måi vµ 
tæng hîp. Ph¶n øng PCR ®­îc thùc hiÖn trªn m¸y 
GeneAmp PCR System 9700 vµ iCycler. S¶n phÈm 

cDNA ®­îc ®iÖn di trªn gel agarose 1,5% nhuém 
ethidium bromide (0,5 mg%) trong m«i tr­êng ®Öm 1x 
TBE, 110 V«n, dßng 80 mA, trong 45 phót, quan s¸t 
vµ chôp ¶nh b»ng m¸y soi Gel-Dolphil. 

KÕT QU¶ 
1. Tèi ­u hãa nhiÖt ®é g¾n måi.  
Thùc hiÖn tèi ­u hãa kü thuËt PCR ®a måi cho 2 

gen ®Ých ctxA vµ tcpA chóng t«i chän kho¶ng nhiÖt ®é 
490C ®Õn 600C víi c¸c ®iÓm ®Æt nhiÖt lµ 490C; 49.90C; 
51.20C; 53.20C; 56.10C; 58.10C; 59.40C vµ 600C tiÕn 
hµnh dïng c¸c mÉu DNA lµ c¸c chñng V. cholerae 
®­îc nu«i cÊy ph©n lËp.  KÕt qu¶ cho thÊy s¶n phÈm 
PCR ®a måi râ nÐt nhÊt ë d·y sè 7 t­¬ng øng víi 
nhiÖt ®é 58.1 ®é C (H×nh 1.). KÕt qu¶ thÝ nghiÖm ®­îc 
lÆp l¹i 03 lÇn ®Òu cho kÕt qu¶ æn ®Þnh, nhiÖt ®é g¾n 
måi tèi ­u lµ 58.10C.  

 
H×nh 1. H×nh ¶nh ®iÖn di cña s¶n phÈm PCR sau khi thùc hiÖn 
gradient nhiÖt ®é nh©n gen ctxA vµ tcpA cña V. cholerae. Cét 1 

vµ 10, thang chuÈn DNA; cét sè 2-9 theo thø tù ®iÓm ®Æt nhiÖt lµ 
490C; 49.90C; 51.20C; 53.20C; 56.10C; 58.10C; 59.40C vµ 600C 
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2. Tèi ­u thêi gian g¾n måi.  
T×m thêi gian g¾n måi phï hîp cho ph¶n øng PCR 

®a måi nh©n gen ctxA vµ tcpA ®­îc thùc hiÖn víi mèc 
thêi gian 30, 45, 60 vµ 90 gi©y. KÕt qu¶ cho thÊy s¶n 
phÈm PCR ®a måi cña râ nÐt nhÊt ë cét sè 3, t­¬ng 
øng víi thêi gian g¾n måi lµ 45 gi©y (H×nh 2). 

 
H×nh 2. H×nh ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm PCR sau khi thùc hiÖn 

gradient t×m thêi gian g¾n måi nh©n gen ctxA vµ ctpA cña V. 
cholerae. Cét sè 1 vµ 6, thang DNA; cét sè 2-5, mèc thêi gian theo 

thø tù 30, 45, 60 vµ 90 gi©y. 
Nh­ vËy, chu tr×nh nhiÖt phï hîp nhÊt ®Ó thùc hiÖn 

ph¶n øng PCR ®a måi nh©n hai gen ®Ých ®Æc hiÖu 
ph¸t hiÖn V. cholerae g©y bÖnh t¶ lµ: 950C x 3 phót,  
(950C x30 gi©y, 58.10C x 45 gi©y vµ 720C x 30 gi©y) x 
35 chu kú, kÕt thóc 720C x 7 phót                                          

3. §¸nh gi¸ ®é nh¹y vµ ®Æc hiÖu cña ph¶n øng 
PCR ®a måi ph¸t hiÖn V. cholerae g©y bÖnh t¶. 

- §¸nh gi¸ ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cña ph¶n øng 
PCR ®a måi ph¸t hiÖn V. cholerae g©y bÖnh t¶ ®­îc 
thùc hiÖn trªn c¸c chñng V. cholerae ®· nu«i cÊy ph©n 
lËp vµ c¸c chñng Samonella, E. Coli chuÈn (H×nh 3). 

 (A) 

 
  (B) 

 
H×nh 3. H×nh ¶nh minh häa ®é nh¹y (A) vµ ng­ìng ph¸t hiÖn (B) 
cña ph¶n øng PCR ®a måi ph¸t hiÖn  V.cholerae g©y bÖnh t¶. (A) 
Cét 1 vµ 15, thang chuÈn DNA; cét sè 2, chøng ©m; cét tõ 3 ®Õn 14, 

mÉu chuÈn V.cholerae. (B) Ng­ìng ph¸t hiÖn cét 7 lµ 36 fg DNA 
t­¬ng ®­¬ng 10 tÕ bµo. 

 

Thùc hiÖn ph¶n øng PCR ®a måi trªn 30 chñng 
chuÈn V. cholerae kÕt qu¶ cho thÊy 30/30 d­¬ng tÝnh 
(100%). §Ó x¸c ®Þnh ng­ìng ph¸t hiÖn cña ph¶n øng 
PCR ®a måi nh©n hai gen ®Ých cña V. cholerae víi 

nång ®é DNA cña V. cholerae hßa lo·ng dÇn. KÕt qu¶ 
cho thÊy nång ®é DNA tèi thiÓu ph¶n øng PCR ®a 
måi ph¸t hiÖn ®­îc lµ 36 fg t­¬ng ®­¬ng kho¶ng 10 
tÕ bµo vi khuÈn.  

- §¸nh gi¸ ®é ®Æc hiÖu, chóng t«i sö dông c¸c 
chñng chuÈn Samonella vµ E. Coli (30 chñng) thùc 
hiÖn ph¶n øng PCR ®a måi ph¸t hiÖn V. cholerae 
theo ®óng qui tr×nh ®· nghiªn cøu m« t¶ trªn vµ sö 
dông chøng d­¬ng lµ chñng vi khuÈn t¶ ®· ph©n lËp. 
KÕt qu¶ 30/30 mÉu ®Òu cho kÕt qu¶ ©m tÝnh (H×nh 4, 
B¶ng 3). 

 
 

H×nh 4. H×nh ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm PCR trªn gel agarose 1.5% 
®èi víi gen ®Ých ctxA vµ tcpA cña V. cholerae. Cét 1 vµ 10, thang 

chuÈn DNA; cét sè 9, chøng d­¬ng; cét tõ 2 ®Õn 8, mÉu ©m. 
 

B¶ng 3. §é nh¹y vµ ®Æc hiÖu cña kü thuËt PCR ®a 
måi ph¸t hiÖn V. cholerae 

MÉu DNA 
KÕt qu¶ V. cholerae 

(+) V. cholerae (-) 
Céng 

PCR ®a måi (+) 30 0 30 
PCR ®a måi (-) 0 30 30 

Céng 30 30 60 
* §é nh¹y: Se (Sensitive)=(30/30)x100%=100%. 
* §é ®Æc hiÖu: Sp (Specific)=(30/30)x100%=100%. 
Kü thuËt PCR ®èi víi gen ®Ých ctxA vµ ctpA cã ®é 

nh¹y 100% vµ ®é ®Æc hiÖu 100% cã thÓ ®­îc sö 
dông x¸c ®Þnh sù cã mÆt cña V. cholerae  trong mÉu 
bÖnh phÈm. 

BµN LUËN 
1. T×m ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é vµ thêi gian g¾n måi 

phï hîp cho ph¶n øng PCR.  
§èi víi víi ph¶n øng PCR ®a måi, yÕu tè quan 

träng lµ c¸c måi. C¸c måi cÇn ®­îc thiÕt kÕ tr¸nh 
kh«ng b¾t cÆp bæ sung víi nhau vµ kho¶ng nhiÖt ®é 
Tm chªnh nhau gi÷a c¸c måi kh«ng nhiÒu hoÆc t­¬ng 
®­¬ng vÒ tû lÖ GC. §iÒu kiÖn ph¶n øng PCR ®ãng vai 
trß quan träng ®ã lµ nhiÖt ®é vµ thêi gian g¾n måi, 
nång ®é MgCl2... mÆc dï nguyªn lý PCR kh¸ ®¬n 
gi¶n, nh­ng kh«ng cã c«ng thøc chung cho mét ph¶n 
øng PCR ®a måi cô thÓ nµo. V× vËy, khi thùc hiÖn 
ph¶n øng PCR ®a måi chóng ta cÇn ph¶i th¨m dß, t×m 
kiÕm qui tr×nh ph× hîp khi ¸p dông cô thÓ (5). §Ó dß 
t×m c¸c ®iÒu kiÖn cña ph¶n øng PCR chóng ta th­êng 
sö dïng hÖ thèng PCR cã ch­¬ng tr×nh gradient. Cè 
®Þnh c¸c ®iÒu kiÖn kh¸c vµ cho ®iÒu kiÖn dß t×m thay 
®æi trong giíi h¹n nhÊt ®Þnh. Trong thÝ nghiÖm nµy 
chóng t«i t×m nhiÖt ®é vµ thêi gian g¾n måi cña ph¶n 
øng PCR ®a måi nh©n ®ång thêi gen ctxA vµ tcpA 
cña V. cholerae (5,7). Trªn c¬ së nhiÖt ®é nãng ch¶y 
Tm cña mçi cÆp måi ®Æt kho¶ng nhiÖt ®é g¾n måi tõ 

tcpA 

ctxA 
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49oC ®Õn 60oC. KÕt qu¶ cho thÊy nhiÖt ®é g¾n måi tèt 
nhÊt ë 58,1 0C, cho s¶n phÈm PCR râ vµ nÐt nhÊt 
(H×nh 1). §èi víi thêi gian duy tr× nhiÖt ®é g¾n måi phô 
thuéc sè l­îng c¸c nucleotid G vµ C (40C/nucleotid) 
còng nh­ A vµ C (20C/nucleotid) trªn tr×nh tù primer. 
C¸c måi ctxA vµ tcpA cã ®é dµi 20 vµ 23bp ®­îc thö 
nghiÖm víi 4 mèc thêi gian g¾n måi lµ 30, 45, 60 vµ 
90 gi©y. KÕt qu¶ ch¹y gradient thêi gian g¾n måi phï 
hîp ®èi víi c¶ hai gen ®Ých ctxA vµ tcpA cho s¶n 
phÈm PCR ®¹t qu¶ tèt nhÊt lµ 45 gi©y (H×nh 2). KÕt 
qu¶ nµy t­¬ng tù víi cña mét sè t¸c gi¶ c«ng bè gÇn 
®©y nh­ cña Chomvarin C vµ CS (2007), Kapley vµ 
Purohit (2001), Shirai vµ CS (1991), tuy nhiªn cã mét 
Ýt kh¸c biÖt nh­ nhiÖt ®é g¾n måi trong nghiªn cøu 
nµy cao h¬n cña c¸c t¸c gi¶ kh¸c tõ 1-1,5 0C vµ thêi 
gian b¾t måi cña chóng t«i t­¬ng ®­¬ng hoÆc dµi h¬n 
kho¶ng 15 gi©y (2,5,7) .  

2. §é nh¹y vµ ®Æc hiÖu ph¶n øng PCR ®a måi 
khuÕch ®¹i gen ®Ých ctxA vµ tcpA.  

Trong thÝ nghiÖm nµy chóng t«i sö dông c¸c 
chñng  V. cholerae O1 ph©n lËp tõ bÖnh nh©n, c¸c 
chñng Salmonella vµ E. Coli ®· ®­îc x¸c ®Þnh b»ng 
nu«i cÊy vµ ph©n lËp ®Ó ®¸nh gi¸ ®é nh¹y vµ ®Æc 
hiÖu cña ph¶n øng PCR ®a måi. Thùc hiÖn ph¶n øng 
PCR ®a måi ®ång thêi víi hai gen ®Ých ctxA vµ tcpA 
cña V. cholerae lµ c¸c gen m· hãa ®éc tè t¶ (ctxA) vµ 
®éc tè l«ng gióp vi khuÈn t¶ x©m nhËp tÕ bµo niªm 
m¹c ruét (tcpA).  KÕt qu¶ cho thÊy ®é nh¹y ®¹t 100% 
vµ ng­ìng ph¸t hiÖn ®¹t 36 fg DNA t­¬ng ®­¬ng 10 
tÕ bµo vi khuÈn trªn m«i tr­êng nu«i cÊy. Ng­îc l¹i, 
ph¶n øng PCR ®a måi nµy ®èi víi c¸c chñng kh«ng 
ph¶i V. cholerae lµ Salmonella vµ E. Coli cho kÕt qu¶ 
100% tr­êng hîp ©m tÝnh vµ ®é ®Æc hiÖu cña kü thuËt 
lµ 100% (H×nh 4, B¶ng 3). KÕt qu¶ nµy còng phï hîp 
víi mét sè nghiªn cøu gÇn ®©y víi ®é ®Æc hiÖu cña kü 
thuËt lµ 100% vµ ng­ìng ph¸t hiÖn lµ 100fg DNA 
t­¬ng ®­¬ng kho¶ng 23 vi khuÈn (2,5). GÇn ®©y mét 
sè t¸c gi¶ ph¸t triÓn kü thuËt PCR ®a måi ph¸t hiÖn 
c¸c mÇm bÖnh (t¶, E. coli…) trong c¸c m«i tr­êng 
nh­ ao, hå, s«ng suèi. Kü thuËt PCR ®a måi ®· chøng 
minh ­u thÕ v­ît tréi so víi nu«i cÊy v× nh÷ng h¹n chÕ 
vµ khã kh¨n khi t¨ng sinh c¸c chñng ë m«i tr­êng tù 
nhiªn (2-7). Nhê cã ®é nh¹y, ®Æc hiÖu cao vµ ng­ìng 
ph¸t hiÖn thÊp nªn nh÷ng ph¶n øng PCR ®a måi nµy 

cã thÓ gióp c¸c nhµ l©m sµng, nghiªn cøu cã c¬ së 
ph¸t hiÖn nhanh mÇm bÖnh trong mÉu bÖnh phÈm 
gãp phÇn c¶i thiÖn chÈn ®o¸n. 

KÕT LUËN 
Chu tr×nh lu©n nhiÖt thùc hiÖn ph¶n øng PCR ®a 

måi nh©n ®ång thêi hai gen ®Ých ctxA vµ tcpA x¸c ®Þnh 
V. cholerae g©y bÖnh t¶ lµ: 1 chu kú ë 950C x 3 phót; 
35 chu kú (950C x 30 gi©y, 58,10C x 45 gi©y, 720C x 30 
gi©y), 1 chu kú ë 720C x 7 phót vµ gi÷ ë 4 0C. 

Kü thuËt PCR ®a måi víi hai gen ®Ých ctxA vµ 
tcpA x¸c ®Þnh V. cholerae g©y bÖnh t¶ cã ®é nh¹y vµ 
®é ®Æc hiÖu 100%, ng­ìng ph¸t hiÖn 36fg DNA mÉu 
t¸ch tõ m«i tr­êng nu«i cÊy vi khuÈn t¶. 

TµI LIÖU THAM KH¶O 
1. NguyÔn LÜnh Toµn, NguyÔn Th¸i S¬n, Hoµng 

Xu©n Sö vµ Bïi TiÕn Sü (2009). Nghiªn cøu x¸c ®Þnh ®é 
nh¹y vµ ®Æc hiÖu cña kü thuËt PCR chÈn ®o¸n Vibrio 
cholerae g©y bÖnh t¶. T¹p chÝ y d­îc häc Qu©n sù. 34 
(7), 10-15. 

2. Chomvarin C, Wises Namwat, Suwin 
Wongwajana, Muniral Alam, Kesorn Thaew-Nonngiew, 
Anuchit Sinchaturus, and Chulapan Engchanil (2007). 
Application of duplex-PCR in rapid and reliable detection 
of toxigenic Vibrio cholerae in water samples in 
Thailand. J. Gen. Appl. Microbiol., 53, 229–237. 

3. Faruque SM, Sack DA, Sack RB, Colwell RR, 
Takeda Y, Nair GB (2003). Emergence and evolution of 
Vibrio cholerae O139. Proc Natl Acad Sci U S A. 
4;100(3):1304-9.  

4. Huq A, Colwell RR, Chowdhury MA, Xu B, 
Moniruzzaman SM, Islam MS, Yunus M, Albert MJ 
(1995).Coexistence of Vibrio cholerae O1 and O139 
Bengal in plankton in Bangladesh. Lancet. 
345(8959):1249.  

5. Kapley, A. and Purohit, H. J. (2001). Detection of 
etiological agent for cholera by PCR protocol. Med Sci 
Monit., 7,242–245. 

6. Shears P (2001). Recent developments in 
cholera. Curr Opin Infect Dis. 14(5):553-8. 

7. Shirai, H., Nishibuchi, M., Ramamurthy, T., 
Bhattacharya, S. K., Pal, S. C., and Takeda, Y. (1991). 
Polymerase chain reaction for detection of the cholera 
enterotoxin operon of Vibrio cholerae. J. Clin. Microbiol., 
29, 2517–2521. 

 
C¸c yÕu tè liªn quan tíi bÖnh Tai Mòi Häng  

ë céng ®ång d©n téc £ §ª –T©y Nguyªn 
 

Phïng Minh L­¬ng - §¹i Häc T©y Nguyªn 
§ÆT VÊN §Ò 
C¸c yÕu tè ¶nh h­áng tíi m« h×nh bÖnh TMH bao 

gåm c¸c yÕu tè nghÌo nµn, l¹c hËu, chËm ph¸t triÓn, 
vÖ sinh m«i tr­êng kÐm, n­íc th¶i, r¸c th¶i kh«ng 
®­îc thu gom xö lý. ¤ nhiÔm kh«ng khÝ trong nhµ, lao 
®éng nÆng nhäc trong ®iÒu kiÖn tåi tµn, l¹c hËu, « 
nhiÔm. Nh÷ng thay ®æi vÒ vi khÝ hËu n¬i ë, n¬i lµm 

viÖc cã ¶nh h­ëng lín ®Õn søc kháe vµ n¨ng suÊt lao 
®éng, g©y c¸c bÖnh theo mïa, thêi tiÕt. 

¤ nhiÔm kh«ng khÝ n¬i ë, n¬i lµm viÖc, xö lý chÊt 
th¶i, th¶i ra khãi bôi, h¬i khÝ ®éc, c¸c lo¹i vi khuÈn 
nÊm mèc g©y bÖnh lµm gia t¨ng c¸c bÖnh TMH.  

Chç ë lµ m«i tr­êng trùc tiÕp b¶o vÖ søc kháe c¸ 
nh©n c¶ ba mÆt thÓ chÊt tinh thÇn vµ x· héi. Ng­êi 


