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cã h¬n 120 ng−êi tham gia c¸c ®Ò tµi nghiªn cøu tõ 
cÊp c¬ së ®Õn cÊp nhµ n−íc (b¶ng 3). LÜnh vùc nghiªn 
cøu còng ngµy cµng ®a d¹ng h¬n, nh−ng chñ yÕu lµ Y 
D−îc häc cæ truyÒn, kÕt hîp Y D−îc häc cæ truyÒn víi 
y häc hiÖn ®¹i trong phßng vµ ch÷a bÖnh,…C¸c 
nghiªn cøu vÒ y d−îc häc vµ Y D−îc häc cæ truyÒn ®· 
gióp cho c¸c gi¶ng viªn cña Häc viÖn cËp nhËt vµ 
n©ng cao kiÕn thøc, ®Æc biÖt nhiÒu kÕt qu¶ nghiªn cøu 
®· ®−îc øng dông trùc tiÕp vµo ho¹t ®éng kh¸m vµ 
®iÒu trÞ t¹i bÖnh viÖn cña Häc viÖn. Mét sè c¸n bé tham 
gia nghiªn cøu ®iÒu tra, kh¶o s¸t, ®¸nh gi¸ vÒ søc 
kháe céng ®ång, vÒ hÖ thèng y tÕ c¬ së, vÒ ho¹t ®éng 
d¹y vµ häc trong Häc viÖn... 

B¶ng 3: Sè ng−êi tham gia nghiªn cøu. (§¬n vÞ: 
ng−êi) 

§iÒu ®¸ng chó ý lµ cã 153 ng−êi (chiÕm 52,4%) 
kh«ng tham gia nghiªn cøu (thêi gian nghiªn cøu b»ng 
0) vµ trong sè nµy cã 122 gi¶ng viªn (phÇn lín lµ gi¶ng 
viªn n÷ ®ang ë tuæi sinh con). 

C¸c nguån nh©n lùc kh¸c nh− häc viªn sau ®¹i 
häc, sinh viªn hÇu nh− ch−a ®−îc khai th¸c. 

KÕt luËn 
So víi thêi gian 07 n¨m tõ khi ®−îc thµnh lËp ®Õn 

nay vµ so víi quy m« ho¹t ®éng th× ®éi ngò nghiªn cøu 
Khoa häc cña Häc viÖn ®· ph¸t triÓn nhanh chãng, c¶ 
vÒ sè l−îng vµ chÊt l−îng. Qua qu¸ tr×nh thùc hiÖn c¸c 
®Ò tµi nghiªn cøu, tr×nh ®é nghiªn cøu vµ tÝnh chuyªn 
nghiÖp cña ®éi ngò nghiªn cøu Khoa häc ®· ®−îc 

th−êng xuyªn n©ng cao. Nh−ng sè l−îng ng−êi kh«ng 
tham gia nghiªn cøu cßn lín. §Ó ph¸t triÓn m¹nh mÏ 
ho¹t ®éng NCKH c¶ chiÒu réng lÉn chiÒu s©u, th× c¸c 
gi¶i ph¸p cñng cè, x©y dùng ®éi ngò nghiªn cøu Khoa 
häc cña Häc viÖn cÇn ®−îc thùc hiÖn triÖt ®Ó. Tõ viÖc 
−u tiªn tuyÓn dông ng−êi cã n¨ng lùc nghiªn cøu, ®Õn 
viÖc kiÓm chøng kÕt qu¶ nghiªn cøu ®¶m b¶o tÝnh 
kh¸ch quan, t¹o m«i tr−êng nghiªn cøu thuËn lîi. 

Cïng víi t¨ng c−êng kinh phÝ cho NCKH, cÇn ®Æc 
biÖt chó ý hoµn chØnh c¬ chÕ qu¶n lý NCKH sao cho 
tÊt c¶ gi¶ng viªn ®Òu tÝch cùc tham gia NCKH. Quan 
t©m h¬n n÷a ®Õn chÝnh s¸ch ®·i ngé ®Ó thu hót lùc 
l−îng trÎ vµ ph¸t triÓn lùc l−îng ®Çu ngµnh. Tæ chøc 
c¸c líp tËp huÊn t¹i Häc viÖn hoÆc cö c¸n bé tham gia 
c¸c khãa häc, tham gia hîp t¸c nghiªn cøu víi c¸c c¬ 
së kh¸c, kÓ c¶ ë n−íc ngoµi. Tæ chøc c¸c nhãm nghiªn 
cøu cã sù tham gia cña häc viªn sau ®¹i häc vµ sinh 
viªn.  
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§Æt vÊn ®Ò 
Cïng víi sù ®Þnh l−îng virus trong m¸u tr−íc ®iÒu 

trÞ, viÖc x¸c ®Þnh genotype cña virus viªm gan C (HCV) 
ë ng−êi bÖnh nhiÔm ®ãng vai trß quan träng trong viÖc 
tiªn l−îng ®iÒu trÞ vµ quyÕt ®Þnh thêi gian ®iÒu trÞ[1]. 
Ng−êi ta ®· chøng minh r»ng c¸c genotype kh¸c nhau 
cã tÝnh ®¸p øng ®iÒu trÞ b»ng interferon kÕt hîp ribavirin 
kh¸c nhau trong ®ã genotype 1 cã tÝnh ®¸p øng t−¬ng 
®èi thÊp nhÊt[2]. C¸c ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh genotype 
HCV b»ng kü thuËt PCR hay gi¶i tr×nh tù th−êng dùa 
vµo vïng 5’ kh«ng m· hãa cña bé gen HCV. Trong khi 
viÖc ph©n biÖt c¸c genotype kh¸c cña HCV nh− type 2, 
3, 4, 5 trªn vïng nµy lµ râ rµng th× mét sè l−îng kh«ng 
nhá c¸c mÉu chøa genotype 6 th−êng ®−îc x¸c ®Þnh lµ 
genotype 1 dÉn ®Õn hËu qu¶ lµ ng−êi bÖnh bÞ tiªn 
l−îng ®iÒu trÞ vµ quyÕt ®Þnh thêi gian ®iÒu trÞ sai, g©y ra 
tèn kÐm kh«ng cÇn thiÕt vµ c¸c ph¶n øng phô nguy 
hiÓm ®i kÌm khi ®iÒu trÞ dµi ngµy víi genotype 1. §øng 
tr−íc t×nh h×nh ®ã, ng−êi ta khuyÕn c¸o nªn sö dông 
vïng gen NS5B ®Ó ph©n biÖt gi÷a genotype 1 vµ 6[3]. 
C«ng ty TNHH TM vµ DV Nam Khoa ®· ph¸t triÓn 

ph−¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù trªn vïng gen NS5B ®Ó ph©n 
biÖt c¸c genotype 1 vµ 6. MÆc dï cã ®é chÝnh x¸c cao 
nh−ng nh−îc ®iÓm cña ph−¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù lµ 
thiÕt bÞ ®¾t tiÒn vµ hãa chÊt kh«ng rÎ, ®iÒu nµy lµm cho 
ph−¬ng ph¸p nµy khã cã thÓ ®−îc thùc hiÖn réng r·i 
trong thùc tÕ l©m sµng. Víi nh÷ng lý do nµy, chóng t«i 
®Ò xuÊt mét ph−¬ng ph¸p ph©n biÖt genotype 1 vµ 6 
dùa trªn vïng NS5B b»ng kü thuËt PCR. ¦u ®iÓm cña 
kü thuËt nµy lµ thiÕt bÞ vµ hãa chÊt thùc hiÖn rÊt phæ 
biÕn nªn kh¶ n¨ng øng dông réng r·i trong thùc tÕ l©m 
sµng sÏ lín. 

 
§èi t−îng vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 
1. C¸c oligonucleotide, c¸c mÉu huyÕt thanh 

chøng chøa HCV genotype 1 vµ 6, mÉu huyÕt thanh 
d−¬ng tÝnh HCV, c¸c hãa chÊt ®Ó t¸ch chiÕt RNA 
virus vµ thùc hiÖn ph¶n øng RT-PCR: C¸c 
oligonucleotide sö dông trong nghiªn cøu ®−îc tæng 
hîp nh©n t¹o bëi c«ng ty Sigma (Mü); C«ng ty Nam 
Khoa cung cÊp c¸c mÉu huyÕt thanh chøng chøa 
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genotype 1 vµ 6, 48 mÉu huyÕt thanh d−¬ng tÝnh HCV 
mang genotype 1 hoÆc 6 ®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng 
ph¸p gi¶i tr×nh tù vïng gen NS5B, bé kit t¸ch chiÕt 
RNA virus (RNA-Prep), bé kit tæng hîp cDNA (cDNA 
synthesis kit). Bé kit PCR ®−îc mua tõ Qiagen. 

2. ThiÕt kÕ c¸c oligonucleotide ®Æc hiÖu cho 
genotype 1 vµ 6 dùa vµo vïng gen NS5B thuéc bé 
gen HCV: Tõ ng©n hµng bé gen (GENBANK), chóng 
t«i thu thËp 633 tr×nh tù bé gen HCV cña genotype 1 vµ 
67 tr×nh tù bé gen cña genotype 6. Chóng t«i trÝch xuÊt 
®o¹n gen NS5B n»m gi÷a cÆp primer HC3 vµ HC3R [4] 
cña tÊt c¶ c¸c tr×nh tù nµy vµ ®em so s¸nh theo cét 
(alignment) b»ng phÇn mÒm ClustalX (EBI), tõ ®ã 
chóng t«i chän ra vïng tr×nh tù nucleotide cho phÐp 
ph©n biÖt ®−îc genotype 1 vµ 6. Tõ ®o¹n tr×nh tù nµy 
chóng t«i thiÕt kÕ c¸c oligonucleotide dïng cho ph¶n 
øng allele-specific RT-PCR nh− sau: NS5B16F- 
GACYTSGAGYTSATAACATC (måi xu«i chung cho 
genotype 1 vµ 6); NS5B1R- 
GAGAGTAACTATGGAGTGAAAATGCGCTAAG (måi 
ng−îc ®Æc hiÖu cho genotype 1); NS5B6R-
YRTGGAGTGARAANGCDGCC (måi ng−îc ®Æc hiÖu 
cho genotype 6).  

3. X©y dùng quy tr×nh ph©n biÖt genotype 1 vµ 6 
b»ng kü thuËt allele-specific RT-PCR: Tõ c¸c mÉu 
huyÕt thanh chøng chøa genotype 1 vµ genotype 6 
®−îc cung cÊp bëi c«ng ty Nam Khoa, chóng t«i tiÕn 
hµnh t¸ch chiÕt RNA cña HCV b»ng bé kit RNA-Prep. 
Sau ®ã, thùc hiÖn ph¶n øng phiªn m· ng−îc víi bé kit 
cDNA synthesis kit víi ch−¬ng tr×nh nhiÖt nh− sau: 
25oC trong 5 phót tiÕp theo lµ 50oC trong 30 phót. 
cDNA tõ ph¶n øng nµy ®−îc cho vµo hai ph¶n øng 
PCR sö dông bé kit PCR, ph¶n øng I víi hÖ måi nh»m 
ph¸t hiÖn genotype 1 (NS5B16F-NS5B1R) vµ ph¶n 
øng II víi hÖ måi nh»m ph¸t hiÖn genotype 6 
(NS5B16F-NS5B6R). Ch−¬ng tr×nh lu©n nhiÖt cho 
ph¶n øng PCR nh− sau: 95oC-15 phót (1 chu kú); 
94oC-1 phót, 62oC-1 phót, 72oC-1 phót (40 chu kú); 
72oC-10 phót (1 chu kú). C¸c s¶n phÈm PCR genotype 
HCV ®−îc ®iÖn di trªn gel agarose vµ ph¸t hiÖn víi 
chÊt ®¸nh dÊu huúnh quang Ethidium Bromide. 

4. §¸nh gi¸ quy tr×nh ph©n biÖt genotype trªn 
c¸c mÉu huyÕt thanh l©m sµng: Chóng t«i ®¸nh gi¸ 
quy tr×nh ®· x©y dùng trªn 48 mÉu huyÕt thanh d−¬ng 
tÝnh víi HCV ®· ®−îc x¸c ®Þnh nhiÔm genotype 1 hoÆc 
6 b»ng ph−¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù trªn vïng NS5B do 
c«ng ty Nam Khoa thùc hiÖn. KÕt qu¶ thu nhËn ®−îc tõ 
quy tr×nh ph©n type b»ng kü thuËt allele-specific RT-
PCR ®−îc so s¸nh víi kÕt qu¶ gi¶i tr×nh tù vïng NS5B 
®Ó xem xÐt sù t−¬ng ®ång gi÷a hai ph−¬ng ph¸p.  

 
KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 
1. ThiÕt kÕ hÖ måi cho ph¶n øng allele-specific 

RT-PCR nh»m ph©n biÖt genotype 1 vµ 6 dùa trªn 
vïng gen NS5B. 

Tõ viÖc so s¸nh sù t−¬ng ®ång trªn vïng gen 
NS5B (H×nh 1) cña 633 mÉu genotype 1 vµ 67 mÉu 
genotype 2, chóng t«i ®· chän ®−îc vïng tr×nh tù cho 
phÐp thiÕt kÕ mét måi xu«i chung cho c¶ genotype 1 

vµ genotype 6, hai måi ng−îc ®Æc hiÖu cho tõng 
genotype 1 vµ 6.  

 

 
H×nh 1. CÊu tróc bé gen cña virus HCV. Vïng gen NS5B  

®−îc ®¸nh dÊu ®Ëm 
 
Tr×nh tù nucleotide cña c¸c måi ®−îc tr×nh bµy 

trong phÇn §èi t−îng vµ Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu. Måi 
xu«i NS5B16F b¾t cÆp hoµn toµn vµo c¶ hai genotype 
1 vµ 6. Måi ng−îc ®Æc hiÖu genotype 1 NS5B1R b¾t 
cÆp hoµn toµn vµo 633 tr×nh tù bé gen HCV genotype 
1, nh−ng chØ b¾t cÆp mét phÇn vµo 67 tr×nh tù bé gen 
genotype 6, ®Æc biÖt ë ®Çu 3’ cña måi cã ®Õn 4 
nucleotide kh«ng b¾t cÆp víi m¹ch khu«n t¹o nªn mét 
cÊu tróc hë (overhang). CÊu tróc overhang t¹i ®Çu 3’ 
cña måi b¾t cÆp víi m¹ch khu«n ng¨n c¶n ho¹t ®éng 
kÐo dµi m¹ch míi (primer extension) cña enzyme Taq 
polymerase. T−¬ng tù, måi ®Æc hiÖu cho genotype 6 lµ 
NS5B6R b¾t cÆp hoµn toµn vµo c¸c tr×nh tù bé gen 
cña genotype 6 nh−ng t¹o cÊu tróc overhang gåm 5 
nucleotide khi b¾t cÆp víi c¸c tr×nh tù genotype 1. C¸c 
måi nµy ®−îc kh¶o s¸t ho¹t ®éng thùc tÕ trong ph¶n 
øng allele-specific RT-PCR trªn c¸c mÉu huyÕt thanh 
chøng chøa genotype 1 vµ 6.  

 
H×nh 2. CÊu tróc b¾t cÆp hoµn toµn vµ kh«ng hoµn toµn 

(overhang) cña c¸c måi ®Æc hiÖu. Primer 1: måi ®Æc hiÖu cho 
genotype 1; primer 6: måi ®Æc hiÖu cho genotype 6; Genotype 1: 
cDNA cña genotype 1 HCV; Genotype 6: cDNA cña genotype 6 

HCV 
 
2. X©y dùng quy tr×nh ph©n biÖt genotype 1 vµ 6 
§Æc ®iÓm c¬ b¶n cña enzyme Taq polymerase khi 

kÐo dµi m¹ch khu«n tõ vÞ trÝ cña måi ®ang b¾t cÆp lµ 
cÇn ph¶i cã cÊu tróc b¾t cÆp hoµn toµn gi÷a måi vµ 
m¹ch khu«n, ®Æc biÖt víi c¸c nucleotide ë ®Çu 3’ cña 
måi nh− minh häa ë H×nh 2. Trªn nguyªn t¾c, chØ cÇn 1 
nucleotide ë ®Çu 3’ cña måi kh«ng b¾t cÆp lµ ®· ®ñ ®Ó 
øc chÕ ho¹t tÝnh kÐo dµi m¹ch khu«n cña Taq 
polymerase[5]. Víi ®Æc tÝnh nµy cña Taq polymerase vµ 
víi hai måi ®Æc hiÖu cho genotype 1 vµ 6, chóng t«i ®· 
x©y dùng quy tr×nh ph©n type dùa trªn kü thuËt mµ 
chóng t«i gäi lµ allele-specific RT-PCR. cDNA tæng hîp 
tõ RNA qua qu¸ tr×nh phiªn m· ng−îc ®−îc cho vµo 2 
ph¶n øng PCR riªng biÖt, mçi ph¶n øng chøa måi ®Æc 
hiÖu cho tõng genotype. S¬ ®å c¸c b−íc thao t¸c cña 
quy tr×nh allele-specific RT-PCR ®−îc tr×nh bµy trong 
h×nh 3A. KÕt qu¶ cña quy tr×nh nµy trªn c¸c mÉu 
huyÕt thanh chøng genotype 1 vµ 6 ®−îc tr×nh bµy 
trong h×nh 3B. 
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H×nh 3A. S¬ ®å c¸c b−íc tiÕn hµnh quy tr×nh allele-specific RT-PCR nh»m ph©n biÖt genotype 1 vµ 6 H×nh 3B. KÕt qu¶ cña quy tr×nh allele-
specific RT-PCR trªn c¸c mÉu huyÕt thanh chøng chøa genotype 1 vµ 6. GiÕng 1-3: KÕt qu¶ PCR víi cÆp måi NS5B16F-NS5B1R trªn c¸c mÉu 
RNA HCV genotype 1; GiÕng 4-6: KÕt qu¶ PCR víi cÆp måi NS5B16F-NS5B1R trªn c¸c mÉu RNA HCV genotype 6; GiÕng 7: KÕt qu¶ PCR víi 
cÆp måi NS5B16F-NS5B1R trªn n−íc cÊt; GiÕng 8-10: KÕt qu¶ PCR víi cÆp måi NS5B16F-NS5B6R trªn c¸c mÉu RNA HCV genotype 6; GiÕng 
11-13: KÕt qu¶ PCR víi cÆp måi NS5B16F-NS5B6R trªn c¸c mÉu RNA HCV genotype 1; GiÕng 7: KÕt qu¶ PCR víi cÆp måi NS5B16F-NS5B6R 

trªn n−íc cÊt.  
 

KÕt qu¶ PCR cho thÊy ph¶n øng víi måi ®Æc hiÖu 
type 1 chØ cho tÝn hiÖu huúnh quang d−¬ng tÝnh trªn 3 
mÉu huyÕt thanh chøng genotype 1 vµ kÕt qu¶ ©m tÝnh 
trªn 3 mÉu huyÕt thanh chøng genotype 6. Ng−îc l¹i, 
ph¶n øng víi måi ®Æc hiÖu type 6 chØ cho tÝn hiÖu 
huúnh quang d−¬ng tÝnh trªn 3 mÉu huyÕt thanh chøng 
genotype 6 vµ kÕt qu¶ ©m tÝnh trªn 3 mÉu huyÕt thanh 
chøng genotype 1. C¸c s¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc 
nh− mong ®îi lµ 361 bp cho genotype 1 vµ 352 bp cho 
genotype 6. KÕt qu¶ gi¶i tr×nh tù nucleotide c¸c s¶n 
phÈm PCR nµy (kÕt qu¶ kh«ng tr×nh bµy) cho thÊy tÝnh 
®Æc hiÖu ®èi víi tr×nh tù nucleotide cña genotype 1 vµ 6 
cña HCV.  

3.3. §¸nh gi¸ quy tr×nh  
Víi quy tr×nh ph©n type ®· x©y dùng, chóng t«i ¸p 

dông trªn 48 mÉu huyÕt thanh d−¬ng tÝnh HCV l©m 
sµng ®Ó ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng ho¹t ®éng thùc tÕ cña quy 
tr×nh. C¸c mÉu huyÕt thanh nµy ®· ®−îc x¸c ®Þnh 
genotype b»ng ph−¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù vïng NS5B, 
tÊt c¶ 48 mÉu nµy chØ chøa hoÆc genotype 1 hoÆc 
genotype 6. KÕt qu¶ ®¸nh gi¸ ®−îc tr×nh bµy trong 
B¶ng 1.  

B¶ng 1. §¸nh gi¸ quy tr×nh ph©n type trªn 48 mÉu 
huyÕt thanh cã so s¸nh víi ph−¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù 
vïng gen NS5B. (1): Sè thø tù cña mÉu huyÕt thanh; 
(2): M· sè mÉu huyÕt thanh; (3): KÕt qu¶ gi¶i tr×nh tù 
vïng gen NS5B; (4): KÕt qu¶ ph©n type b»ng quy tr×nh 
allele-specific RT-PCR. 
(1) (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4) 
1 578 1b 1 17 141 1b 1 33 CC1544 6e 6 
2 783 1b 1 18 CC335 6a 6 34 CC1591 6e 6 
3 CB1076 1b 1 19 CC337 6e 6 35 CC1592 1a 1 
4 615 6f 6 20 CC484 1b 1 36 544 6p 6 
5 623 6f 6 21 CC485 1b 1 37 567 1b 1 
6 652 6e 6 22 670 6a 6 38 601 1b 1 

7 CC34 1a 1 23 671 6e 6 39 CC1688 6a 6 
8 CC35 6a 6 24 672 1a 1 40 CC1689 6e 6 
9 CC36 6e 6 25 674 6a 6 41 CC1471 6e 6 
10 CC151 6e 6 26 818 6a 6 42 CC1538 6e. 6 
11 CC152 6a 6 27 847 6a 6 43 CC1546 1b 1 
12 CC153 1b 1 28 241 1b 1 44 CC1799 6a 6 
13 CC208 6e 6 29 283 1b 1 45 CC1800 6a 6 
14 CC179 6p 6 30 291 6e 6 46 655 1a 1 
15 CC265 6e 6 31 972 1b 1 47 CC1540 1b 1 
16 113 1b 1 32 CC1543 6a 6 48 CC1541 1b 1 

B¶ng 1 cho thÊy kÕt qu¶ x¸c ®inh genotype cña 
quy tr×nh allele-specific RT-PCR hoµn toµn phï hîp víi 
kÕt qu¶ gi¶i tr×nh tù vïng NS5B. Nh− vËy ®é ®Æc hiÖu 
ph©n type cña quy tr×nh nµy trªn 48 mÉu huyÕt thanh 
l©m sµng ®¹t 100%. 

KÕt luËn 
Chóng t«i ®· thiÕt kÕ thµnh c«ng måi xu«i 

NS5B16F (GACYTSGAGYTSATAACATC) ph¸t hiÖn 
chung genotype 1 vµ 6 cña HCV. Måi ng−îc NS5B1R 
(GAGAGTAACTATGGAGTGAAAATGCGCTAAG) 
ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu genotype 1. Måi ng−îc NS5B6R 
(YRTGGAGTGARAANGCDGCC) ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu 
genotype 6. Chóng t«i ®· x©y dùng thµnh c«ng quy 
tr×nh allele-specific RT-PCR (H×nh 3A) nh»m ph©n 
biÖt genotype 1 vµ 6 trªn c¸c mÉu huyÕt thanh chøng. 
Chóng t«i ®· ®¸nh gi¸ quy tr×nh ph©n type nµy trªn 48 
mÉu huyÕt thanh HCV d−¬ng tÝnh cã so s¸nh víi kÕt 
qu¶ gi¶i tr×nh tù vïng NS5B (B¶ng 1). Quy tr×nh nµy 
cã ®é ®Æc hiÖu 100% trªn 48 mÉu huyÕt thanh ®· 
kh¶o s¸t. 

summary 
Characterization of hepatitis C virus genotypes is 

important issue for treatment prognosis and for 
decision of therapy duration. Genotype 6 is often 

3A 3B 
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mischaracterized as genotype 1 based on the 
sequence analysis by PCR or sequencing on the 
5’NTR of HCV genome. Therefore, we have developed 
an allele-specific RT-PCR method to specifically 
distinguish genotype 1 and 6 based on the NS5B 
region. This method includes the RNA extraction step 
followed by the cDNA synthesis step and ended with 
two genotype-specific PCR. Each of two genotype-
specific PCR contains a general forward primer and a 
genotype-specific reverse primer. Consequently, each 
PCR gives the positive signal for the specific genotype 
and negative signal for the other genotype as tested 
with the control sera containing genotype 1 or 6. The 
evaluation of the method on 48 clinical sera gave the 
genotype-specific characterization compared to the 
NS5B sequencing results on the same samples. In 
conclusion, our method to characterize the genotype 1 
and 6 based on the NS5B region is reliable and it could 
find its application in clinical practice. 
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X¸C §ÞNH Tû LÖ NHIÔM LAO TRONG NH¢N VI£N Y TÕ B»NG Kü THUËT ELISPOT  

DùA TR£N KH¸NG NGUY£N T¸I Tæ HîP CFP10/ESAT6 
 

§ç ThÞ Quúnh Nga, Vò ThÞ Kim Liªn,  
TrÇn ThÞ H¶i ¢u, Lª Huy Hoµng, §Æng §øc Anh 

ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung −¬ng 
NguyÔn V¨n H−ng, Hoµng ThÞ Ph−îng 

BÖnh viÖn Phæi Trung −¬ng 
TãM T¾T 
Qu¸ tr×nh hoµn thiÖn kü thuËt miÔn dÞch g¾n 

enzyme (ELISPOT) dùa trªn kh¸ng nguyªn ®Æc hiÖu vi 
khuÈn lao ®· ®−îc tiÕn hµnh ®Ó x¸c ®Þnh tØ lÖ nhiÔm 
M.tuberculosis trªn nh©n viªn y tÕ. KÕt qu¶ cho thÊy 
quy tr×nh ELISPOT sö dông kh¸ng nguyªn t¸i tæ hîp 
CFP10/ESAT6 ®¹t ®é t−¬ng ®ång 92% so víi kÝt 
th−¬ng m¹i. C¸n bé y tÕ lµm viÖc trong m«i tr−êng 
bÖnh viÖn lao cã nguy c¬ nhiÔm lao cao gÊp 3 lÇn so 
víi nhãm t×nh nguyÖn kh«ng tiÕp xóc bÖnh nh©n lao 
(p<0.05). 

Tõ khãa: Quy tr×nh ELISPOT; kh¸ng nguyªn t¸i tæ 
hîp; ph¶n øng mantoux. 

summary 
The aims of this paper were to identify proportion of 

tuberculous infection and its risk factors among HCWs 
by in-house ELISPOT assay comparing to 
QuantiFERON-TB Gold In-TubeTM

 We found that The 
proportion of TB infection among HCWs as estimated 
by in-house ELISPOT assay and QuantiFERON-TB 
Gold In-TubeTM was 43.2% and 44.6% respectively. 
Agreement between ELISPOT assay and 
QuantiFERON-TB Gold In-Tube were evaluated by 
Kappa statistic (Kappa: 0.841; 95% CI 0.719-0.963). 
Working in tuberculosis hospital were 3 times more 
likely to have tuberculous infection (OR: 3.048; 95% 
CI: 1.115-8.333; p= 0.03) compared to those who was 
not working as HCWs. 

§ÆT VÊN §Ò 

Lao ®· ®−îc OSHA (Occupational Safety and 
Health Administration) c«ng nhËn lµ mét trong nh÷ng 
bÖnh liªn quan ®Õn nghÒ nghiÖp. ë ViÖt Nam, bÖnh lao 
®−îc xÕp vµo nhãm c¸c bÖnh nhiÔm khuÈn nghÒ 
nghiÖp n»m trong danh môc 25 bÖnh nghÒ nghiÖp 
®−îc b¶o hiÓm (1). KÕt qu¶ theo dâi Mantoux t¹i mét 
bÖnh viÖn lao tuyÕn tØnh cho thÊy sù thay ®æi ®−êng 
kÝnh liªn quan ®Õn thêi gian lµm viÖc cña nh÷ng nh©n 
viªn y tÕ nµy (1). Mét nghiªn cøu ®−îc tiÕn hµnh trªn 
toµn thÓ nh©n viªn y tÕ t¹i BÖnh viÖn Phæi Hµ Néi n¨m 
2009 cho thÊy tû lÖ nhiÔm lao lµ 47 % (6). Tû lÖ nµy 
còng ®−îc b¸o c¸o t¹i mét sè n−íc trªn thÕ giíi khi 
®iÒu tra t×nh h×nh l©y nhiÔm lao trong nh©n viªn y tÕ 
(2,3,4). 

Kü thuËt x¸c ®Þnh INF gamma phãng thÝch (INF 
gamma released ELISA) dùa trªn kh¸ng nguyªn ®Æc 
hiÖu vi khuÈn lao CFP10/ESAT6 ®· ®ang ®−îc thay 
thÕ ph¶n øng mantoux trong chÈn ®o¸n nhiÔm lao t¹i 
c¸c n−íc ph¸t triÓn do cã ®é ®Æc hiÖu cao ®Æc biÖt trªn 
c¸c ®èi t−îng cã chñng ngõa BCG. Trong nghiªn cøu 
nµy, chóng t«i tiÕn hµnh x¸c ®Þnh tû lÖ nhiÔm lao trong 
nh©n viªn y tÕ b»ng bé sinh phÈm in-house ELISPOT 
dùa trªn kh¸ng nguyªn t¸i tæ hîp CFP10/ESAT6. KÕt 
qu¶ ®−îc so s¸nh víi kÝt th−¬ng m¹i (Quantiferon TB 
gold test, Celletis). 

PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 
1. Lùa chän ®èi t−îng nghiªn cøu. 


