BANG PCR

Q%m thé nao xdc dinh mam bénh ciing nhu nguon
goc bénh ly mot cdch nhanh chéng dé chon huéng
diéu tri phu hgp va kip thoi khi xdy ra dich bénh?
Da c6 phuong phap ky thuadt hién dai: nhan bdn

gene - Polymerase Chain Reaction (PCR) W

Tim hi€u mét chut vé gene...

Trong méi sinh vat, phan vatliéu trong
nhan té bao sé truyén tur doi nay sang
ddi khac 13 cdc nhiém sic thé (NST).
Ban chat NST la nhiing dai phan t&
Acid deoxyribonucleic (viét tat ADN
hay DNA) rat dai c6 dang sgi doi do
4 |oai Nucleotide (Nu) tao thanh. Trén
phan t&r DNA c6 nhiing doan trinh tu
g6ém mot s6 Nu nhat dinh quyét dinh
biéu hién moét dac tinh nao d6 cla ca
thé vi du nhu mau mat, mau téc..., chi
mdbi doan nhu vay da goi la mét gene
(con goi la doan DNA hay DNA). Khi
mot ¢d gai xinh dep nhu me minh,
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James D.Watson - nha khoa hoc
tim ra cdu tric soi déi DNA

ba me sé tu hao rang “nh& c6 gene
di truyén ctia me d6!. Bén nay, khoa
hoc da tim thay & bd gene ngudi cé
dén 20.000 - 25.000 gene. Hau hét

DNA - Phén tir ctia cuéc séng f \
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Nhiém sdc thé

Dai phén tir DNA

A (adeline)
C (cytosine)

G (guanine)
T (thymine)
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Karry Mullis - ngui dau tién tim ra phuong
phdp nhén gene trong 6ng nghiém vathanh

.....

bd gene cua sinh vat la DNA, mot s6
b6 gene cua virus chi la DNA dang sgi
don - goi la RNA (RiboNucleicAcid).

Ky thuat PCR la gi?

Hiéu mot cach don gian, PCR 1a ky
thuat nhan ban (hay sao chép) gene.
Sau mét phan Uing (con goi quy trinh)
PCR thi tr mét mau vat chia rat it cac
doan gene can tim ngudi ta sé ¢ dugc
mot s6 lugng gene I6n gdp nhiéu lan
s6 lugng doan gene ban dau va giéng
hét nhau.

Cac nha khoa hoc da nghién cidu
thanh céng qua trinh sao chép gene
tuong tu nhu trong co thé tu nhién
nhung dugc thuc hién bén ngoai co
thé (invitro) va qua trinh nay ngay
cang dugc hoan thién, chinh xac.
Ngudi dau tién tim ra phuong phap
nhan gene trong 6ng nghiém la Karry
Mullis, mét nha héa sinh hoc ngudi
My, 6ng da bat dau nghién ctu nam
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1985 va thanh céong vdéi gidi Nobel
héa hoc nam 1993.

Budc quan trong co ban trudc khi
thuc hién qui trinh PCR Ia tach chiét
dugc cac gene mang doan gene can
nhan ban (DNA hay RNA, goi la gene
mau hay gene dich) tir mau vatla moé
cd quan nao dé.

Cac vat liéu can thiét cho mot quy
trinh PCR nhan ban gene thudng
gém: gen mau; hén hgp héa chat can
thiét dé€ kéo dai gene (4 loai Nu tu do,
cac hoa chat dung dich dém, enzyme
xuc tac, nudc); cap doan gen méi -
la mét doan gene ngan dac hiéu véi
gene can tim lam mai dé€ tao ra gen
dich. Tat cd vat liéu trén dugc cho
vao 6ng phan tng va dat vao thiét bi
PCR dé thuc hién viéc nhan ban. San
pham sau PCR thudng dugc thé hién
kiém ching trén anh chup dién di gel
agarose.

Quy trinh PCR sao chép moét gene hay
mot doan gene trong 6ng nghiém
thuc hién trong may PCR clng giéng
véi qua trinh ty nhién sao chép gen
trong té€ bao, déu la qua trinh lap lai
nhiéu chu ky sao chép giéng nhau.
Mbi mét chu ky sao chép thudng gém
3 giai doan khac nhau, s6 lugng gene
sau mot chu ky sao chép sé gap doi
s6 lugng gene cla chu ky trudc do. S6
gene vua sao chép dugc sé lam “DNA

mau” cho chu ky tiép sau, s6 chu ky
nhu vay dugc cai ddt cho may lap di
Iap lai tir 20 - 40 lan tuy theo muc dich
nghién ctu. S&n phdm cuédi cung la
lugng cac ban sao gene dugc tinh theo
ham s6 mi 2" véi n la s6 chu ky sao
chép. Mdy PCR thuc hién mét chu ky
sao chép gém cac giai doan nhu sau:

Giai doan 1, mdy PCR sé tang nhiét
do lén cao (khodng 90-96°C) trong
khoang thoi gian ngan ti vai chuc
gidy dén vai phat lam dut cac lién két
gén nhau gilia 2 sgi gene dé cau tric
sgi dbi clla gene mau sé dan tach doi
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thanh sgi don; giai doan nay con goi
la giai doan bién tinh (denaturation)
hay tach doéi phan tir DNA.

Giai doan 2, bat dau sau khi céc soi
doéi tach nhau ra, cac doan gen moi
chuyén biét c6 sdn trong éng phan
Ung sé gan dac hiéu chi véi trinh tu
gene dich trén sgi DNA mau vat, giai
doan nay may PCR chuyén nhiét do
tic thi xuéng khoang 45-60°C cho
phu hop véi nhiét d6 bat cap gilia
moi va gene can tim va clng kéo dai
tUr vai chuc gidy dén vai phut; giai
doan nay con goi la giai doan bat cap
(annealing) va la giai doan quan trong
quyét dinh viéc “chon dung” trinh ty
gene dich.

Giai doan 3, khi méi bat cap vai cac
doan gen dich s& m& man cho viéc
sao chép cac gen dich mdi, ltic d6 dudi
tac dong xuc tac ctia enzyme - cac Nu
tu do trong 6ng nghiém gan dan véi
nhau néi ti€p cac doan DNA moi theo
trinh tu Nu trén doan gene mau cho
dén khi hoan tat ca trinh tu gen dich,
nhiét do cla may PCR trong giai doan
nay lai chuyén ngay lén khoéng tur 68-
72°C, thai gian cla giai doan nay dai
hon giai doan 2 va tuy vao kich thudc
trinh tu gene dich.

Két thuc giai doan 3, may PCR lap lai
chu ky ké ti€p véi th tu cac giai doan
nhu trén, lién tuc lién tuc ...cho dén
khi hoan tat hét s6 chu ky cai dat ban
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STINFO .33. December 2010



P Sudi Nguon Tri Thire

dau.

Vi du xdc dinh virus gdy dich bénh
ctim H5N1 béng PCR

Tén goi H5N1 ¢é ti mai lién quan dén
hai loai gen dac trung trong cau truc
phan t& (RNA) cla virus tao ra protein
gdy bénh: protein hemagglutinin
nhém 5 (H5) va neuraminidase nhém
1(N1).Virus H5N1 dugc nghién ctiu va
biét dugc trinh tu clia cac Nu trong bo
gen, cing nhu nhitng doan cla gen
H5 va N1.

S dung PCR dé phat hién nhanh
H5N1 ngudi ta dung nhitng cap doan
gen ngan (1 xubi va 1 ngugc) tuang
Ung véi gen H5 hay N1 hay ca 2 lam
nhiing doan méi (primer) cho quy
trinh nhan gen. P& c6 céac cap gen
méi trudc tién can chon dugc mot
doan gen c6 trinh tu that dac biét dua
trén trinh ty gen dich H5 hay N1 (goi
la thiét ké méi), sau do sé tao ra nhiéu
doan gen dung trinh tu thiét ké dé
theo moét ky thuat chuyén biét va do
chinh xac rat cao. Hién nay, 6 Viét Nam
thudng phai mua cac gen moi lam
san hay dat theo thiét ké clia minh
tUr cdc cong ty uy tin trén thé gidi. Vi
du mot cap gen méi dac hiéu cta gen
H5, theo nghién ciu cla Enders K.O.
Ng, Peter K.C. Cheng, Antia Y.Y.Ng, T.L.
Hoang, WilinaW.L. Lim) c6 trinh tu méi
la "TGCCGGAATGGTCTTACATAGTG”
(xuoi, 5'-3") va:

"TCTTCATAGTCATTGAAATCCCCTG”

aa
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Mét doan gene cta virus H5N1
duoc Vién Cong nghé sinh hoc gidi mé

Virus H5N1 trong cac mau cé ti lé rat
nho do dé rat kho phat hién, thai gian
xac dinh virus H5N1 trong mau bang
PCR can khoang 4-7 tiéng.

Quy trinh xac dinh virus H5N1 nhanh

bang PCR sé thuc hién nhu sau:

1. Ldy mau bénh phdm tit bénh nhan
(dich nhay ti mai hay hong)

2.Tach gen mau ti bénh pham (RNA)

3. Chudn bi phan Ung: pha hda chat
can thiét (gen méi, dung dich dém,
nudc, enzyme) va ldy lugng gen mau
tuong ung.

4.Thuc hién phan tng bang may PCR

5. Chup anh bang dién di sau phan
ung PCR va doc két qua trén anh, néu
am tinh la khéng nhiém bénh, con
duong tinh thi da nhién H5N1.

Phat trién ky thuat PCR

Ngay nay, ky thuat PCR rat phat trién
trén thé giéi va ca & Viét Nam. Khi
mdi ra ddi, thiét bi cho ky thuat nay
rat rudm ra, cac giai doan cla chu
ky dugc thuc hién riéng trong ting
buéng nhiét hay bé nhiét dé dat duoc
viéc thay d&i nhanh nhiét dé phan tng
mong mudn. Cang vé sau, cdbng nghé

Thuc hién cdc thao tdc xét nghiém chdn
dodn béing PCR tai labo Vién Sét rét KST-CT
Quy Nhon

PCR ngay cang hién dai, cac hang da
cho ra dgi cac thé hé may chuyén
dung thuc hién cac phan ung PCR,
cang vé sau cang gon nhe, tu déng
cao, thyc hién phan ting chitrong mét
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buéng U cé thé thay déi nhiét dé tuc
thdi (nén con goi la may luan nhiét -
thermalcycles) véi gii han phan tich
I6n va d6 chinh xdc ngay cang cao,
vi du nhu Hang MJ-Research da cho
ra doi thé hé may cé thé dung dén
8 budng phan (ng vai quy trinh doc
lap va gidi han phan tich may 1én dén
1.536 mau trong cung thdi diém.

Céac ky thuat trong quy trinh phan
Ung PCR cling phét trién theo céc
hudng nghién cldu sau va rong han,
ngoai PCR hién nay cling da phé bién
cac quy trinh cai tién, nhu “RT-PCR"
dung sao chép cac gene chi la sgi
daon RNA dung trong cac xét nghiém

bénh virus, quy trinh Multiplex PCR
cho phép phat hién nhiéu doan gene
kich thudc khdc nhau trong cing mot
6ng phan tng, hay quy trinh PCR dinh
lugng - con goi la Realtime-PCR, n6
cho phép biét dugc sé lugng chinh
xac s6 lugng gene trong mau ban dau
va Ung dung t6t trong chudn doan
muic d6 bénh ly hay tac dung diéu tri.

PCR- Ky thuat quan trong trong
phat hién mam bénh

Thiét bi PCR la cong cu can thiét va
théng dung hién nay trong cac phong
thi nghiém phan tich cdp d6 phan
t, nhu cac phong xét nghiém bénh,
cac bénh vién, trung tam y khoa hay
trung tdm nghién cdu. Tuy nhién muc
d6 két qua dat dugc tai moi noi la rat
khac nhau tuy thudc vao diéu kién dau
tu nghién ctiu va chuyén moén cla ky
thuat vién.

Diéu khac biét vuot troi cta ky thuat
PCR so v6i cac phuong phdp phan



TS. Bdc si Pham Hiing Véan
dang sir dung mdy PCR

tich khac 1a tiét kiém dugc rat nhiéu
thai gian, phat hién dugc bénh trong
giai doan rat sé6m khi mic d6 nhiém
con nhe.

Mau vat trong xét nghiém PCR c6 thé
la bénh phdm ngudi hay déng vat, cac
md ca quan binh thudng hay vat liéu
mang dadu vét sinh hoc nhu cac sinh vat
héa thach hay méu cua téi pham... Dua
vao ky thuat PCR dé hiéu rd vé “mau
vat” chinh la ting dung quan trong cla
ky thuat nay.

Theo TS. Pham Hung Van (gidng vién
DHY Dugc TP. HCM), viéc Uing dung ky
thuat PCR ctia Viét Nam khong hé thua
kém céc nudc trong khu vuc va dang
dugc st dung rat hiéu qua. PCR dugc
dua vao Viét Nam ti nam 1988, dén
nay co6 rat nhiéu phong thi nghiém
da dugc trang bi mdy PCR nhu Trudng
PH Y Dugc TPHCM, PH Khoa hoc Tu
nhién TPHCM, Vién Sinh hoc Nhiét ddi,
Vién Thuay san, Bénh vién BH Y-Duac,
Bénh vién Nhiét ddi, Trung tam Y khoa
Medic,... va cd cac cong ty san xudt
cung cdp nguyén vat liéu va dich vu
sinh hoc nhu Cong ty Nam Khoa, ... Ky
thuat PCR da dugc ing dung tai VN dé
xét nghiém nhanh va chinh xac mét s6
bénh nhu lao phéi, viém gan B, viém
gan C, cim H5N1, HIV, s6t xuat huyét, u

Mdy PCR “doi dau” véi 3 bé nhiét
riéng chua c6 buéng phdn iing
tudong

Mdy PCR c6 1 buéng phadn ting
twdéng thay déi nhiét dé

/

Két qua xét nghiém
RT-PCR phdt hién
HCV-RNA

duoc thuc hién voi
NKHCV-RTPCR kit

nht (virus Human Pailloma), mun giop
(virus Herpes), viém mang mu nao,
mot s6 bénh ung thu. Phong Di truyén
Phan t thudc Trung tam Cong nghé
Sinh hoc (PHQG Ha Néi) da ung dung
PCR dé tim bénh ung thu cho ngudi va
cd ngay tu trong bao thai, du bdo bénh
ung thu cho ngudi va céc thé hé con
cai cda ho.

Viéc chan doén viém mang mua néo lic
trudc chithuc hién bang phuong phap
soi, nudi cdy va dinh danh, cac bac si
dua vao cac triéu ching lam sang,
sinh héa va phai mat tir 12 dén 24 gio
dé chan doan bénh, nay chi can chay
PCR véi mot lugng nhd mau dich nao,
trong vong 6 gid la da c6 két qua. Day
la thanh céng do nhém nghién clu
ctia ThS. Nguyén Hoang Chuong - BH
Khoa hoc Tu nhién da thuc hién dugc
cach day vai nam. V&i bénh viém gan
siéu vi B va C thay vi trudc day phai gui
mau ra nudc ngoai xét nghiém mat
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MK Thang DNA
1 Chng [+] Y. .
2 Ching [] Két qua xét nghiém
3.4,5.7.8 HBV-DNA [+] PCR phdt hién
6 HBV-DNA[-] HBV-DNA
duoc thu'c hién voi
250bp (HBV+) NKHBV-PCR kit

<«—— £190bp (IC+)

MK Thang DNA markers, steps 100bps
1 HCV [+] manh

4  HCV [+], Internal control [+]

5  HCV [+] yéu, Internal control [+]

6 Ucché

HCV[+]: #240bp

IC[+]: #190bp

khoang mét thang méi c6 két qua thi
nay Ung dung ky thuat nay tai TPHCM
chimat 4 gid van cho két qua chinh xac
tuong tu, dé la nghién ctiiu khong mét
mai cta TS. Pham Hung Van va nhém
nghién ctu truong BH Y TPHCM. TS.
Van cling nghién ctu thanh cong va
Ung dung lam sang kip thoi phat hién
virus H5N1 trong bénh cim gia cam
cling nhu virus Dengue trong bénh sét
xuat huyét chi trong vong 4 giG ngay
trong thai diém xay ra dich bénh.

Hién tai gia thanh xét nghiém bang
phuong phap PCR cao hon cac
phuong phap khac vi nhiing han ché
chua gidi quyét dugc vé thiét bi cling
nhu hoéa chat dé thuc hién. Cac nha
khoa hoc tam huyét Viét Nam van
dang nghién cliiu dé rat ngdn thoi
gian hon nira cling nhu giam cac chi
phi xét nghiém dé co6 thé tng dung
phd bién PCR gilp xac dinh nhanh

__trong viéc kham va chira bénh.0

MJ Research Tetrad PTC-225 Thermo
Cycler. Mdy ¢6 4 (c6 thé Idp 8) buéng
4 twdéng thay déi nhiét dé



