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TÓM TẮT: Xây dựng thành công kĩ thuật PCR chẩn đoán Leptospira spp. gây bệnh xoắn khuẩn vàng 
da trên người. Ngưỡng phát hiện của kĩ thuật là 101 copies/µl tương đương 102 CFU/ml. Độ nhạy PCR 
trên chủng vi khuẩn là 100%. Độ nhạy PCR trên mẫu huyết thanh của người có chứa vi khuẩn Leptospira 
spp. là 93%. Độ đặc hiệu đạt 100%. Kĩ thuật có thể đáp ứng được yêu cầu xét nghiệm sàng lọc chẩn 
đoán sớm ca bệnh hoặc giám sát tỉ lệ lưu hành của xoắn khuẩn Leptospira spp. tại các tuyến quân y cơ 
sở, nơi có cơ sở vật chất phòng thí nghiệm chưa được phát triển.
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ABSTRACT: Successfully conducting PCR method identifying Leptospira spp. that causes 

Leptospirosis on human. The threshold of detection is 101 copies/µl corresponding to 102 CFU/ml. The 
sensitivities on bacteria and human sera with Leptospira spp. inoculated were respectively 100% and 
93% (26 positive out of 28). The specificity reached 100%. The method can be met the demand of 
screening examination for early diagnostic of case or surveillance of Leptospira spp.’s circulating rate in 
army units whose laboratory facilities undeveloped.
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ.
Bệnh xoắn khuẩn vàng da là bệnh từ động vật 

truyền sang người do Leptospira spp. gây ra, với 
các thể lâm sàng đa dạng từ nhiễm khuẩn thể ẩn, 
thể nhẹ không có vàng da hoặc không có biểu hiện 
viêm màng não đến thể lâm sàng cấp tính điển hình.

Thể bệnh nặng (còn gọi là hội chứng Weil), 
ngoài các triệu chứng cơ năng như thể bệnh không 
vàng da, còn có vàng da, vàng mắt, nước tiểu sẫm 
màu, xuất huyết và có thể gây tử vong. Theo Tổ 
chức Y tế thế giới (2007), ước tính hằng năm, 
trên thế giới có từ 7-9 triệu ca nhiễm Leptospira, 
trong đó, có 58.900 ca tử vong [1]. Ở Việt Nam, 
thường gặp 12 serovar gây bệnh, phổ biến nhất là 
L. interohaemorrhagiae, có độc lực cao, gây bệnh 
xoắn khuẩn vàng da.

Hiện nay, quá trình điều trị, điều tra và giám sát 
dịch do Leptospira còn nhiều khó khăn do hạn chế 
của các kĩ thuật xét nghiệm, các xét nghiệm kinh 
điển chỉ phát hiện được bệnh ở giai đoạn muộn. 
Đặc biệt, trong quân đội, nhiều lực lượng thường 

xuyên phải hành quân trên những địa bàn có nguy 
cơ nhiễm bệnh cao, nhưng một số xét nghiệm kinh 
điển để phát hiện chính xác tác nhân gây bệnh do 
Leptospira còn nhiều hạn chế về thời gian, kĩ thuật, 
giá thành…, gây khó khăn cho việc chẩn đoán ca 
bệnh và giám sát dịch.

Xuất phát từ nhu cầu thực tiễn này, chúng tôi 
tiến hành nghiên cứu xây dựng kĩ thuật PCR cơ 
bản chẩn đoán Leptospira spp. nhằm mục đích 
phát hiện nhanh, chính xác tác nhân gây bệnh xoắn 
khuẩn vàng da ở giai đoạn sớm và phục vụ công 
tác giám sát dịch với giá thành không quá cao.

2. ĐỐI TƯỢNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNGPHÁP 
NGHIÊN CỨU.

2.1. Đối tượng nghiên cứu:
- Huyết thanh người thu thập tại Viện Y học dự 

phòng Quân đội.
- Mồi (primer) phát hiện Leptospira spp.được 

thiết kế trên trình tự gen lfb nằm trên locus LA0322 
của L. interrogans Lai [5] [6].
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2.2. Vật liệu, thiết bị sử dụng nghiên cứu:
- Vật liệu nghiên cứu:
+ Chứng dương: 1 chủng chuẩn L. 

interohaemorrhagiae gây bệnh do Viện Pasteur 
thành phố Hồ Chí Minh cung cấp.

+ Chứng âm: 1 chủng L. biflexa không gây bệnh 
do Viện Pasteur thành phố Hồ Chí Minh cung cấp.

+ Các chủng Neisseria meningitidis,Salmonella, 
Staphylococcus aureus, Shigella,Leptospira biflexa 
(không gây bệnh) lưu giữ tại Khoa Vi sinh vật, Viện 
Y học dự phòng Quân đội.

+ Đầu côn các loại 10, 20, 100, 200 µl; ống 
nghiệm eppendorf các loại 0,2 ml, 1,5 ml; găng tay 
không bột tan.

- Thiết bị: máy PCR Techni (Trung Quốc), máy 
lắc vortex, máy ủ nhiệt, máy li tâm,bộ điện di, hệ 
thống đọc gel, tủ an toàn sinh học.

- Sinh phẩm hóa chất: sinh phẩm tách chiết 
DNA của Hãng QIAGEN (Đức), Taq PCR Master 
mix của hãng QIAGEN (Đức), thạch Agarose, dung 
dịch TBE 10X và các hóa chất điện di.

2.3. Phương pháp nghiên cứu:
- Thiết kế nghiên cứu: thực nghiệm và mô tả.
- Nội dung nghiên cứu và kĩ thuật thực hiện:
+ Tiêu chí lựa chọn cặp mồi cho PCR: (1) có 

độ nhạy và độ đặc hiệu cao; (2) phù hợp với 
chẩn đoán các loài Leptospira gây bệnh hiện 
đang lưu hành ở Việt Nam; (3) có độ phù hợp 
cao nhất với các chủng Leptospira gây bệnh 
trên ngân hàng gen.

Phương pháp lựa chọn: tham khảo các nghiên 
cứu đã công bố trên thế giới. Sử dụng các cộng cụ 
tin sinh học như phần mềm thiết kế mồi Primer3 và 
BLAST để kiểm tra các tham số của cặp mồi.

+ Tách chiết và tinh sạch DNA: các mẫu chủng 
nghiên cứu được tách chiết theo hướng dẫn 
của sinh phẩm tách chiết DNA Mini Kit của hãng 
QIAGEN (Đức).

+ Tối ưu phản ứng PCR: tiến hành khảo sát để 
lựa chọn nồng độ MgCl2 phù hợp lần lượt là 1,5 
mM, 2mM, 2,5mM, 3 mM. Các thành phần khác 
của phản ứng PCR thực hiện theo hướng dẫn 
trong bộ sinh phẩm Taq PCR Master Mix của hãng 
QIAGEN.

Tiến hành khảo sát lựa chọn nhiệt độ bắt cặp 
mồi phù hợp, lần lượt là 53oC, 55oC, 57oC, 60oC. 
Thành phần phản ứng PCR sau tối ưu: 2X Master 
Mix (25 µl); cặp mồi có nồng độ 20 µM (1 µl); hỗn 
dịch DNA tách chiết (10 µl); MgCl2 nồng độ 25 mM 

(1 µl); nước (12 µl). Tổng thể tích 50 µl; điều kiện 
phản ứng PCR: 94oC - 3 phút; 35 chu kì gồm 3 
bước: 94oC - 30 giây, 57oC - 45 giây, 72oC - 45 giây; 
và 72oC - 10 phút, giữ ở 4oC.

+ Xác định ngưỡng phát hiện phản ứng PCR: 
pha loãng mẫu DNA của chủng chuẩn Leptospira 
gây bệnh từ 106-100 copies/µl. Thực hiện phản 
ứng PCR (đã được tối ưu) lần lượt trên các mẫu 
DNA đã pha loãng như trên (mỗi thử nghiệm lặp 
lại 3 lần).

+ Xác định độ đặc hiệu: tiến hành phản 
ứng PCR trên các mẫu DNA được tách chiết từ 
các chủngNeisseria meningitidis; Salmonella; 
Staphylococcus aureus; Shigella;L. biflexa(không 
gây bệnh) và L. interrohaemoragiae (mỗi thử 
nghiệm được lặp lại 3 lần).

+ Độ nhạy của kỹ thuật PCR: xác định độ nhạy 
trên các mẫu huyết thanh người, pha các mẫu 
chứa chủng chuẩn Leptospira gây bệnh với nồng 
độ 104 vi khuẩn/ml vào 28 tube, mỗi tube chứa 0,5 
ml huyết thanh. Thực hiện tách chiết và phản ứng 
PCR theo quy trình đã nêu trên. Cách tính độ nhạy, 
độ đặc hiệu:

Phản 
ứng

Panel Tổng(+) (-)

PCR (+) a (dương 
tính thật)

c (dương 
tính giả) a + c

PCR (-) b (âm 
tính giả)

d (âm 
tính thật) b + d

Tổng a + b c + d N = a + b 
+ c + d

- Công thức tính độ nhạy:

Se = a x 100a + b
- Công thức tính độ đặc hiệu:

Sp = d x 100c + d
+ Điện di sản phẩm khuếch đại PCR: phát hiện 

sản phẩm PCR bằng phương pháp điện di trên gel 
thạch (1,2-1,5%), cường độ dòng điện 100V và đọc 
sản phẩm trên đèn UV.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU.
3.1.Kết quả lựa chọn cặp mồi:
Lựa chọn cặp mồi của tác giả Merien (2005), 

được thiết kế trên trình tự gen locus LA0322 
của L. interrogans Lai. Mồi xuôi: LFB1-F5’-
CATTCATGTTTCGAATCATTTCAAA-3’;   mồi        ngược: 
LFB1-R5’-GGCCCAAGTTCCTTCTAAAAG-3’; sản 
phẩm khuếch đại 331 bp.
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3.2. Kết quả tối ưu phản ứng PCR:
- Nồng độ MgCl2 tối ưu cho phản ứng PCR: 2 mM.

  M     1    2    3   4    5     1    2    3    4   5     M   1      2     3    4    5    1     2     3     4    5
            3 mM                        2,5 mM                          2 mM                         1,5 mM

Hình1: Kết quả khảo sát nồng độ MgCl2, nhiệt độ gắn mồi của phản ứng PCR.
- Nhiệt độ bắt cặp tối ưu cho PCR: 57oC.

M 1 2 3 4 5

Thang chuẩn 53oC 55oC 57oC 60oC Chứng âm

3.3. Kết quả xác định ngưỡng phát hiện của phản ứng PCR:
Ngưỡng phát hiện của phản ứng PCR là 101 copies/phản ứng, tương đương với 102 vi khuẩn/ml mẫu. 

Kết quả ở hình 2 cho thấy nồng độ DNA thấp nhất cho hình ảnh sản phẩm điện di rõ nét là 10 copies/
phản ứng.

         M             1              2              3               4              5              6             7
Hình 2: Kết quả điện di xác định ngưỡng phát hiện của phản ứng PCR.

M 1 2 3 4 5 6 7

Thang chuẩn 
100 bp

105 copies/ 
phản ứng

104 copies/ 
phản ứng

103 copies/ 
phản ứng

102 copies/ 
phản ứng

101 copies/ 
phản ứng

1 copies/ 
phản ứng Chứng âm

3.4. Kết quả xác định độ đặc hiệu của phản ứng PCR:
- Kết quả xác định độ đặc hiệu của kĩ thuật.

Tên chủng Số lượng Kết quả
Dương tính Âm tính

N. meningitidis 7 0 7
Salmonella 5 0 5
S.aureus 6 0 6
Shigella; 5 0 5
 L. biflexa 7 0 7

Tổng 30 0 30
Độ đặc hiệu của phản ứng PCR trên các chủng thử nghiệm là 100%.
- Kết quả ở hình 3 cho thấy, không hình ảnh sản phẩm điện di trên các mẫu thử nghiệm. Điều đó 

chứng tỏ không có sự bắt cặp chéo giữa cặp mồi sử dụng chẩn đoán Leptospira gây bệnh với các trình 
tự DNA của các loài vi khuẩn khác.

 331 bp 

 331 bp 
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              1            2              3             4               5                6             7             M
Hình 3: Kết quả điện di độ đặc hiệu của phản ứng PCR.

Ghi chú: (1) chứng âm; (2) N. meningitidis; (3) Salmonella; (4) S. aureus; (5) Shigella; (6) L. biflexa; 
(7) L. interrohaemoragiae; (M) thang chuẩn 100 bp.

3.5. Kết quả xác định độ nhạy của phản ứng PCR trên mẫu huyết thanh:
- Kết quả độ nhạy của kĩ thuật.

Tổng số mẫu thử Kết quả
Dương tính thật Âm tính giả

28 26 2
Tỉ lệ 93% 7%

Độ nhạy của kỹ thuật PCR trên các mẫu huyết thanh chứa chủng Leptospira gây bệnh trên người là 
26/28 (93%). Kết quả điện di ở hình 4 và hình 5 cho thấy, có 26 mẫu dương tính và 2 mẫu âm tính (giếng 
11 trên hình 4 và giếng 8 trên hình 5) với phản ứng PCR trên tổng số 28 mẫu huyết thanh của bệnh nhân.

       1     2       3      4      5       6      7      8      M       (-)     9      10    11    12    13   14    
Hình 4. Kết quả điện di của phản ứng PCR trên mẫu huyết thanh. 

(M) Thang chuẩn 100 bp; (-) chứng âm; các số còn lại là mẫu thử nghiệm

     1      2      3       4       5        6       7      8         9      10      11    M    (-)      12     13    14
Hình 5. Kết quả điện di của phản ứng PCR trên mẫu huyết thanh chứa vi khuẩn Leptospira gây bệnh. 

(M) thang chuẩn 100 bp; (-) chứng âm; các số còn lại là mẫu thử nghiệm.

 331 bp 

 331 bp 

 331 bp 

4. BÀN LUẬN.
	Cặp mồi được lựa chọn sử dụng trong nghiên 

cứu thiết kế trên vùng gen locus LA0322 của L. 
interrogans Lai, là vùng gen bảo thủ, đặc hiệu đối 
với nhóm Leptospira interrogans sensu lato, bao 

gồm 7 loài (phân loại theo gen) gây bệnh đã được 
xác nhận. Trong số 24 serovar Leptospira đại diện 
cho 24 nhóm huyết thanh đã được F merien và 
cộng sự (2005) nghiên cứu với cặp mồi này,

(Xem tiếp trang 55)
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y dược thế giới. Đúng như mong 
muốn của người sáng lập, nhà bác 
học Louis Pasteur, viện Pasteur 
Paris là một tổ chức tư nhân, phi 
lợi nhuận, nơi dành cho các hoạt 
động nghiên cứu, sản xuất vắc-xin 
phòng ngừa bệnh truyền nhiễm, 
phổ biến các giải pháp phòng bệnh 
cho cộng đồng. Viện Pasteur Paris 
đã đưa những phát minh y học đến 
đại chúng, không chỉ tập trung vào 
những bệnh dịch tại Pháp, mà còn 
mở rộng hoạt động ra toàn thế giới, 
cùng nền y tế thế giới góp phần kiểm 
soát các bệnh truyền nhiễm nguy 
hiểm như dại, uốn ván, bạch hầu, 
bệnh lao, bại liệt, cúm, sốt vàng da... 
Viện Pasteur Paris vẫn giữ quan hệ 
khăng khít và có cơ chế phối hợp 
với tất cả các viện Pasteur trên thế 
giới nhằm cung cấp những thông 
tin, nghiên cứu về các loại bệnh và 
cùng nhau thúc đẩy công tác dịch 
tễ, y tế dự phòng, ngăn ngừa sự 
lan truyền các bệnh do virút hay vi 
khuẩn, những bệnh dịch mới đe dọa 
sức khỏe toàn cầu (như H5N1, virút 
chikungunya, SARS, HIV…). Trong 
hệ thống các viện Pasteur đã nêu, 
cho đến nay, vẫn còn nhiều viện 
Pasteur hoạt động và phát triển tại 
các quốc gia, trong đó có những 
nước từng là thuộc địa của Pháp. 
Điều đó chứng tỏ sự thành công của 
Louis Pasteur và viện Pasteur Paris 
trong việc mở rộng mô hình viện 
Pasteur ra các thuộc địa của Pháp 
và trên toàn thế giới.
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(Tiếp theo trang 35)

có 12 serovar gây bệnh phổ biến (tương ứng với các serovar lưu 
hành ở Việt Nam) và 12 serovar không gây bệnh, cùng 16 chủng 
của các loài vi khuẩn khác. Kết quả cho thấy, cặp mồi có độ đặc 
hiệu 100%. Phản ứng PCR đã được tối ưu hóa trên hai tham số 
chính là nhiệt độ bắt cặp và nồng độ MgCl2. Kết quả, nhiệt độ bắt 
cặp tối ưu là 57oC và nồng độ MgCl2 là 2 mM (khuyến cáo của 
hãng QIAGEN là 1,5 mM). Ngưỡng phát hiện của phản ứng là 101 
copies/µl; tương đương với khoảng 102 vi khuẩn/ml mẫu huyết 
thanh pha vi khuẩn ban đầu. Theo F merien thì nồng độ vi khuẩn 
trong máu, nước tiểu ở những ca bệnh nhiễm Leptospira có biểu 
hiện lâm sàng rõ rệt là ≥ 104 vi khuẩn/ml. Như vậy, với ngưỡng 
phát hiện như trên, kỹ thuật PCR được xây dựng có thể phát hiện 
được vi khuẩn Leptospira trong máu, hoặc nước tiểu của tất cả 
ca bệnh lâm sàng, thậm chí còn phát hiện được ở giai đoạn trước 
khởi phát. Độ nhạy (93%) và độ đặc hiệu (100%) của phản ứng 
PCR tương đương với một số nghiên cứu trên thế giới (độ nhạy 
dao động từ 90-95%; độ đặc hiệu là 100%).

Nghiên cứu ứng dụng kĩ thuật PCR trong xét nghiệm phát hiện 
nhanh tác nhân gây bệnh nói chung và Leptospira nói riêng giúp 
tăng cường năng lực chẩn đoán sớm dịch bệnh trong quân đội. 
Mặt khác, kĩ thuật cũng mang tính khả thi cao do có thể tiết kiệm 
được giá thành so với các kĩ thuật như realtime PCR hoặc Nested 
PCR mà vẫn bảo đảm được độ nhạy và độ đặc hiệu dùng cho 
chẩn đoán.

5. KẾT LUẬN.
Xây dựng thành công kỹ thuật PCR chẩn đoán Leptospira spp. 

gây bệnh xoắn khuẩn vàng da trên người. Ngưỡng phát hiện của 
kĩ thuật là 101 copies/µl tương đương 102 CFU/ml. Độ nhạy PCR 
trên chủng vi khuẩn là 100%. Độ nhạy PCR trên mẫu huyết thanh 
của người có chứa vi khuẩn Leptospira spp. là 93%. Độ đặc hiệu 
đạt 100%.

Kĩ thuật có thể đáp ứng được yêu cầu xét nghiệm sàng lọc 
chẩn đoán sớm ca bệnh hoặc giám sát tỉ lệ lưu hành của xoắn 
khuẩn Leptospira spp..
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