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Abstract: This article aims to establish a novel cytochrome b real-time PCR assay using Taqman 

probe for identification of P. malariae and its discrimination from other Plasmodium human 

infecting species. The optimization of real-time PCR assay with 1X QuantiTect Probe PCR Master 

Mix, primers and probe used at concentrations of 0.4 μM and 0.1 μM, respectively; and 2.5 mM 

MgCl2, 5 μl DNA template and deionized H2O of 20 μl, was performed using a real-time 

PCR instrument. The developed real-time PCR assay was evaluated for the limit of detection, 

stability on standard panels (109-100 copies/ µl), as well as the sensitivity, specificity on control 

groups. The probit analysis demonstrates that the 95% detection limit was <0.5 parasite/μl, both the 

sensitivity and specificity of the assay were 100% when evaluated on the control groups.  

Additionally, the assay initially evaluated on 41 clinical samples including 21 malaria samples and 

20 samples of volunteer blood donors, identified 1 positive sample with P. malariae from the disease 

group, which shows a concordant result with nested PCR. This novel Cyt b real-time PCR assay for 

identifying P. malariae may also facilitate earlier discrimination of P. malariae from other 

Plasmodium parasites with high sensitivity. 
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Tóm tắt: Plasmodium malariae có thể bị bỏ sót chẩn đoán với các kỹ thuật xét nghiệm thông thường 

khi mật độ ký sinh trùng trong máu thấp hoặc đồng nhiễm với loài ký sinh trùng sốt rét (KSTSR) 

khác. Nghiên cứu này đã phát triển kỹ thuật real-time PCR với gen đích là cytochrome b ty thể có 

ưu điểm đa bản copy cũng như phân biệt P. malariae với các loài Plasmodium gây bệnh sốt rét khác. 

Phản ứng real-time PCR tối ưu với thành phần: 1X QuantiTect Probe PCR Master Mix; 0,4 μM mồi 

xuôi, mồi ngược mỗi loại; 0,1 μM probe; 2,5 mM MgCl2; 5 μl DNA khuôn, điều chỉnh H2O khử ion 

đủ thể tích 20 μl. Kỹ thuật được đánh giá trên bộ mẫu chuẩn chứng dương plasmid nồng độ pha 

loãng 109-100 copy/ μl, ngưỡng phát hiện đạt <0,5 KSTSR/μl, độ nhạy, độ đặc hiệu 100% khi thử 

nghiệm trên mẫu chứng. Đồng thời, kỹ thuật đã được đánh giá bước đầu trên 41 mẫu lâm sàng gồm 

21 mẫu nhóm bệnh và 20 mẫu từ người hiến máu tình nguyện, xác định được 1 mẫu nhiễm P. 

malariae trong nhóm bệnh, đồng nhất với kết quả của nested PCR, khẳng định bằng giải trình tự. 

Đây là nghiên cứu mới về phát triển kỹ thuật cyt b real-time PCR có độ nhạy cao trong xác định P. 

malariae, giúp phân biệt với các loài KSTSR sốt rét khác. 

Từ khóa: Cytochrome b, ký sinh trùng sốt rét, Plasmodium malariae, ty thể, real-time PCR. 

1.  Mở đầu* 

Sốt rét là một trong những căn bệnh truyền 

nhiễm do ký sinh trùng ảnh hưởng lớn đến sức 

khỏe cộng đồng. Bệnh thường phổ biến ở vùng 

nhiệt đới và cận nhiệt đới của Châu Phi, Châu Á, 

Châu Mỹ, nơi có nhiệt độ, chế độ mưa cũng như 

độ ẩm cao do KSTSR Plasmodium được lây 

truyền qua vật chủ trung gian là muỗi Anopheles. 

Có năm loài Plasmodium gây bệnh sốt rét ở 

________ 
* Tác giả liên hệ. 
   Địa chỉ email: hangdinhbio@gmail.com    

   https://doi.org/10.25073/2588-1132/vnumps.4233 

người gồm Plasmodium falciparum (P. 

falciparum), Plasmodium vivax (P. vivax), 

Plasmodium ovale (P. ovale), Plasmodium 

malariae (P. malariae) và Plasmodium knowlesi 

(P. knowlesi) [1]. Theo ước tính của Tổ chức Y 

tế Thế giới (WHO), năm 2018, có 228 triệu ca 

sốt rét trên hơn 80 quốc gia (gây tử vong khoảng 

405 nghìn người), so với 251 triệu ca năm 2010 

và 231 triệu ca năm 2017. Trong đó, khu vực 

Châu Phi vẫn chiếm áp đảo về cả số ca bệnh cũng 
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như tử vong với tỷ lệ lần lượt là 93% và 94%. 

Tiếp theo sau là khu vực Đông Nam Á và Đông 

Địa Trung Hải với tỷ lệ ca bệnh lần lượt là 3,4% 

và 2,1%. Nhờ chương trình phòng chống sốt rét 

toàn cầu, WHO cũng đã ghi nhận khu vực Đông 

Nam Á giảm được số ca tử vong do sốt rét hơn 3 

lần trong khoảng chưa đầy một thập kỷ qua, 12 

nghìn ca năm 2018 so với 39 nghìn ca năm 2010. 

Đặc biệt, 6 quốc gia thuộc khu vực sông Mê-

kông gồm Campuchia, Trung Quốc (tỉnh Vân 

Nam), Lào, Myanma, Thái Lan, Việt Nam tiếp 

tục đạt được những thành tựu đáng nổi bật đó là 

giảm số ca bệnh 76%, số ca tử vong 95%, và mục 

tiêu là loại trừ bệnh sốt rét đến năm 2030 [2]. 

Mặc dù đạt được những thành công như vậy 

nhưng công cuộc phòng chống sốt rét trên toàn 

cầu vẫn không được phép chủ quan. Lịch sử đã 

chứng minh việc quay trở lại mạnh mẽ và nguy 

hiểm hơn của các chủng KSTSR và những hậu 

quả tai hại khi chương trình phòng chống sốt rét 

không được đầu tư ở các quốc gia một cách toàn 

diện và đúng mức [3]. 

Hai loài KSTSR P. falciparum và P. vivax là 

nguyên nhân chủ yếu gây bệnh sốt rét, trong đó 

nhiều nhất vẫn là P. falciparum. Tuy nhiên, hiện 

nay sốt rét không phải do P. falciparum và P. 

vivax là một thách thức lớn đe dọa công cuộc loại 

trừ bệnh sốt rét trên toàn cầu. Bởi trước đây, các 

nguồn lực chủ yếu tập trung vào hai căn nguyên 

chính trên, trong khi đó, các loài KSTSR gây 

bệnh còn lại ít được chú ý và thậm chí là mầm 

bệnh nhiệt đới bị lãng quên. Điển hình là P. 

malariae, bởi nhiễm KSTSR này thường không 

có triệu chứng và hiếm khi dẫn đến bệnh cảnh 

lâm sàng nặng hoặc tử vong, nhất là những 

trường hợp nồng độ KSTSR trong máu thấp hay 

đồng nhiễm với P. falciparum hoặc P. vivax thì 

P. malariae thường bị bỏ sót. Tuy nhiên, điểm 

tai hại là loài ký sinh trùng này gây nhiễm trùng 

mạn tính ở mức độ thấp kéo dài hàng thập kỷ và 

có liên quan đến bệnh thận và thiếu máu [4]. Sự 

tồn tại dai dẳng, cũng như các đặc điểm cận lâm 

sàng của P. malariae đã góp phần làm bùng phát 

bệnh sốt rét rải rác ở khu vực Amazon của 

Colombia. P. malariae có thể gây suy thận giai 

đoạn 5 không hồi phục. Đồng thời, sự lưu hành 

của P. malariae trong máu có thể làm tăng nguy 

cơ tổn thương thận và suy giảm chức năng thận, 

đặc biệt là ở trẻ em [5].  

Để điều trị sốt rét do P. malariae, phác đồ 

điều trị chuẩn sử dụng chloroquine, và đối với P. 

falciparum cũng như nhiễm trùng hỗn hợp, đó là 

phác đồ phối hợp artemisinin, giúp tiêu diệt đồng 

thời P. falciparum và P. malariae. Đặc biệt, P. 

malariae làm tăng sản xuất giao tử của P. 

falciparum trong nhiễm trùng hỗn hợp, và các 

giao tử này có thể tồn tại khi không được điều trị 

với phác đồ phù hợp. Do đó, các phương pháp 

xét nghiệm có độ nhạy cao giúp chẩn đoán chính 

xác P. malariae là cấp thiết, giúp xác định căn 

nguyên cũng như cung cấp dữ liệu dịch tễ cho 

các hướng dẫn quản lý phòng chống sốt rét hiệu 

quả [6]. Mặc dù PCR là phương pháp chẩn đoán 

có độ nhạy cao hơn so với kỹ thuật kính hiển vi-

phụ thuộc nhiều vào thời gian thu thập mẫu cũng 

như kinh nghiệm của kỹ thuật viên, tuy nhiên 

PCR vẫn còn hạn chế khi mật độ KSTSR trong 

máu thấp. Điều này có thể được cải thiện bằng 

real-time PCR, đặc biệt là real-time PCR có độ 

nhạy cao khi nhắm vào các gen mục tiêu đa bản 

copy [5,7]. Trong bài báo này, chúng tôi đã phát 

triển kỹ thuật real-time PCR để xác định chính 

xác KSTSR P. malariae, phân biệt với các loài 

Plasmodium gây bệnh sốt rét khác bằng cặp mồi, 

probe được thiết kế đặc hiệu cho gen ty thể 

cytochrome b (cyt b) với nhiều bản sao trong 

KSTSR, giúp tăng độ nhạy của phản ứng. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu và mẫu bệnh phẩm  

Mẫu plasmid tổng hợp pIDTBlue chứa trình 

tự gen cytochrome b trên ty thể của KSTSR P. 

malariae (đoạn 750 bp, vị trí nucleotide từ 5549 

đến 330, mã số AB354570 trên GenBank) đặt 

tổng hợp (hãng IDT, Mỹ), ký hiệu: pIDT-Mm-

cytB được sử dụng làm chứng dương.  

Mẫu DNA tổng số của các loài KSTSR bao 

gồm P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. 

knowlesi cung cấp bởi Viện Y học nhiệt đới, Đại 

học Tuebingen, CHLB Đức và Viện Sốt rét ký 

sinh trùng Quy Nhơn được sử dụng để đánh giá 

độ đặc hiệu của cặp mồi thiết kế xác định P. 
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malariae. 21 mẫu máu được lưu giữ trên giấy 

thấm Whatman 3MM (GE Healthcare) từ bệnh 

nhân sốt rét của miền Trung Việt Nam (Kí hiệu: 

P1-21) và 20 mẫu DNA huyết tương người hiến 

máu tình nguyện cung cấp bởi Học viện Quân y 

được sử dụng để đánh giá kỹ thuật. 

2.2. Thiết lập kỹ thuật Taqman Probe real-

time PCR 

Cặp mồi, taqman probe có tên qMm-F/R, 

qMm-Pr (tổng hợp bởi hãng IDT, Mỹ) được thiết 

kế để nhân một đoạn gen cyt b ty thể của P. 

malariae sử dụng phần mềm Primer3plus và 

Bioedit dựa trên các trình tự gen cyt b tham 

chiếu của 5 loài Plasmodium gây bệnh sốt rét 

ở người công bố trên Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, accession no. 

NC_002375 (P. falciparum), AY598035 

(P. vivax), AB354570 (P. malariae), AB182497.1 

(P. ovale) [8], AY598141 (P. knowlesi). Trình tự 

mồi xuôi, ngược và probe như sau, qMm-F: 5’-

CAAGTTATAGAACTTCTGGTTTAAT-3’; qMm-R: 

5’- CGGAACAATTATACTATGTACCATA-3’; qMm-Pr: 5’-

FAM - ACTCATACATCCTAACTTTATTAACGTATC -

BHQ1-3’. Quá trình thiết lập kỹ thuật real-time 

PCR bao gồm tối ưu các thành phần phản ứng 

cũng như chất phụ gia (nếu cần); khảo sát chu 

trình nhiệt, trong đó lần lượt đánh giá ở các nhiệt 

độ gắn mồi khác nhau trên cơ sở phản ứng real-

time PCR tiêu chuẩn. Phản ứng real-time PCR 

có thành phần: 1X QuantiTect Probe PCR 

Master Mix (Qiagen, Đức); 0,2-0,5 μM mồi 

xuôi, mồi ngược mỗi loại; 0,02-0,2 μM probe; 0-

3 mM MgCl2; 0-5% DMSO (dimethyl 

surfomid); 0-1,2 M Betaine; 2-5 μl DNA khuôn 

là plasmid chứng dương, điều chỉnh H2O khử ion 

đủ thể tích 20 μl. Quá trình khuếch đại được thực 

hiện trên máy real-time PCR Rotor-Gene Q 

(Qiagen, Đức) và CFX-96 (Bio-

rad Laboratories, Inc.), với chu trình: (50oC/ 2 

phút) (95oC/ 15 phút) (94oC/ 15 giây, 56-60oC/ 

60 giây) x 45 chu kỳ, duy trì ở 37oC. Kết quả 

real-time PCR tối ưu được lựa chọn tại những giá 

trị khảo sát cho chu kỳ ngưỡng Ct (Cycle 

threhold) sớm nhất. 

2.3.  Đánh giá kỹ thuật real-time PCR xác 

định P. malariae  

DNA tổng số KSTSR được tách từ mẫu giấy 

Whatman 3MM chứa giọt máu khô theo quy 

trình bộ kit GeneJET Whole Blood Genomic 

DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Mỹ), 

thu 50 µl mẫu DNA tổng số. Tóm tắt như sau: 

Dùng kéo vô trùng cắt ½ khoanh giấy thấm chứa 

giọt máu khô cho vào Eppendorf 1,5. Bổ sung 

dung dịch Digestion cùng proteinase K vào 

Eppendorf 1,5 chứa mẫu giấy thấm theo hàm 

lượng khuyến cáo của nhà sản xuất. Các bước 

tiếp theo thực hiện theo quy trình hướng dẫn của 

bộ kit. Lưu ý ở bước chuyển hỗn hợp lên cột lọc 

đó là chỉ sử dụng phần dịch, tránh lấy phần giấy 

thấm để tránh tắc cột lọc. Mẫu DNA tổng số 

được kiểm tra độ tinh sạch, nồng độ bằng máy 

đo quang phổ, sử dụng cho phản ứng real-time 

PCR hoặc bảo quản điều kiện -20oC cho sử dụng 

lâu dài. 

Đánh giá kỹ thuật real-time PCR xác định P. 

malariae trên mẫu chứng: bộ mẫu chuẩn DNA 

chứng dương được thiết lập từ mẫu plasmid 

pIDT-Mm-cytB pha loãng trong nước khử ion 

tạo dải nồng độ 109 -100 (copy/µl). Bộ mẫu chuẩn 

DNA dải nồng độ pha loãng được sử dụng để xác 

định giới hạn phát hiện (LOD) của phản ứng. Độ 

nhạy của kỹ thuật real-time PCR được đánh giá 

trên 30 mẫu chứng dương (gồm các mức nồng 

độ khác nhau của mẫu DNA plasmid chứng 

dương pha loãng trong nước khử ion). Mẫu 

chứng âm gồm 30 mẫu DNA của 4 loài là P. 

falciparum, P. vivax, P. ovale và P. knowlesi 

được sử dụng để đánh giá độ đặc hiệu. Các mẫu 

DNA pha loãng với các mức nồng độ khác nhau 

(chứng dương và chứng âm), nồng độ thấp nhất 

phải đảm bảo lớn hơn giới hạn phát hiện. Kỹ 

thuật real-time PCR được đánh giá đơn loài và 

hỗn hợp các loài bằng cách trộn mẫu DNA của 

P. malariae với lần lượt 4 loài Plasmodium còn 

lại và hỗn hợp cả 5 loài [9].  

 Đánh giá kỹ thuật real-time PCR xác định P. 

malariae trên mẫu lâm sàng: kỹ thuật real-time 

PCR được khảo sát trên 21 mẫu DNA tổng số từ 

mẫu máu lưu giữ trên giấy thấm của bệnh nhân 

sốt rét và 20 mẫu DNA tách chiết từ huyết tương 

người hiến máu tình nguyện. Đồng thời, 21 mẫu 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K0781
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K0781
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DNA của bệnh nhân sốt rét cũng được xác định 

loài bằng nested PCR theo quy trình của 

Snounou G và cộng sự [10]. Kết quả được khẳng 

định bằng giải trình tự. 

Nghiên cứu được thực hiện tại phòng Vi sinh 

và các mầm bệnh sinh học, Viện Nghiên cứu Y 

Dược học Quân sự - Học viện Quân y. Tất cả các 

thử nghiệm tối ưu, đánh giá đều được tiến hành 

lặp lại ít nhất 2 lần, xác định giá trị Ct trung bình, 

mỗi lần chạy đều có chứng âm là nước khử ion 

và chứng dương  

3. Kết quả 

3.1. Thiết lập kỹ thuật real-time PCR có độ 

nhạy cao trong xác định KSTSR P. malariae 

Để đảm bảo kỹ thuật real-time PCR xác định 

P. malariae được thiết lập thành công, cặp mồi, 

probe cần được thiết kế để nhân đoạn gen 

cytochrome b trên ty thể của P. malariae có tính 

bảo tồn cao trong loài cũng như phân biệt với 4 

loài Plasmodium gây bệnh sốt rét còn lại. Cặp 

mồi qMm (F+R) và probe qMmpr được kiểm tra 

lý thuyết bằng Primer BLAST và thực nghiệm 

với phản ứng real-time PCR tiêu chuẩn. Cặp mồi 

này được thiết kế đã khuếch đại đoạn gen đích 

cyt b có kích thước 116 bp, nằm hoàn toàn trong 

đoạn gen bao ngoài được tổng hợp hóa học của 

plasmid chứng dương. Như vậy, bước đầu cặp 

mồi pMm(F+R), probe pMmpr đã được thiết kế 

đặc hiệu cho P. malariae, cho phép nhân đoạn 

gen cyt b và thử nghiệm không bắt cặp chéo với 

các loài Plasmodium gồm P. falciparum, P. 

vivax, P. ovale và P. knowlesi (Hình 1).  

 

Hình 1. Biểu đồ tín hiệu huỳnh quang của phản ứng 

real-time PCR khuếch đại gen cyt b bằng cặp mồi 

pMm(F+R), probe pMmpr đặc hiệu xác định P. 

malariae. 

 
A)                                                                      B) 

Hình 2. Biểu đồ tín hiệu huỳnh quang khuếch đại gen cyt b của phản ứng real-time PCR 

A) Khảo sát nồng độ mồi từ 0,2-0,5 µM, B) Khảo sát nồng độ chất phụ gia DMSO từ 0-5%. 

Phản ứng real-time PCR sau khi chạy thử 

nghiệm ban đầu được tối ưu lần lượt các thành 

phần, chất phụ gia cũng như chu trình nhiệt. Tại 

mỗi yếu tố khảo sát, thông số được lựa chọn khi 

kết quả khuếch đại cho giá trị Ct trung bình nhỏ 

nhất và ổn định. Cụ thể, với nồng độ mồi, chúng 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Snounou%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8264734
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tôi khảo sát các giá trị từ 0,2-0,5 µM, kết quả thử 

nghiệm cho thấy, tại mức nồng độ mồi 0,4 µM 

cho kết quả tin cậy. Sau khi tối ưu được nồng độ 

mồi 0,4 µM, giá trị này được sử dụng cho việc 

khảo sát các yếu tố tiếp theo với nồng độ tối ưu 

probe 0,1 µM, MgCl2 2,5 mM. Điểm đặt biệt, hai 

chất phụ gia được khảo sát trong nghiên cứu này 

là DMSO và betaine có giá trị tối ưu đều bằng 0. 

Như vậy, có nghĩa là với phản ứng real-time PCR 

được thiết kế để xác định P. malariae này không 

cần bổ sung những chất phụ gia là DMSO và 

betaine (Hình 2). 

Tương tự, các điều kiện tối ưu khác của phản 

ứng real-time PCR đã được xác định là nhiệt độ 

gắn mồi 58oC, thể tích DNA 5 µl. Như vậy, thành 

phần, chu trình nhiệt của phản ứng tối ưu được 

xác định như sau: 1X QuantiTect Probe PCR 

Master Mix (Qiagen, Đức); 0,4 μM mồi xuôi, 

mồi ngược mỗi loại; 0,1 μM probe; 2,5 mM 

MgCl2; 5 μl DNA khuôn, điều chỉnh H2O khử 

ion đủ thể tích 20 μl. Chu trình nhiệt: (50oC/ 2 

phút) (95oC/ 15 phút) (94oC/ 15 giây, 58oC/ 60 

giây)x 45 chu kỳ, duy trì ở 37oC. 

3.2. Đánh giá kỹ thuật real-time PCR xác 

định P. malariae trên mẫu chứng và mẫu lâm 

sàng  

Kỹ thuật real-time có được thiết kế thành 

công hay không, điều kiện tiên quyết là cần được 

đánh giá trên các mẫu chứng cũng như mẫu lâm 

sàng để xác định độ nhạy, độ đặc hiệu, ngưỡng 

phát hiện cũng như độ ổn định. Khi khảo sát trên 

panel mẫu plasmid chứng dương, giá trị LOD 

được xác định là 11,1 copy/ μl (độ tin cậy 95%).

 

A)                                                                      B) 

Hình 3.  Khảo sát khả năng khuếch đại gen cyt b trên panel dải nồng độ pha loãng 109-100 copy/µl. 

A) Biểu đồ tín hiệu huỳnh quang khuếch đại gen cyt b bằng real-time PCR tối ưu của mẫu chứng dương S1-S10 

tương ứng với nồng độ 109-100 copy/µl. NC. Đối chứng âm. 

B)  Đường chuẩn được xây dựng dựa trên sự tương quan tuyến tính giữa nồng độ chứng dương và giá trị Ct của 

phản ứng real-time PCR.

Chúng tôi đã đánh giá trên 30 mẫu chứng 

dương và 30 mẫu chứng âm, kết quả độ nhạy, độ 

đặc hiệu đều đạt 100%. Đồng thời, cũng không 

có sự bắt cặp chéo trong xác định P. malariae 

bằng kỹ thuật real-time trên các mẫu DNA hỗn 

hợp 2 loài hay cả 5 loài Plasmodium. Kỹ thuật 
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real-time PCR cũng được chứng minh có độ ổn 

định tốt khi khảo sát nội phản ứng và liên phản 

ứng ở nồng độ chuẩn 105-104-103 copy/ µl đều 

cho giá trị hệ số biến thiên (CV) thấp, lần lượt là 

(0,15%; 0,14%; 0,2%) và (0,33%; 0,42%; 

0,60%) (Bảng 1). 

Bảng 1. Xác định hệ số biến thiên ở 3 mức nồng độ 105-103 copy/µl bằng kỹ thuật real-time PCR 

Nội phản ứng: 

Nồng độ 

(copy/µl) 

Ct1 Ct2 Ct3 Mean SD CV(%) 

105 21.64 21.70 22.01 21.78 0.16 0,74 

104 25.31 25.68 25.41 25.47 0.16 0,61 

103 29.04 29.60 29.26 29.30 0.23 0,79 

Liên phản ứng: 

Nồng độ 

(copy/µl) 

Lần 1 Lần 2 Lần 3 Lần 4 Mean SD CV(%) 

105 21,53 22,36 21,64 21,31 21,71 0,39 1,81 

104 25,17 26,31 25,08 25,36 25,48 0,49 1,92 

103 29,10 30,39 28,67 29,79 29,49 0,66 0,23 

(Ct: Chu kỳ ngưỡng; Mean: Trung bình; SD: Độ lệch chuẩn; CV: Hệ số biến thiên)  

Sau khi đánh giá thành công trên mẫu chứng, 

chúng tôi tiến hành đánh giá kỹ thuật trên mẫu 

lâm sàng. Trong 21 mẫu bệnh, theo quy trình xác 

định loài bằng nested PCR của Snounou G và 

cộng sự [10], chúng tôi đã xác định được 14 mẫu 

P. falciparum (P1, P3, P4, P7, P9, P11-18, P21), 

3 mẫu P. vivax (P2, P19, P20), 3 mẫu P. ovale 

(P5, P6, P8) và 1 mẫu P. malariae (P10). Kết 

quả, kỹ thuật real-time PCR cũng đã xác định 

được 1 mẫu dương tính với P. malariae là P10, 

phù hợp với nested PCR. Mẫu bệnh phẩm này 

đồng thời cũng được khẳng định bằng giải trình 

tự, chính xác là trình tự gen cyt b của P. malariae 

(Dữ liệu không trình bày). Các mẫu bệnh phẩm 

của bệnh nhân sốt rét còn lại (20 mẫu) cùng với 

20 mẫu nhóm chứng đều âm tính với P. malariae 

bằng kỹ thuật real-time PCR được thiết lập. 

4. Thảo luận 

Để định danh phân tử loài KSTSR gây bệnh 

sốt rét, hiện nay các đơn vị y tế ở Việt Nam chủ 

yếu sử dụng kit thương mại hoặc kit in-house 

PCR dựa trên các cặp mồi đã được công bố. 

Trong đó, kỹ thuật nested PCR khuếch đại gen 

18S ribosomal RNA gồm vòng ngoài xác định 

chi Plasmodium và vòng trong cho định danh 

từng loài được sử dụng phổ biến. Sở dĩ nhiều 

nghiên cứu sử dụng gen 18S rRNA trong chẩn 

đoán KSTSR do số lượng gen có thể lên đến 8 

bản copy/ KST và có tính bảo tồn cao [11]. Tuy 

nhiên, chính đặc điểm này khiến cho gen đích 

này có tính đặc hiệu không cao khi phân biệt giữa 

các loài Plasmodium, khó phân biệt chính xác 

từng loài cụ thể nếu không làm các xét nghiệm 

bổ sung - thực hiện PCR vòng trong [12]. Như 

vậy, đòi hỏi thời gian do phải thực hiện quá trình 

khuếch đại gen vòng trong cũng như bước thao 

tác phân tích kết quả đó là điện di. Đồng thời, 

chính những bước thực hiện này tiềm ẩn nhiều 

nguy cơ nhiễm chéo, dẫn đến hiện tượng dương 

tính giả - rất nguy hại, đây cũng là nhược điểm 

của PCR, cần được kiểm soát chặt chẽ.  

Trong bài báo này, chúng tôi đã phát triển kỹ 

thuật real-time PCR để xác định chính xác 
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KSTSR P. malariae, phân biệt với các loài 

Plasmodium gây bệnh sốt rét khác bằng cặp mồi, 

probe được thiết kế đặc hiệu của gen ty thể 

cytochrome b, khác với đa số các nghiên cứu sử 

dụng gen đích là 18S rRNA. Kỹ thuật nested 

PCR sử dụng gen đích 18S rRNA có thể đạt độ 

nhạy 1-10 KST/µl tùy từng loài, nhưng chủ yếu 

là P. falciparum và P. vivax, một số công trình 

đã báo cáo sử dụng gen đích này có thể bỏ sót 

chẩn đoán với P. malariae [11], đặc biệt là khi 

số lượng KST trong máu thấp hay đồng nhiễm 

với P. falciparum.  

Để phát triển kỹ thuật real-time PCR có độ 

nhạy cao trong xác định P. malariae, ngoài việc 

tối ưu quy trình thực hiện, các thành phần, chu 

trình phản ứng real-time PCR, chiến lược thiết 

kế mồi, probe đóng vai trò rất quan trọng. Trong 

đó, lựa chọn gen đích sử dụng cho real-time PCR 

là yếu tố cốt lõi. Nhiều công trình đã nhắm vào 

các gen đích đa bản copy khác với 18S r RNA 

như apicoplast - khoảng 15 bản copy/ ký sinh 

trùng [13], ty thể với gen đích là cytochrome b, 

gen kháng nguyên stevor, msa-2, các yếu tố lặp 

liên quan đến các telomere trên nhiễm sắc thể 

(telomere-associated repetitive element 2- 

TARE-2) [11,14]. Tuy nhiên, độ nhạy có sự dao 

động lớn do phụ thuộc vào quá trình tối ưu cũng 

như đặc điểm của gen đích sử dụng.  

Gen cyt b thuộc hệ gen ty thể nên có đặc điểm 

di truyền khác biệt so với DNA nhân là di truyền 

đơn bào, theo dòng mẹ, và có sự tách biệt so với 

các loài Plasmodium ở linh trưởng [15]. Chính 

đặc điểm này khiến cho gen ty thể- cyt b thường 

được sử dụng trong nghiên cứu di truyền và đa 

dạng quần thể KSTSR [16]. Đồng thời, do đặc 

điểm ty thể trong ký sinh trùng là đa bản copy 

(20-160 ty thể/ KSTSR, tùy thuộc vào giai đoạn 

phát triển) [11] nên gen cyt b cũng là một trong 

những gen đích tiềm năng được sử dụng trong 

phát triển kỹ thuật chẩn đoán Plasmodium [17]. 

Kỹ thuật sắc ký miễn dịch có độ nhạy thấp, với 

ngưỡng phát hiện là 200 KST/µl. Phương pháp 

kính hiển vi - tiêu chuẩn vàng trong chẩn đoán 

KSTSR nhưng có độ nhạy chỉ đạt 50-100 

KST/µl, ngoài ra còn dễ bị bỏ sót chẩn đoán 

trong trường hợp đồng nhiễm hay mật độ KST 

trong máu thấp [18]. Với kỹ thuật real-time PCR 

được phát triển trong bài báo này đạt độ nhạy 

cao, ngưỡng phát hiện là 11,1 copy/ µl tương 

đương <0,5 KST/ µl trên panel mẫu. Kỹ thuật 

được thực hiện trong hệ thống kín, tránh hiện 

tượng nhiễm chéo, đồng thời ngoài khả năng 

phát hiện có thể phát triển thành kỹ thuật định 

lượng mật độ KSTSR trong mẫu lâm sàng (khi 

sử dụng thêm các nồng độ chuẩn), khắc phục hạn 

chế của phương pháp kính hiển vi hay nested 

PCR [14]. Trong nghiên cứu này, kỹ thuật real-

time PCR bước đầu đã xác định được 1/21 mẫu 

lâm sàng chứa KSTSR P. malariae và theo 

Nguyen, H.V (2012), ở Việt Nam, tỷ lệ nhiễm P. 

malariae xếp theo sau hai loài phổ biến là P. 

falciparum và P. vivax, tuy nhiên có thể bị bỏ sót 

do kỹ thuật xét nghiệm chưa phù hợp [19]. Do 

đó, kỹ thuật real-time xác định P. malariae trong 

công trình này có thể là công cụ hữu ích góp phần 

xác định chính xác P. malariae. 

5. Kết luận 

Đã thiết lập được kỹ thuật cyt b real-time 

PCR xác định chính xác KSTSR P. malariae, đạt 

độ nhạy <0,5 KST/ µl. Kỹ thuật này có thể được 

ứng dụng để hỗ trợ xác định chính xác P. 

malariae cùng với phương pháp truyền thống.   
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