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Trong nghiên cứu này, tất cả các trường hợp 
phẫu thuật đều diễn ra thuận lợi. Thời gian mổ 
trung bình 97,5 phút. Không có tai biến, biến 
chứng xảy ra trong và sau mổ. Không có trường 
hợp nào khó khăn phải chuyển mổ mở. Thời gian 
nằm viện sau mổ trung bình 5 ngày. 
 

V. KẾT LUẬN 
RAML là bệnh lý lành tính, tuy nhiên một số 

trường hợp RAML nghèo tổ chức mỡ khó phân 
biệt với RCC bằng cắt lớp vi tính, cộng hưởng từ. 
Phẫu thuật nội soi là phương pháp điều trị an 
toàn, hiệu quả đối với RAML bên cạnh các phương 
pháp can thiệp ít xâm lấn khác. Phẫu thuật nội soi 
cắt u bảo tồn thận làm giảm các triệu chứng, 
ngăn ngừa biến chứng chảy máu đồng thời đảm 
bảo hoạt động chức năng của thận. 
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BƯỚC ĐẦU KHẢO SÁT TÍNH CHUYÊN BIỆT CỦA QUY TRÌNH 
 REAL-TIME PCR PHÁT HIỆN HELICOBACTER PYLORI  

ĐƯỢC PHÂN LẬP TỪ MẪU SINH THIẾT DẠ DÀY 
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TÓM TẮT59 
Mục tiêu: Xây dựng và đánh giá chỉ số kỹ thuật 

của quy trình real-time PCR phát hiện vi khuẩn 
Helicobacter pylori được phân lập từ mẫu bệnh phẩm 
dựa trên trình tự gen 23S rRNA với cặp mồi CRF-4 và 
CRR-1(6). Phương pháp: Độ đặc hiệu của quy trình 
real-time PCR phát hiện vi khuẩn H. pylori với cặp mồi 
đã xây dựng được đánh giá với: (1) 25 chủng vi khuẩn 
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khác với H. pylori, vi nấm thường được phát hiện 
trong các mẫu bệnh phẩm trên đường nội soi lấy mẫu 
sinh thiết dạ dày; và (2) 150 chủng phân lập được từ 
mẫu hang vị dạ dày bệnh nhân nhi, trong đó có những 
chủng được xác định là H. pylori và một số chủng nghi 
ngờ. Độ chuyên biệt đoạn gen mục tiêu trên 23S rRNA 
của H. pylori cũng được khẳng định thông qua việc 
giải trình tự sản phẩm khuếch đại kích thước 135 bp 
trên 9 chủng có đặc điểm khác biệt về hình thái 
nhuộm soi, đặc điểm khuẩn lạc, tính chất của các thử 
nghiệm sinh hóa định danh. Kết quả: Quy trình real-
time PCR với cặp mồi CRF-4 và CRR-1 đặc hiệu cho H. 
pylori được khẳng định là đặc hiệu khi thử nghiệm cho 
kết quả âm tính với các vi sinh vật không phải H. 
pylori phân lập từ mẫu sinh thiết trong quá trình nội 
soi dạ dày; và dương tính với 150 chủng H. pylori 
được phân lập từ mẫu hang vị dạ dày bệnh nhân nhi 
bằng phương pháp nuôi cấy. Độ đặc hiệu của các sản 
phẩm PCR đã được đánh giá dựa theo kết quả so sánh 
tương đồng trình tự khuếch đại với 10 chủng 
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Helicobacter spp., kết quả so sánh cho thấy trình tự 
gen mục tiêu được khuếch đại có sự tương đồng 
97,78% đến 99,26% so với trình tự tương ứng của H. 
pylori đã được công bố trên ngân hàng gen GenBank. 
Kết luận: Quy trình real-time PCR dựa trên gen 23S 
rRNA với cặp mồi CRF-4 và CRR-1 dùng để phát hiện 
vi khuẩn H. pylori đã được xây dựng thành công với 
độ đặc hiệu là 100%.   

Từ khóa: real-time PCR, 23S rRNA, phát hiện, 
Helicobacter pylori. 
 

SUMMARY 
INITIALLY EVALUATION OF A REAL-TIME PCR 

FOR DETECTION OF H. PYLORI ISOLATED 
FROM THE GASTROENDOSCOPY SAMPLES 

Objectives: Design and initially evaluation of a 
real-time PCR for detection of H. pylori isolated from 
the clinical samples based on 23S rRNA gene with 
primers CRF-4 and CRR-1(6). Methods: The specificity 
of real-time PCR method was evaluated by on: (1) 
twenty-five strains of non-H. pylori and fungi found in 
gastroendoscopy samples and (2) one hundred and 
fifty cultured strains from pediatric gastric antrum 
samples, which included strains identified as H. pylori 
and other suspected strains. The coverage of amplified 
gene fragments was confirmed by sequencing of the 
135 bp amplicons from nine strains with differences in 
staining morphology, colony characteristics and 
identified biochemical data. Results: The specificity of 
the PCR assay was confirmed by negative results for 
microbiota on endoscopy pathway and positive for 150 
H. pylori isolated strains. The specificity of this assay 
was measured by comparing the amplified sequence 
with 10 strains of Helicobacter species. Results 
showed that the amplified target gene sequences were 
similar (97.78% - 99.26%) to the H. pylori sequence 
retrieved from GenBank. Conclusion: The real-time 
PCR assay based on the 23S rRNA gene with primers 
CRF-4 và CRR-1 for H. pylori detection was 
successfully established with specificity being 100%. 

Keywords: real-time PCR, 23S rRNA, detection, 
Helicobacter pylori. 
 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Helicobacter pylori (H. pylori) là vi khuẩn 

Gram âm có hình que xoắn. Dưới kính hiển vi 
điện tử, vi khuẩn này có kích thước: dài 2-4 µm, 
đường kính 0,5-1 µm, với 2-6 tiêm mao ở một 
đầu. Hình dạng que xoắn và các tiêm mao giúp 
cho vi khuẩn di chuyển trong lớp nhầy. Vi khuẩn 
sống ở lớp nhầy trên bề mặt niêm mạc dạ dày, 
một số ít bám trên bề mặt niêm mạc. H. pylori 
tăng trưởng ở nhiệt độ 34-40oC, tốt nhất là 37oC; 
phát triển được trong môi trường pH từ 5,5-8,0, 
tốt nhất là môi trường trung tính(5). 

Khi nuôi cấy vi khuẩn trên môi trường rắn, 
các khuẩn lạc nhỏ như đầu đinh ghim, đường 
kính khoảng 1mm, lồi, bóng, viền đều thường sẽ 
xuất hiện từ ngày thứ 2 đến ngày thứ 5 trên bề 
mặt đĩa thạch(8). Về đặc điểm tế bào, vi khuẩn H. 

pylori còn có thể chuyển từ dạng que xoắn sang 
dạng cầu, khi đó mất hoàn toàn hoạt tính của 
men urease(2), khó có thể nhận diện được vi 
khuẩn này khi nhuộm soi mô học mẫu sinh 
thiết(4), dạng này thường giảm khả năng phát 
triển trong quá trình nuôi cấy đồng thời không 
phát triển khi thực hiện kháng sinh đồ(7). Dạng 
cầu khuẩn có thể trở lại hình thái xoắn ốc với sự 
phục hồi hoàn toàn hoạt tính của urease khi 
được cấy chuyển trong môi trường canh thang vi 
hiếu khí mới(2). Tuy nhiên việc xác định vi khuẩn 
H. pylori có dạng biến thể dựa theo các tính chất 
sinh hóa thông thường như oxidase, catalase và 
đặc biệt là urease sẽ tiêu tốn nhiều thời gian cho 
việc nuôi cấy phục hồi. Vì vậy cần có một quy 
trình xét nghiệm nhanh hơn để xác định chính 
xác H. pylori trong trường hợp bệnh nhân nhiễm 
thể thoái triển. Dewhirst và cộng sự kết luận 
rằng dữ liệu trình tự gen 23S rRNA có độ tin cậy 
đáng kể hơn để định danh, phân loại và phân 
tích phát sinh loài của các Helicobacter spp. so 
với dữ liệu trình tự gen 16S rRNA chủ yếu là do 
số lượng cơ sở thông tin cao hơn gấp ba lần(3). Vì 
vậy, chúng tôi nghiên cứu xây dựng quy trình 
phát hiện H. pylori bằng kỹ thuật real-time PCR 
trên vùng gen bảo tồn 23S rRNA nhằm mục tiêu 
rút ngắn thời gian và tăng độ chính xác cho xét 
nghiệm xác định vi khuẩn này, kể cả các dạng 
biến thể trong mẫu bệnh phẩm. 
 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
Phương pháp tiến hành. Mẫu sinh thiết dạ 

dày của bệnh nhân được tiếp nhận tại khoa Vi 
Sinh – Bệnh viện Nhi Đồng 2 với chỉ định nuôi 
cấy phát hiện H. pylori và xác định tính kháng 
kháng sinh. Chủng H. pylori phân lập sẽ được 
định danh và thực hiện kháng sinh đồ trong khí 
trường 5% O2, 10% CO2, 85% N2, thay bộ 
GaspakTM EZ Campy container system để tạo môi 
trường vi hiếu khí mỗi 3 ngày. Quy trình phát 
hiện H. pylori bằng kỹ thuật real-time PCR được 
xây dựng dựa trên đoạn gen 23S rRNA bằng cặp 
mồi CRF-4 và CRR-1.  

Chủng H. pylori dùng trong nghiên cứu. 
Nghiên cứu được thực hiện trên 150 chủng vi 
sinh vật, trong đó có 145 chủng được xác định là 
H. pylori bằng các thử nghiệm sinh hóa phát hiện 
oxidase, catalase và urease. Ngoài ra, nghiên 
cứu cũng được thực hiện trên 24 chủng H. pylori 
nhưng có các biểu hiện sinh hóa khác biệt so với 
thông thường, bao gồm: 5 chủng phân lập có 
tính chất urease âm tính, 9 chủng không đặc 
trưng khi so sánh giữa kết quả giải phẫu bệnh và 
nuôi cấy, 6 chủng có đặc điểm sinh hóa đặc 
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trưng nhưng nhưng chưa được thử nghiệm 
kháng sinh đồ, 15 chủng phân lập có đặc tính 
khuẩn lạc không đặc trưng như: nhỏ li ti, khô 
đục, không tan khi tạo huyền phù hay khuẩn lạc 
lan nhẹ, có đỉnh. 

Tách chiết DNA từ chủng phân lập. Lấy 
100µL huyền dịch vi khuẩn có nồng độ 0,5 
McFarland cần tách chiết đem ly tâm 5000 
vòng/phút trong 10 phút; lấy cặn lắng huyền phù 
lại trong một lượng TE 1X vừa đủ để đạt được 
thể tích 180µL; đồng nhất bằng máy lắc trong 15 
giây; ủ ống huyển dịch ở 95oC trong 20 phút 
trong máy ủ nhiệt. Ly tâm 13.000 vòng/phút 
trong 10 phút. Hút 150µL dịch nổi cho sang 1 
ống eppendorf vô trùng mới. Đây là phần chứa 
DNA được sử dụng cho phản ứng real-time PCR 
sau khi đánh giá chất lượng bằng phương pháp 
quang phổ với giá trị OD260/280 từ 1,6 – 1,8. 

Mồi phát hiện và giải trình tự trên gen 
23S Rrna. Mồi CRF-4 [5’-
AGTGGAGGTGAAAATTCC-3’] và CRR-1 [5’-
TAAGAGCCAAAGCCCTTAC-3’] bắt cặp vào vị trí 
2105-2122 và 2221-2239 trên trình tự U27270.1 
đã được công bố trên GenBank(6).  

Điều kiện phản ứng real-time PCR. 
Thành phần dùng trong phản ứng real-time PCR 
bao gồm: SensiFASTTMSYBR® No-ROX Kit (2X), 
nồng độ mồi 0,5µM, thể tích DNA sau tách chiết 
được sử dụng là 6µL trong tổng thể tích phản 
ứng 20µL; chu trình nhiệt cho khuếch đại là: 
(95oC-10phút) x 1 chu kỳ; (95oC-10giây, 59oC-
30giây, 72oC-1phút) x 40 chu kỳ; kiểm tra độ 
tinh khiết sản phẩm PCR bằng quy trình nóng 
chảy (melting) 95oC-1giây, 62oC-15giây, tăng 
dần nhiệt độ từ 62oC đến 95oC với tốc độ gia 
nhiệt 0,3oC mỗi 3 giây. 

Giải trình tự và phân tích trình tự. Giải 
trình tự đoạn 135bp bằng kỹ thuật Sanger trên 
máy giải trình tự tự động ABI 3500 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystem). Trình tự gen 23S 
rRNA tham chiếu được lấy từ Genbank và trên 
trang https://www.atcc.org, được phân tích bằng 
phần mềm CLC Main Workbench 5.5. 
 

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
Kết quả khảo sát tính đặc hiệu của 

phản ứng real-time PCR với các chủng 
không phải H. pylori. Khảo sát độ đặc hiệu 
của cặp mồi CRF-4 và CRR-1 trên 7 loài trực 
khuẩn đường ruột, bao gồm:  

E. coli ATCC 25922, Enterobacter cloacae ATCC 
35030, K. pneumoniae ATCC 700603, Shigella 
flexneri ATCC 12022, Proteus vulgaris ATCC 
49132, P. mirabilis, Salmonella OMA;  trên 3 loài 
non-Enterobacteriaceae như P. aeruginosa ATCC 
27853, P. putida, A. baumannii; trên 8 loài cầu 
khuẩn như S. aureus ATCC 29213, S. aureus 
ATCC 25923, S. saprophyticus ATCC 43867, S. 
pneumoniae ATCC 49619, S. agalactiae ATCC 
12386, S. pyogenes ATCC 19615, E. faecalis 
ATCC 29212, E. faecium ATCC 27270; trên 3 loài 
vi khuẩn khó mọc như Neisseria meningitidis 
ATCC 13090, Haemophilus influenzae, H. 
parainfluenzae; và trên 4 loài nấm gây bệnh như 
Candida albicans ATCC 10231, C. parapsilosis 
ATCC 22019, C. tropicalis, C. dubliniensis. Kết 
quả khảo sát cho thấy phản ứng real-time PCR 
được thiết lập với cặp mồi CRF-4 và CRR-1 trên 
các chủng thử nghiệm như trên không cho tín 
hiệu khuếch đại (kết quả không trình bày). Kết 
quả kiểm tra sản phẩm bằng kỹ thuật nóng chảy 
(melting) cũng không xuất hiện các đỉnh hấp thụ 
đặc trưng của sản phẩm sau quá trình real-time 
PCR (kết quả không trình bày).  

Kết quả khảo sát khả năng phát hiện 
các dòng H. pylori khác nhau bằng quy 
trình real-time PCR. Nghiên cứu đã được thực 
hiện với 150 chủng H. pylori phân lập từ mẫu 
sinh thiết hang vị dạ dày của các bệnh nhân nhi. 
Các chủng này được lưu giữ, nuôi cấy và chuẩn 
hóa về 0,5 McFarland trước khi thực hiện tách 
chiết DNA. Đặc điểm các chủng phân lập được 
ghi nhận bao gồm hình thái khuẩn lạc đặc trưng 
có đặc điểm: lồi, bóng, viền đều, đường kính nhỏ 
khoảng 1 mm; và dạng không đặc trưng có đặc 
điểm khuẩn lạc khô, đục, nhỏ li ti, đường kính 
tương đương 0,3mm hoặc khuẩn lạc có đỉnh, lan 
nhẹ, to khoảng 1,5 mm. Ngoài ra các tiêu chí về 
nhuộm soi, giải phẫu bệnh, tính chất urease âm 
tính hoặc các chủng có đặc điểm không thực 
hiện được kháng sinh đồ cũng được ghi nhận để 
giải trình tự so sánh sự khác biệt. 

Khẳng định các chủng H. pylori phân lập 
được bằng kỹ thuật quan sát hình thái, thử 
nghiệm sinh hóa định danh và giải trình tự sản 
phẩm khuếch đại PCR  

Chọn 9 chủng H. pylori có các đặc điểm khác 
biệt trong số 150 chủng phân lập được để xác 
nhận H. pylori. Đặc điểm sinh học của từng 
chủng được mô tả chi tiết như trong Bảng 1.  

 
Bảng 1. Đặc điểm các chủng được chọn giải trình tự 

Ký hiệu 
chủng 

Kết quả giải phẫu bệnh Kết quả nuôi 
cấy 

Đặc tính khuẩn 
lạc (KL) 

Ghi chú 
Đơn Đa Nhuộm Giemsa 

https://www.atcc.org/
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nhân* nhân** H. pylori 

Hp26 +++ + - Mọc sau 9 ngày KL đặc trưng 
Mẫu nhuộm soi 

dương tính 4 đến 6 
tháng trước 

Hp77 +++ + ++ Mọc sau 5 ngày KL đặc trưng  
Hp92 ++ + +++ Mọc sau 9 ngày KL li ti Urease âm 

Hp102 ++ + +++ Mọc sau 9 ngày KL đặc trưng  
Hp136 ++ + ++ Mọc sau 7 ngày KL lan nhẹ, có đỉnh Không thực hiện 

được kháng sinh đồ Hp178 +++ + +++ Mọc sau 8 ngày KL đặc trưng 
Hp192 ++ - - Mọc sau 6 ngày KL đặc trưng  

Hp203 +++ + +++ Mọc sau 4 ngày 
KL khô đục, không 

tan 
 

Hp295 ++ + +++ Mọc sau 3 ngày KL lan nhẹ, có đỉnh Có nang lympho 
Ghi chú: *Đơn nhân – Mức độ viêm mạn; 

**Đa nhân – Mức độ viêm hoạt động (Theo tiêu 
chuẩn Sydney); KL: khuẩn lạc 

Các chủng này cũng được giải trình tự đoạn 
gen 23S rRNA có chiều dài 135 bp là đoạn mục 
tiêu khuếch đại trong phản ứng real-time PCR 
xây dựng. Trình tự sau khi giải của 9 chủng được 

so sánh với các chủng vi khuẩn thuộc chi 
Helicobacter và vi khuẩn Campylobacter jejuni. 
Kết quả tỉ lệ tương đồng của trình tự khuếch đại 
với các vi khuẩn khác được trình bày trong Bảng 
2 và chi tiết các trình tự khác biệt được mô tả 
trong Bảng 3.  

 
Bảng 2: Sự tương đồng của các sản phẩm 135 bp được khuếch đại từ phản ứng real-time 

PCR trên gen 23S rRNA so với các chủng thuộc chi Helicobacter và Campylobacter jejuni 

Ký hiệu 
chủng 

Tỉ lệ tương đồng của các trình tự 135 bp khuếch đại trong phản ứng real-time 
PCR (%) với: 

Hpy Hcad Hpu Hwi Hci Hbi Hbiz Hca Hfe Cje 
Hp26 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 
Hp77 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 
Hp92 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 

Hp102 99,26 83,70 83,70 83,70 84,44 84,44 88,15 85,93 85,93 83,70 
Hp136 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 
Hp178 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 
Hp192 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 
Hp203 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 
Hp295 97,78 82,96 82,96 82,96 85,19 85,19 87,41 85,19 85,19 82,22 

Ghi chú: Hpy: H. pylori ATCC 43504; Hcad: H. canadensis ATCC 700969; Hpu: H. pullorum 
NCTC 12827; Hwi: H. winghamensis ATCC BAA-430; Hci: H. cinaedi CCUG 33804; Hbi: H. bilis ATCC 
51630; Hbz: H. bizzozeronii CCUG 35545; Hca: H. canis ATCC 51402; Hfe: H. fennelliae CCUG 18820 
Cje: Campylobacter jejuni TGH9011 ATCC 43431. 

Bảng 3: So sánh chi tiết các nucleotide khác biệt trong vùng trình tự 135 bp được 
khuếch đại từ phản ứng real-time PCR trên 23S ribosomal RNA của 9 chủng 
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Kết quả khảo sát độ nhạy của quy trình 

reatime PCR với cặp mồi CRF-4 và CRR-1 
Khảo sát được thực hiện với 150 chủng được 

xác định là H. pylori với các đặc điểm hình thái tế 
bào, đặc điểm khuẩn lạc và đặc điểm sinh hóa 
khác nhau. Kết quả phát hiện bằng quy trình 
real-time PCR với cặp mồi CRF-4 và CRR-1 được 
trình bày trong Bảng 4. 

Bảng 4. Kết quả phân tích bằng kỹ 
thuật real-time PCR với cặp mồi CRF-4 và 
CRR-1 trên các chủng H. pylori phân lập với 
các đặc điểm khác nhau 

Đặc điểm chủng 
H. pylori được 

phân lập 

Số 
lượn

g 

Kết quả 
phát hiện 
(+) bằng 
real-time 

PCR 

Giá trị 
Ct 

Khuẩn lạc nhỏ, 1 
mm, trơn láng 

135 135/135 
16,33 - 
31,13 

Khuẩn lạc li ti, 
<0,3mm, khô, đục 

6 6/6 
18,57 - 
31,13 

Khuẩn lạc lan nhẹ, 
1,5 ~ 2 mm, có đỉnh 

9 9/9 
19,98 - 
27,08 

Nhuộm soi không 
thấy vi khuẩn 

9 9/9 
17,68 - 
27,08 

Urease âm tính 5 5/5 20,81 - 

31,13 
Không phân lập 

được kháng sinh đồ 
6 6/6 

17,85 - 
23,58 

Tổng 150 150/150  
Kết quả khảo sát trên Bảng 4 cho thấy 

150/150 đều cho kết quả dương tính với giá trị 
Ct dao động trong khoảng 16 đến 31, kết quả 
thử nghiệm nhiệt độ nóng chảy sản phẩm PCR 
dao động trong khoảng 86,50 đến 87,00oC, đặc 
trưng cho sản phẩm khuếch đại (kết quả không 
trình bày). 
 

IV. BÀN LUẬN 
Các gen bảo tồn được sử dụng để phát 

hiện H. pylori là urea và glmM, còn được gọi 
là ureC, hoặc 16S rRNA, 23S rRNA(6, 9) và hsp60. 
Các gen khác chưa biết chức năng cũng được sử 
dụng, ví dụ gen mã hóa cho protein 26-kDa được 
xác định là ssaA. Theo công bố của Maeda và 
cộng sự, quy trình nested PCR với các cặp mồi 
CRF-4/CRR-1 và CRF-4/CRR-3 phát hiện H. pylori 
do nghiên cứu này đề xuất được so sánh với kết 
quả thử nghiệm từ bộ kit thương mại URA PCR 
(urease A); kết quả nghiên cứu cho thấy có sự 
tương đồng với 37/39 chủng H. pylori từ mẫu 
dịch dạ dày; có 2/39 mẫu cho kết quả nested 
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PCR âm tính nhưng dương tính với URA PCR(6). 
Ngoài ra, cặp mồi CRF-4/CRR-1 đã được thiết lập 
cho kết quả âm tính với 12 chủng không phải H. 
pylori và cho kết quả dương tính với tất cả 57 
chủng H. pylori(6).  

Theo kết quả trong nghiên cứu này, quy 
trình real-time PCR với cặp mồi CRF-4/CRR-1 đã 
xây dựng cho kết quả âm tính với 25 chủng 
không phải H. pylori và dương tính với 150 
chủng H. pylori. Tuy nhiên, khi quy trình thực 
hiện ở nhiệt độ bắt cặp 50oC, khuếch đại với 45 
chu kỳ thì có sự xuất hiện đường cong tuyến tính 
với các loại vi khuẩn sau N. meningitidis ATCC 
13090 tại giá trị Ct 39,62, S. aureus ATCC 25923 
tại giá trị Ct 40,89 và A. baumannii tại giá trị Ct 
36,90; nhưng kết quả thử nghiệm nhiệt độ nóng 
chảy sản phẩm PCR thì không cho đỉnh hấp thụ 
đặc trưng (kết quả không trình bày). Với kết quả 
này cho phép thiết lập quy trình khuếch đại tối 
thiểu với 40 chu kỳ và xác định ngưỡng kết luận 
dương tính khi Ct < 39. 

Kết quả trên Bảng 2 cũng cho thấy vùng 
trình tự 135 bp của đoạn gen 23S rRNA ở 9 
chủng phân lập có tỉ lệ tương đồng 97,78% đến 
99,26% với H. pylori ATCC 43504. Đối với các 
Helicobacter spp. khác, tỉ lệ tương đồng này giao 
động trong khoảng 82,96% đến 88,15%; đối với 
C. jejuni thì tỉ lệ đương đồng này đạt dưới 
83,70%. Kết quả so sánh này cho thấy vùng gen 
khuếch đại với cặp mồi CRF-4 và CRR-1 dài 135 
bp là đặc trưng và bảo tồn đối với H. pylori. Các 
nucleotide khác biệt được tìm thấy trong 9 chủng 
H. pylori ở Bảng 3 gồm T16C, A57G, T96C 
(tương ứng với các đột biến A2223G, T2182C và 
A2143G trên U27270.1). Các đột biến này cũng 
được tác giả Hà Thị Minh Thi và cộng sự tìm thấy 
với các tỷ lệ xuất hiện tương ứng 42,9%; 86,5% 
và 35,3%(1).  

Kết quả thực nghiệm quy trình real-time PCR 
đã xây dựng ở Bảng 4 cũng cho thấy 150 dòng vi 
khuẩn phân lập từ hang vị dạ dày bệnh nhân nhi, 
mặc dù có các biểu hiện khác biệt về hình thái tế 
bào, hình thái khuẩn lạc, đặc điểm sinh hóa và 
đặc điểm không xác định được kháng sinh đồ, 
nhưng đều cho kết quả real-time PCR dương tính 
với H. pylori. Trong khi đó phương pháp nuôi cấy 
chỉ khẳng định được H. pylori với 145/150 chủng. 
Kết quả này cho phép khẳng định quy trình real-
time PCR đã xây dựng dựa trên đoạn gen khuếch 
đại dài 135bp phù hợp để để phát hiện H. pylori, 
hỗ trợ việc xác nhận khi thử nghiệm định danh 
urease âm tính, giúp loại trừ được những kết quả 
âm tính giả đối với xét nghiệm theo quy trình 

nuôi cấy.   
 

V. KẾT LUẬN 
Tính chuyên biệt của quy trình real-time PCR 

phát hiện H. pylori với cặp mồi CRF-4 và CRR-1 
đã được khẳng định sau khi thực hiện khảo sát 
với 150 chủng H. pylori với các đặc điểm khác 
nhau và 25 chủng không phải vi khuẩn này. 
Trong số các chủng H. pylori đã khảo sát, có 9 
chủng đại diện được lựa chọn để giải trình tự 
đoạn gen mục tiêu. Kết quả khảo sát cho thấy 
quy trình real-time PCR được thiết lập với cặp 
mồi CRF-4 và CRR-1 phù hợp cho khuếch đại 
trình tự dài 135 bp trên vùng gen 23S rRNA đặc 
trưng cho H. pylori, bao gồm các dòng có đặc 
điểm hình thái, đặc điểm sinh hóa, đặc điểm 
kháng kháng sinh đặc trưng và không đặc trưng. 
Trình tự đoạn gen mục tiêu khuếch đại tương 
đồng với trình tự tương ứng của chủng H. pylori 
ATCC 43504 với tỉ lệ 97,78% đến 99,26%. Với 
kết quả này cho phép kết luận quy trình real-
time PCR đã xây dựng dùng để phát hiện H. 
pylori dựa trên gen mục tiêu 23S rRNA có độ đặc 
hiệu là 100%. 
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