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TÓM TẮT 

Đặt vấn đề: Điều trị nhiễm khuẩn Helicobacter pylori (H. pylori) đang trở nên khó khăn hơn bởi tình 

trạng kháng Clarithromycin, gây ra bởi các đột biến điểm như A2143G trên gene 23S rRNA. Phương 

pháp giải trình tự đòi hỏi kỹ thuật cao, khó ứng dụng trong lâm sàng. Vì vậy, việc phát triển một 

phương pháp chẩn đoán nhanh, đặc hiệu và phù hợp với điều kiện thực tế là hết sức cấp thiết. Mục 

tiêu nghiên cứu: Tối ưu hóa phản ứng allele-specific real-time PCR (AS-qPCR) để phát hiện nhanh 

đột biến A2143G của H. pylori trực tiếp từ mẫu sinh thiết dạ dày - tá tràng. Vật liệu và phương pháp: 

Phản ứng AS-qPCR sử dụng mồi và mẫu dò Taqman để phân biệt ba kiểu gen: hoang dại, đột biến, 

và hỗn hợp. Các điều kiện phản ứng: Nhiệt độ lai, nồng độ mồi và nồng độ mẫu dò được tối ưu lần 

lượt. Kết quả: Phản ứng AS-qPCR được thiết lập có khả năng phát hiện đột biến A2143G, trả kết quả 

nhanh trong vòng 2 giờ. Phản ứng cho phép phát hiện cả những mẫu hỗn hợp có tần suất allele đột 

biến thấp tới 20%, cho thấy độ nhạy đáng tin cậy. Kết luận: Phản ứng AS-qPCR được thiết lập trong 

nghiên cứu là một công cụ sinh học phân tử nhanh, khả thi trong việc hỗ trợ lựa chọn kháng sinh 

Clarithromycin hợp lý, cá thể hóa điều trị. 

 

Từ khóa: Helicobacter pylori, Clarithromycin, đề kháng kháng sinh, đột biến A2143G, allele-specific 

real-time PCR 
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ABSTRACT 

Introduction: The treatment of Helicobacter pylori (H. pylori) infection is increasingly hindered by 

Clarithromycin resistance, primarily due to point mutations, such as A2143G, in the 23S rRNA gene. 

While Sanger sequencing remains the gold standard for mutation detection, its technical complexity 

limits widespread clinical application. A rapid, specific, and practical diagnostic approach is 

urgently needed. Objective: To optimize an allele-specific real-time PCR (AS-qPCR) assay for the 

rapid detection of the A2143G mutation in H. pylori directly from gastric-duodenal biopsy specimens. 

Methods: The AS-qPCR assay was designed using allele-specific primers and TaqMan probes to 

differentiate wild-type, mutant, and heterozygous genotypes. Key parameters, including annealing 
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temperature, primer concentration, and probe concentration, were systematically optimized. Results: 

The optimized AS-qPCR assay enabled specific detection of the A2143G mutation within 2 hours. The 

assay demonstrated high sensitivity, reliably detecting mutant alleles in mixed samples with a 

frequency as low as 20%. Conclusion: The developed AS-qPCR assay provides a rapid and sensitive 

molecular tool for identifying Clarithromycin-resistant H. pylori strains. Its clinical applicability may 

facilitate the timely selection of antibiotics and support personalized treatment strategies. 

 

Keywords: Helicobacter pylori, Clarithromycin, antibiotic resistance, A2143G mutation, allele-

specific real-time PCR. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Helicobacter pylori (H. pylori) là vi khuẩn Gram âm, sinh sống ở biểu mô dạ dày - tá tràng và chỉ 

gây bệnh ở người, được phát hiện vào năm 1982 [1]. Vi khuẩn gây bệnh đau dạ dày, u nhú biểu mô 

dạ dày và thậm chí là K dạ dày. Từ năm 1994, Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) đã phân loại H. pylori 

là tác nhân gây ung thư nhóm 1 vì sự liên quan của vi khuẩn đối với sự hình thành những khối u ác 

tính dạ dày [2].  

Vi khuẩn chỉ gây bệnh trên người, thông qua 4 con đường lây truyền: miệng - miệng (hôn, bón thức 

ăn, ăn thức ăn thừa), sử dụng chung dụng cụ nhà bếp (ăn chung và gắp cho nhau), phân - miệng 

(ăn/uống thức ăn chưa qua nấu chín), qua thủ thuật y khoa (không khử trùng thiết bị đầy đủ) [3]. Tại 

Việt Nam, tỉ lệ mắc được ghi nhận vào năm 2021 là 83.5%, trong đó tỉ lệ mắc ở trẻ em dưới 12 tuổi 

là 92.2% [4]. 

Các kháng sinh được Hiệp hội Tiêu hóa Hoa Kỳ khuyến nghị sử dụng để tiệt trừ H. pylori gồm có 

Amoxicillin, Clarithromycin, Levofloxacin, Metronidazole, Rifabutin, Tetracycline [5]. Theo đồng 

thuận Maastricht VI/Florence 2022, Clarithromycin không nên được kê đơn ở những vùng có tỉ lệ 

kháng hiện hành > 15% mà chỉ khuyến nghị sử dụng nếu có bằng chứng nhạy với kháng sinh thông 

qua kháng sinh đồ hoặc thử nghiệm sinh học phân tử (giải trình tự, real-time PCR hoặc digital PCR) 

[6]. Tại Việt Nam, theo đồng thuận 2023 của Hội tiêu hóa Việt Nam (VNAGE), 2 phác đồ đang được 

khuyến nghị sử dụng là PALB (PPI + Amoxicillin + Levofloxacin + Bismuth) và PTMB (PPI + 

Tetracycline + Metronidazole + Bismuth) do tỉ lệ đề kháng với Clarithromycin luôn nằm ở mức > 

15% trong nhiều năm liên tiếp [7] và Rifabutin là thuốc chống lao hàng 1 tại Việt Nam, không được 

sử dụng trong điều trị nhiễm H. pylori. 

Clarithromycin là kháng sinh họ Macrolide, được sử dụng từ 1993 để điều trị nhiễm H. pylori do 

những ưu điểm như MIC nhỏ, ít ảnh hưởng lên việc tiết acid dạ dày, thẩm thấu tốt [8]. Tuy nhiên, tỉ 

lệ đề kháng Clarithromycin của H. pylori tại Việt Nam được ghi nhận ở mức khá cao: 42.4% (2014, 

Huế), 85.5% (2016, Thành phố Hồ Chí Minh), 96.3% (2022, Thành phố Hồ Chí Minh) [9 - 11]. Thực 

tế, tại Việt Nam cho thấy phác đồ điều trị có sử dụng Clarithromycin sequential chỉ có tỉ lệ điều trị 

thành công 60.3%, thấp hơn so với phác đồ có Bismuth (72.7%) và phác đồ có Tetracycline (82.0%) 

[4]. Nguyên nhân hàng đầu gây ra tính kháng Clarithromycin là do những đột biến điểm trên 23S 

rRNA khiến cấu trúc ribosome bị thay đổi khiến kháng sinh không thể gắn vào thực hiện hoạt tính 

được. Đột biến điểm đóng vai trò chính gây ra sự kháng Clarithromycin gồm có A2142G, A2142C 

và A2143G và đã có nhiều nghiên cứu về đột biến này [8]. Tuy nhiên, ở quần thể người Việt Nam, 

đột biến tại vị trí 2142 không phổ biến (tỉ lệ đột biến chỉ có 3.5%) [12]. 

Từ những điều cấp bách nói trên, việc xác định độ nhạy cảm với kháng sinh của H. pylori đối với 

Clarithromycin là cực kì cần thiết. Phương pháp tiêu chuẩn vàng kháng sinh đồ thông qua nuôi cấy 

không được khuyến nghị trong lâm sàng do vi khuẩn này mọc chậm (thời gian thực hiện xét nghiệm 

thường tốn 2 - 3 tuần), tỉ lệ nuôi cấy thành công không cao. Do đó, chúng tôi tiến hành nghiên cứu 

này nhằm mục tiêu xây dựng phản ứng real-time PCR phát hiện những đột biến liên quan tính kháng 

Clarithromycin, cung cấp cho lâm sàng một công cụ sàng lọc nhanh những chủng vi khuẩn nghi ngờ 

mang đột biến liên quan tính kháng Clarithromycin. 
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2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU VÀ VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện trên mẫu sinh thiết dạ dày - tá tràng của những người bệnh đến khám tại 

Bệnh viện Đại học Y Dược Thành phố Hồ Chí Minh - Cơ sở 2 với triệu chứng tiêu hóa như đau dạ 

dày hoặc đầy hơi, khó tiêu. Những người bệnh sử dụng kháng sinh trong vòng 4 tuần, đang mắc K dạ 

dày sẽ được loại ra khỏi nghiên cứu. 

 

2.2. Mẫu nghiên cứu 

Mẫu sinh thiết: Từ các mẫu sinh thiết dạ dày - tá tràng của người bệnh đã được xác nhận dương tính 

với H. pylori bằng Rapid Urease Test (RUT). Những mẫu sinh thiết này được xử lý và tinh sạch để 

thu được DNA bộ gene. Các mẫu này được thực hiện nhân bản vùng gene 23S rRNA có chứa vị trí 

2143 và xác nhận trình tự tại vị trí 2143 bằng phương pháp Sanger như tại Hình 1. 

 

   
T23 (A/G) T29 (G) T33 (A) 

Hình 1. Trình tự tại vị trí 2143 của các mẫu Sinh thiết dùng trong nghiên cứu. T23: Kiểu gene hỗn 

hợp, T29: Kiểu gene đột biến, T33: Kiểu gene hoang dại 

Mẫu amplicon: Sử dụng chủng vi khuẩn thuần H. pylori phân lập từ mẫu lâm sàng, chúng tôi tinh 

sạch DNA của vi khuẩn và tiến hành nhân bản vùng gene của 23S rRNA có chứa vị trí 2143 để tạo 

thành những đoạn amplicon có độ dài 412 bp. Các amplicon được xác nhận kích thước bằng điện di, 

xác nhận trình tự tại vị trí 2143 bằng phương pháp Sanger, tinh sạch DNA, định lượng nồng độ 

(ng/μL) bằng máy quang phổ NanoDrop One (ThermoFisher, Hoa Kỳ) sau đó quy đổi sang đơn vị 

copies/μL dựa trên kích thước của amplicon, và pha loãng thành dải nồng độ từ 107 đến 102 copies/μL. 

Tinh sạch DNA: Mẫu sinh thiết sau khi được xử lý sẽ được tinh sạch DNA bằng bộ kit Accurive sDNA 

Prep Kit EX-DNA02.1F (Khoa Thương Biotech, Việt Nam) theo hướng dẫn sử dụng của nhà sản 

xuất. Thời gian hoàn thành của toàn quá trình khoảng 30 phút. Dung dịch DNA thu được sau quá 

trình được lưu trữ ở 4°C nếu sử dụng ngay hoặc lưu trữ ở -20°C. 

 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

Thiết kế mồi và mẫu dò: Một cặp mồi đặc hiệu đã được thiết kế nhằm nhân bản đoạn gene 23S rRNA 

của Helicobacter pylori bao gồm vị trí đột biến 2143. Đồng thời, hai mẫu dò TaqMan được phát triển 

song song, mỗi mẫu dò mang chất phát huỳnh quang khác nhau: FAM để nhận diện kiểu gene hoang 

dại và VIC để phát hiện kiểu gene đột biến A2143G. Thiết kế này cho phép phân biệt rõ ràng giữa 

các kiểu gene khi phân tích tín hiệu huỳnh quang trong phản ứng real-time PCR. Trình tự của mồi và 

mẫu dò được trình bày chi tiết tại Bảng 1. 

Bảng 1. Trình tự mồi và mẫu dò dùng trong nghiên cứu. Mẫu dò Pcla1 tương ứng với kiểu gene đột 

biến, mẫu dò Pcla2 tương ứng kiểu gene hoang dại 

STT Tên Trình tự (5’ - 3’) Chiều dài (bp) %GC Tm (oC) 

1 2143-F GGTGAAAATTCCTCCTACCCG 21 52.4 55.4 
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STT Tên Trình tự (5’ - 3’) Chiều dài (bp) %GC Tm (oC) 

2 2143-R 
GTGCTAAGTTGTAGTAAAGGTCCA

CG 
26 46.2 57.3 

3 Pcla1 VIC-AAGACGGAGAGACCC-MGBEc 15 60.0 49.8→65 

4 Pcla2 
FAM-AAGACGGAAAGACCC-

MGBEc 
15 53.3 47.7→65 

Tối ưu phản ứng allele-specific real-time PCR: sử dụng bộ sinh phẩm TaqPath™ 1-Step RT-qPCR 

Master Mix (ThermoFisher Scientific, Hoa Kỳ) đã tối ưu sẵn các thành phần cơ bản của phản ứng 

real-time PCR như enzyme Taq polymerase, Mg2+, đệm, dNTP theo hướng dẫn sử dụng của nhà sản 

xuất. Do đó, chúng tôi tiến hành tối ưu những thông số của phản ứng real-time PCR không bao gồm 

trong bộ sinh phẩm gồm: Nhiệt độ lai, nồng độ mồi, nồng độ mẫu dò tuần tự theo thứ tự nói trên. Tiêu 

chí lựa chọn cho mỗi thông số là phải đảm bảo được độ đặc hiệu và có hiệu suất phản ứng tốt nhất. 

Các thí nghiệm tối ưu thành phần và chương trình nhiệt của phản ứng real-time PCR được trình bày 

trong Bảng 2. 

 

Bảng 2. Thành phần phản ứng real-time PCR và các thông số được chọn để tối ưu 

Thành phần phản ứng 

STT Thành phần Nồng độ Đơn vị 

1 Mồi 2143-F 200/300/400 nM 

2 Mồi 2143-R 200/300/400 nM 

3 Mẫu dò hoang dại Pcla2 50/100/150 nM 

4 Mẫu dò đột biến Pcla1 50/100/150 nM 

5 Enzyme TaqPath 5.0 μL 

6 Nuclease free water Vừa đủ cho 15μL 

7 DNA template 5 μL 

Chu trình luân nhiệt 

(Tổng thời gian phản ứng: 01:00:54 trên hệ thống Mx3005P, Stratagene) 

STT Nhiệt độ Thời gian Số chu kỳ 

1 95°C 15:00 1 

2 95°C 00:05 
40 

3 63°C/65°C/67°C 00:10 

Đánh giá tần suất allele đột biến tối thiểu có thể phát hiện được của quy trình: Sử dụng các mẫu 

Amplicon của 2 kiểu gene trong dải nồng độ từ 107 đến 102 copies/μL. Kiểu gene đột biến và hoang 

dại có nồng độ bằng nhau được phối trộn theo các tỉ lệ 1:0, 1:1, 1:4, 1:9 để tạo thành các mẫu có tần 

suất allele đột biến lần lượt là 100%, 50%, 20%, và 10%. Các mẫu sau đó được tiến hành phản ứng 

real-time PCR dựa vào điều kiện đã tối ưu ở thí nghiệm bên trên, lặp lại 2 lần mỗi mẫu để loại trừ sai 

lệch ngẫu nhiên. Tần suất allele đột biến tối thiểu có thể phát hiện được của quy trình là tần suất thấp 

nhất mà tín hiệu của mẫu dò đột biến có thể phát hiện được ở tất cả các nồng độ. 

Xử lý số liệu: Các giá trị Ct (Cutoff threshold) thu được từ các thí nghiệm của nghiên cứu được đánh 

giá sự khác biệt giữa các nhóm sử dụng kiểm định ANOVA one-way với độ tin cậy 95%. Các số liệu 

được nhập liệu vào phần mềm Microsoft Excel 365 và xử lý dữ liệu bằng phần mềm RStudio 4.4.2. 

Đạo đức trong nghiên cứu: Nghiên cứu được chấp thuận bởi Hội đồng Đạo đức trong nghiên cứu Y 

Sinh học Đại học Y Dược Thành phố Hồ Chí Minh (số 768/HĐĐĐ-ĐHYD ngày 10/10/2022). 

 

3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

3.1. Kết quả tối ưu phản ứng allele - specific real-time PCR 

Để tối ưu hóa phản ứng allele-specific real-time PCR, các điều kiện bao gồm nhiệt độ lai (63°C, 

65°C và 67°C), nồng độ mồi (200 nM, 300 nM và 400 nM), và nồng độ mẫu dò (50 nM, 100 nM 
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và 150 nM) đã được khảo sát. Mục tiêu là đạt được tín hiệu đặc hiệu và ổn định cho các kiểu gen 

hoang dại, đột biến và hỗn hợp, đồng thời giảm thiểu hiện tượng nhân bản không đặc hiệu. Các 

điều kiện tối ưu được lựa chọn dựa trên độ đặc hiệu của tín hiệu, hiệu suất nhân bản và độ ổn định 

giữa các lần lặp lại (Hình 2). 

 

 

Hình 2. Kết quả thí nghiệm tối ưu các thông số của phản ứng allele specific real-time PCR 

Nhiệt độ lai 63°C - 67°C: Các nhiệt độ lai khác nhau được sử dụng nhằm tối ưu hóa điều kiện phản 

ứng PCR. Mồi 200 nM-400 nM: Các nồng độ mồi khác nhau đã được thử nghiệm trong phản ứng. 

Mẫu dò 50 nM - 150 nM: Các nồng độ khác nhau của mẫu dò TaqMan đã được khảo sát trong phản 

ứng. Các ký hiệu A, G, A/G biểu thị kiểu gen tại vị trí 2143 của gene 23S rRNA. A: Kiểu gene hoang 

dại (allele hoang dại). G: Kiểu gene đột biến (allele đột biến). A/G: Kiểu gene hỗn hợp (allele hoang 

dại và đột biến cùng hiện diện). Mỗi biểu đồ hộp (box plot) biểu diễn phân bố giá trị ngưỡng chu kỳ 

(Ct) ứng với một tập hợp điều kiện cụ thể. Hộp biểu diễn khoảng tứ phân vị (từ bách phân vị thứ 25 

đến 75), đường ngang bên trong hộp biểu thị giá trị trung vị, và các “râu” kéo dài đến giá trị nhỏ nhất 

và lớn nhất nằm trong khoảng 1,5 lần độ rộng khoảng tứ phân vị tính từ hộp. Màu đỏ biểu thị kiểu 

gene đột biến (G). Màu xanh ngọc biểu thị kiểu gene hoang dại (A). 

Nhiệt độ lai: Cả 3 nhiệt độ lai, phản ứng đều cho thấy khả năng phát hiện đột biến ở những mẫu mang 

kiểu gene đột biến và hỗn hợp. Tuy nhiên, ở nhiệt độ 63°C, mẫu mang kiểu gene đột biến ghi nhận 

tín hiệu đối với cả 2 loại mẫu dò cho thấy sự kém đặc hiệu của phản ứng ở nhiệt độ này, khác biệt với 

2 nhiệt độ còn lại có độ đặc hiệu đảm bảo. Giá trị Ct mẫu dò VIC của kiểu gene đột biến tại nhiệt độ 

65°C thấp hơn so với 67°C (t-test bắt cặp, p-value = 0.026 < 0.05, 95% CI), đồng nghĩa với hiệu suất 

phản ứng tốt hơn. Do đó, nhiệt độ 65°C được lựa chọn cho phản ứng. 

Nồng độ mồi: Ở cả 3 nồng độ mồi khảo sát, phản ứng đều cho thấy tín hiệu mẫu dò phù hợp với kiểu 
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gene (FAM đối với mẫu hoang dại, VIC với mẫu đột biến và cả 2 tín hiệu đối với mẫu hỗn hợp). Giá 

trị Ct thu được ở cả 3 mẫu cho thấy không có sự khác biệt (ANOVA one-way, p-value > 0.05, 95% 

CI). Do đó, nồng độ mồi được lựa chọn cho phản ứng là 300 nM. 

Nồng độ mẫu dò: Ở cả 3 nồng độ mẫu dò khảo sát, phản ứng đều cho thấy tín hiệu mẫu dò phù hợp 

với kiểu gene (FAM đối với mẫu hoang dại, VIC với mẫu đột biến và cả 2 tín hiệu đối với mẫu hỗn 

hợp). Giá trị Ct thu được ở cả 3 kiểu gene cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (ANOVA 

one-way, p-value > 0.05, 95% CI). Do đó, nồng độ mẫu dò được lựa chọn cho phản ứng là 100 nM. 

 

3.2. Kết quả đánh giá tần suất allele tối thiểu có thể phát hiện của phản ứng 

Thí nghiệm nhằm xác thực hiệu quả của phản ứng xét nghiệm trên các nồng độ amplicon DNA khác 

nhau và ở các tần suất allele đột biến khác nhau. Kết quả cho thấy tín hiệu phát hiện từ kênh huỳnh 

quang HEX (đại diện cho kiểu gene đột biến) và kênh FAM (đại diện cho kiểu gene hoang dại) thay 

đổi tùy theo nồng độ DNA và tần suất allele đột biến (Hình 3). 

 

Hình 3. Kết quả đánh giá tần suất allele đột biến A2143G tối thiểu có thể phát hiện của phản ứng 

Trục hoành (X-axis): Nồng độ amplicon, từ 102 đến 107 copies/μL - biểu thị nồng độ DNA của 

amplicon được sử dụng trong mỗi thí nghiệm. Trục tung (Y-axis): Giá trị Ct (ngưỡng chu kỳ). Thang 

đo 0 - 30: Khoảng giá trị Ct ghi nhận được trong các phản ứng PCR. Các ô phụ (Subpanels): Tần suất 

allele đột biến (%), từ 10% G đến 100% G - thể hiện tần suất của allele đột biến (G) trong các mẫu 

DNA, từ 10% (tần suất đột biến thấp) đến 100% (toàn bộ là đột biến). Màu đỏ (mt: mutant): Biểu thị 

các mẫu dự kiến sẽ phát hiện được allele đột biến (G). Màu xanh ngọc (wt: wild-type): Biểu thị các 

mẫu dự kiến sẽ phát hiện được allele hoang dại (A). 
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Ở tần suất 100% (chỉ có kiểu gene đột biến), chỉ có tín hiệu mẫu dò đột biến được ghi nhận còn tín 

hiệu mẫu dò hoang dại không được ghi nhận ở tất cả các nồng độ khảo sát. Điều này một lần nữa 

khẳng định tính đặc hiệu của phản ứng ở các nồng độ khác nhau. 

Ở các tần suất 50% và 20%, tín hiệu của mẫu dò đột biến và hoang dại có thể được phát hiện đồng 

thời ở tất cả các nồng độ trong khoảng khảo sát. Ở tần suất 10%, chỉ có tín hiệu mẫu dò hoang dại có 

thể được ghi nhận còn mẫu dò đột biến không thể ghi nhận tín hiệu ở bất cứ nồng độ nào trong khoảng 

khảo sát. Do đó, tần suất allele đột biến tối thiểu của phản ứng chúng tôi ghi nhận được là 20%. 

 

4. BÀN LUẬN 

Kết quả nghiên cứu cho thấy phản ứng allele-specific real-time PCR sử dụng mẫu dò TaqMan có khả 

năng phát hiện chính xác đột biến A2143G trên gene 23S rRNA của H. pylori với độ đặc hiệu và hiệu 

suất phản ứng cao. Ở những nghiên cứu đi trước của nhóm, kỹ thuật được sử dụng để phát hiện đột 

biến A2143G là giải trình tự Sanger - phương pháp đòi hỏi máy móc đắt tiền và thời gian thực hiện 

lâu, không thể trả kết quả trong ngày. Đối với phản ứng real-time PCR được tối ưu hóa trong nghiên 

cứu này, thời gian thực hiện ngắn - chỉ khoảng 2 giờ kể từ khi tiếp nhận mẫu - giúp phương pháp này 

trở nên đặc biệt phù hợp với yêu cầu sàng lọc nhanh trong lâm sàng. Cụ thể: Quy trình bao gồm 30 

phút xử lý và tinh sạch DNA, 15 phút chuẩn bị phản ứng và thiết lập chương trình chạy, 60 phút cho 

chu trình PCR và 15 phút kiểm tra, phân tích tín hiệu và trả kết quả. Như vậy, toàn bộ quy trình có 

thể được hoàn tất trong ngày, hỗ trợ kịp thời cho bác sĩ trong việc chỉ định phác đồ điều trị ngoại trú 

phù hợp. 

Trong bối cảnh hiện tại, tỷ lệ đề kháng Clarithromycin tại Việt Nam đang ở mức báo động - có thể 

lên tới hơn 90% ở một số khu vực như TP.HCM [10, 11]. Việc triển khai một công cụ chẩn đoán 

nhanh, đáng tin cậy như real-time PCR để phát hiện sớm các đột biến kháng thuốc mang ý nghĩa 

đặc biệt quan trọng. Phản ứng này không chỉ giúp cá thể hóa điều trị mà còn góp phần giảm thiểu 

sử dụng kháng sinh không cần thiết, từ đó kiểm soát tốt hơn tình trạng kháng thuốc đang ngày càng 

gia tăng. 

Phản ứng do nhóm nghiên cứu phát triển đạt ngưỡng phát hiện tối thiểu là 20% allele đột biến - 

một mức nhạy đáng kể. Mặc dù VAF của quy trình không thể so sánh được với các kỹ thuật như 

digital PCR (VAF thấp đến 0.01%) hay giải trình tự thế hệ mới (VAF thấp đến 0.5%) hay không 

thể là tiêu chuẩn vàng như giải trình tự gene Sanger, chi phí cho phản ứng real-time PCR lại tốt 

hơn nhiều so với các phương pháp nói trên. Ngoài ra, tần suất này là tương đối cao so với mức 

2% như trong phản ứng real-time PCR được công bố bởi Maslah và cộng sự năm 2020 trên đột 

biến JAK V617F [13]. Tuy nhiên, với ưu điểm về thời gian và chi phí, real-time PCR vẫn là lựa 

chọn thực tế và khả thi trong điều kiện lâm sàng thông thường. Nghiên cứu của Ji Hae Nahm và 

cộng sự (2019) tại Hàn Quốc cũng đã khẳng định hiệu quả của phương pháp real-time PCR trong 

phát hiện đột biến A2143G từ mẫu sinh thiết với độ nhạy 94.4-100% và độ đặc hiệu 100% so với 

giải trình tự Sanger [14]. 

Tại châu Âu, nghiên cứu của Monica Oleastro và cộng sự (2003) nhấn mạnh rằng ba đột biến phổ 

biến nhất liên quan đến kháng Clarithromycin là A2142G, A2142C, và A2143G. Trong đó, đột biến 

A2143G chiếm ưu thế rõ rệt [15]. Xu hướng này phù hợp với thực tế tại Việt Nam, nơi đột biến 

A2143G chiếm đa số, trong khi A2142G và A2142C có tỷ lệ rất thấp (chỉ khoảng 3.5%) như kết quả 

của Hà Thị Minh Thi và cộng sự (2015) đã chỉ ra [12]. Do đó, việc tập trung thiết lập phản ứng phát 

hiện riêng cho A2143G như trong nghiên cứu hiện tại là hợp lý và có giá trị ứng dụng cao. 

Một điểm nổi bật khác của nghiên cứu là việc phản ứng có thể phân biệt rõ kiểu gen hoang dại, đột 
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biến và hỗn hợp thông qua hệ thống mẫu dò FAM/VIC. Điều này rất quan trọng trong các trường hợp 

bệnh nhân nhiễm nhiều chủng H. pylori đồng thời - vốn không hiếm gặp ở khu vực có tỷ lệ lây nhiễm 

cao như Việt Nam [4]. Nghiên cứu gần đây của Yao Zhao và cộng sự (2023) tại Trung Quốc cũng đề 

xuất phương pháp multiplex real-time PCR phát hiện đồng thời các đột biến 23S rRNA, cho thấy đây 

là xu hướng kỹ thuật hiện đại trong tầm soát đột biến kháng thuốc [16]. 

Tuy nhiên, nghiên cứu vẫn còn một số hạn chế. Thứ nhất, phản ứng được kiểm tra chủ yếu trên mẫu 

sinh thiết dạ dày, chưa đánh giá hiệu quả trên các loại mẫu không xâm lấn như phân hay dịch dạ 

dày - vốn đang được chú trọng trong các nghiên cứu gần đây nhằm đơn giản hóa quy trình lấy mẫu. 

Như trong nghiên cứu của N. Gareayaghi và cộng sự vào năm 2022, nhóm nghiên cứu đã có thể 

phát hiện thành công các đột biến liên quan tính kháng Clarithromycin từ mẫu phân bằng phương 

pháp real-time PCR [17]. Thứ hai, nhóm tác giả chưa tiến hành so sánh trực tiếp với dữ liệu kháng 

sinh đồ hoặc kết quả điều trị để đánh giá giá trị tiên đoán của đột biến A2143G trong thực hành lâm 

sàng. Trên thực tế, có những chủng H. pylori không mang đột biến A2143G nhưng vẫn có thể có 

kiểu hình đề kháng. 

Tóm lại, phản ứng real-time PCR do nhóm tác giả phát triển đã chứng minh được tính hiệu quả và 

tiềm năng ứng dụng trong sàng lọc đột biến A2143G liên quan đến kháng Clarithromycin. Phản ứng 

có thể góp phần quan trọng trong chiến lược điều trị theo cơ chế "test-and-treat" và định hướng lựa 

chọn phác đồ phù hợp tại các cơ sở y tế trong nước - nơi mà tình trạng kháng thuốc đang là thách 

thức lớn trong điều trị H. pylori. 

 

5. Kết luận và kiến nghị 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã thiết lập được phản ứng real-time PCR có khả năng phát hiện đột 

biến A2143G trên gene 23S rRNA của H. Pylori liên quan đến tính kháng Clarithromycin. Phản ứng 

có thời gian thực hiện ngắn (khoảng 2 tiếng), có thể phát hiện những mẫu hỗn hợp có tần suất allele 

đột biến thấp đến mức 20%. 

Trong khuôn khổ của nghiên cứu, chúng tôi chưa có điều kiện để đánh giá hiệu quả lâm sàng của quy 

trình cũng như mối liên quan giữa kiểu gene đột biến và kiểu hình đề kháng. Ngoài ra, nghiên cứu 

chỉ được thực hiện trên mẫu sinh thiết dạ dày - tá tràng chứ chưa khảo sát trên những nền mẫu khác 

như nước bọt, dịch vị hoặc phân. Những điểm này sẽ là hướng đi để chúng tôi mở rộng nghiên cứu 

và tiếp tục thực hiện các mục tiêu nói trên trong những nghiên cứu sau. 
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