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TÓM TẮT 
Mục tiêu: Tối ưu quy trình phát hiện ký sinh 

trùng P. vivax bằng kỹ thuật Real-time PCR và 
đánh giá độ nhạy đặc hiệu của phương pháp.  

Phương pháp: Tách chiết DNA, tối ưu quy 
trình PCR tạo đối chứng dương, tối ưu quy trình 
Real-time PCR sử dụng Taqman Probe phát hiện 
KSTSR P. vivax. Xác định ngưỡng phát hiện, độ  
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nhạy, độ đặc hiệu của quy trình và đánh giá so 
sánh với kit thương mại. 

Kết quả: Khuếch đại thành công đối chứng 
dương có kích thước 1,2 kb chủng KST P. vivax. 
Tối ưu thành công quy trình real-time phát hiện 
KSTSR P. vivax. Ngưỡng phát hiện của quy 
trình là 4,138 copies/phản ứng tương đương với 
0,1 KST/ µl, độ nhạy và độ đặc hiệu của quy 
trình là 100%. Có sự tương quan cao giữa kit thị 
trường với quy trình nghiên cứu với hệ số 
Cohen’s kappa (K=0,96). 

Kết luận: Đã xây dựng và tối ưu thành công 
quy trình phát hiện kí sinh trùng P. vivax bằng kỹ 
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thuật Real-time PCR và đạt được độ nhạy, độ 
đặc hiệu tương đương với kit thương mại trên thị 
trường, tiết kiệm chi phí và thời gian xét nghiệm. 

Từ khóa: Sốt rét, Real-time PCR, P. vivax. 
SUMMARY 
DEVELOPMENT OF TAQMAN REAL-TIME 

PCR- BASED ASSAY TO DETECT 
PLASMODIUM VIVAX 

Objective: To optimize and analytically 
validate a Taqman real-time PCR assay to 
detect P. vivax.  

Method: A real-time PCR assay was 
optimized based on the positive control and was 
validated the diagnostic performance on clinical 
samples for the sensitivity, specificity and the 
limit of detection (LOD).  

Results: We have successfully optimized the 
real-time PCR procedure for detecting P. vivax. 
The sensitivity and specificity of the real-time 
PCR assay was 100% and the LOD of the assay 
was 4.138 copies per reaction, which is 
equivalent to 0.1 parasites/µl.  

Conclusion: The Taqman real-time PCR assay 
was sucessfully developed and could be used for 
the detection of P. vivax in clinical samples. 

Keywords: Malaria, real-time PCR, 
Plasmodium vivax. 

ĐẶT VẤN ĐỀ 
P. vivax là chủng ký sinh trùng (KST) gây 

bệnh sốt rét phổ biến thứ hai ở Việt Nam đứng 
sau P. falciparum [1]. P. vivax thường gây ra sốt 
rét theo cơn nhưng ít trường hợp chuyển sang 
sốt rét ác tính. Các đặc điểm lâm sàng của sốt rét 
do P. vivax không đủ để chẩn đoán chính xác vì 
có các triệu chứng tương đồng với một số các 
bệnh nhiễm trùng khác như bệnh leishmaniasis, 
thương hàn và bệnh lao. Vì vậy các kỹ thuật 
chẩn đoán xét nghiệm có độ nhạy cao để chẩn 
đoán sốt rét nhanh, chính xác là rất cần thiết [2].  

Phương pháp xét nghiệm PCR dựa trên 
đoạn trình tự đích 18S rRNA để phát hiện ký 
sinh trùng sốt rét (KSTSR) có độ nhạy và đặc 
hiệu nhạy so với phương pháp kính hiển vi 
thông thường [3-6]. Tuy nhiên các phương pháp 
xét nghiệm dựa trên PCR được công bố cho 
đến nay có nhược điểm như thời gian thực hiện 
kéo dài, không định lượng được số lượng 
KSTSR. Mặt khác, real-time PCR sử dụng đầu 
dò taqman là một phương pháp mới được sử 
dụng để phát hiện chủng KSTSR không những 
đáp ứng được những vướng mắc về số lượng 
mẫu, lượng ký sinh trùng mà còn tiết kiệm chi 
phí và thời gian xét nghiệm. Chính vì vậy, chúng 
tôi tiến hành nghiên cứu nghiên cứu thiết lập 
quy trình phát hiện ký sinh trùng sốt rét P. vivax 

bằng kỹ thuật Real-time PCR. 
ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
1. Đối tượng nghiên cứu 
Chúng tôi thực hiện xây dựng quy trình trên 

chủng chuẩn KSTSR P. vivax được cung cấp 
bởi Viện Y học nhiệt đới Tuebigen, CHLB Đức. 
Đánh giá độ nhạy và độ đặc hiệu quy trình xây 
dựng được trên các mẫu bệnh phẩm bao gồm: 
30 mẫu bệnh phẩm đã được xác định sốt rét do 
KSTSR P. vivax, 30 mẫu tự tạo nhiễm KSTSR 
không phải P. vivax. Đánh giá sự tương quan 
quy trình xây dựng được với kit thương mại trên 
thị trường sử dụng 52 mẫu bệnh phẩm đã được 
xác định nhiễm KSTSR bằng phương pháp 
nhuộm Giemsa tại khu vực Tây Nguyên. 

2. Phương pháp nghiên cứu 
Tách DNA: Từ chủng chuẩn và 112 mẫu 

bệnh phẩm thu thập được tách bằng kít tách 
chiết DNA từ máu toàn phần GeneJET Whole 
Blood Genomic DNA Purification (Thermo Fisher 
Scientific, Mỹ) theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất. Nồng độ DNA được đo bằng máy 
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo 
Scientific, Hoa Kỳ), các mẫu DNA được bảo 
quản ở -30°C cho đến khi sử dụng cho phản 
ứng PCR. 

Khuếch đại đoạn gen tạo đối chứng 
dương: Sử dụng cặp mồi đặc hiệu nhân đoạn 
gen 18S rRNA sử dụng trong phản ứng PCR: 
Trình tự mồi như sau: Mồi xuôi 5’-CTT GTT GTT 
GCC TTA AAC TTC-3’ và mồi ngược 5’ -TTA AAA 
TTG TTG CAG TTA AAA CG-3’. Thành phần 
phản ứng PCR nhân gen gồm: master mix: 10µl; 
mồi xuôi: 1µl; mồi ngược: 1µl; nước: 6µl; mẫu: 
2µl. Chu trình nhiệt phản ứng PCR: 95°C 10 
phút; tiếp theo 35 chu kỳ: 95°C 30 giây, 57°C 30 
giây, 72°C 60 giây; 72°C 5 phút và bảo quản mẫu 
ở 4°C. Sản phẩm PCR được điện di trên gel 
1,5% sau đó được tinh sạch bằng kit GeneJET 
PCR Purification Kit (Thermo Fisher, Mỹ), điện di 
kiểm tra lại lần nữa và phân tích kết quả. 

Xây dựng quy trình phát hiện kí sinh trùng 
P. vivax bằng kỹ thuật Real-time PCR: Sử 
dụng probe Taqman làm chất phát huỳnh 
quang. Mồi và probe thiết kế đặc hiệu để nhân 
gen đích 18S rRNA, là trình tự bảo tồn cao đồng 
thời nhiều bản sao nằm rải rác trên hệ gen của 
chủng KSTSR P. vivax. Trình tự mồi VIV-F 5’- 
CTT TTG AGA GGT TTT GTT ACT TTG AGT 
AA-3’, mồi VIV-R 5’- TAT TCC ATG CTG TAG 
TAT TCA AAC ACA A-3’ và VIV- probe 5’- ACA 
CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC -
3’. Thành phần phản ứng Real-time PCR: 
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master mix probe: 12,5 µl; VIV-F: 1µl; VIV-R: 
1µl; probe: 0,25µl; nước: 8,25µl và mẫu: 2µl. 
Chu trình nhiệt: 95°C 15 phút; tiếp theo 45 chu 
kỳ: 94°C 15 giây, 60°C 60s.  

Xác định ngưỡng phát hiện, độ nhạy, độ 
đặc hiệu của quy trình: Panel độ nhạy, pha 
loãng 10 lần liên tiếp từ dung dịch DNA gốc có 
nồng độ là 30ng/µl. Tính số bản copies DNA 
theo công thức: Số bản copies = 

/ . Độ 
nhạy chẩn đoán được tính bằng: Se = Dương 
tính thật/ (Dương tính thật + Âm tính giả) x 
100%. Độ đặc hiệu được tính bằng: Sp = Âm 
tính thật/ (Âm tính thật+ Dương tính giả) x 
100%. Đánh giá tương quan và phân tích số liệu 
bằng phần mềm thống kê sinh học. 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
Tối ưu quy trình PCR tạo đối chứng 

dương 
Thực hiện tối ưu các thành phần của quy 

trình PCR tạo đối chứng dương: tối ưu nhiệt độ 
gắn mồi, thời gian kéo dài, nồng độ mồi. 

Kết quả tối ưu nhiệt độ gắn mồi: Phản ứng 
PCR được thực hiện theo chương trình chạy 
gradient nhiêt độ gắn mồi với dải nhiệt độ từ 50-
57°C để nhiệt độ gắn mồi không quá thấp và phù 
hợp với Tm của mồi. Sản phẩm phản ứng được 
điện di trên gel agarose 1,5% nhuộm trong dung 
dịch ethidium bromide trong 20 phút. Kết quả tối 
ưu, ở nhiệt độ gắn mồi 57°C cho sản phẩm 1 
băng đặc hiệu rõ nét nhất có kích thước tương 
ứng 1,2 kb, được chọn cho các lần chạy sau.  

Thời gian kéo dài: Ước lượng theo công 
thức 60s kéo dài tương ứng với sản phẩm kích 
thước 1kb, với sản phẩm đích mong muốn có 
kích thước 1,2 kb đầu tiên thời gian kéo dài 
được sử dụng là 1 phút 20 giây. Tuy nhiên sản 
phẩm thu được xuất hiện các band không mong 
muốn. Tiến hành thí nghiệm với thời gian kéo 
dài giảm xuống lần lượt còn 1 phút 10 giây, 1 
phút. Tại 1 phút cho 1 băng duy nhất kích thước 
1,2 kb phù hợp với yêu cầu của thí nghiệm nên 
được chọn làm thời gian kéo dài cho phản ứng. 

Nồng độ mồi: Với mồi sử dụng là mồi có 
nồng độ 5 µM và tổng thể tích của phản ứng là 
20 µl, chúng tôi thực hiện thí nghiệm với các 
nồng độ mồi lần lượt là 0,2 µM, 0,25 µM, 0,4 
µM. Điện di sản phẩm trên gel Agarose 1,5%. 
Tại vị trí nồng độ mồi 0,25 µM được chọn cho 
phản ứng PCR. 

Kết quả tạo đối chứng dương 
Sản phẩm PCR được tinh sạch, điện di kiểm 

tra và đo nồng độ DNA. 

1,2 kb

 
 

Hình 1: Kết quả tinh sạch sản phẩm PCR  
tạo đối chứng dương 

 
Trên hình cho thấy, điện di sản phẩm tinh 

sạch cho băng đặc hiệu đậm, rõ nét có kích 
thước 1,2 kb trên tất cả các mẫu thực hiện. Từ 
đó chứng minh, đã khuếch đại và tinh sạch 
thành công chứng dương P. vivax. Sản phẩm 
được bảo quản ở -30°C và được sử dụng cho 
các thí nghiệm tiếp theo. Kết quả đo OD của 
mẫu DNA chứng dương mà chúng tôi tự tổng 
hợp là 30 ng/µl. Từ kết quả này, tính toán số 
bản số bản copies của dung dịch gốc, tiếp đó sẽ 
pha loãng dung dịch để có số bản sao được sử 
dụng làm khuôn mẫu cho mỗi phản ứng đồng 
thời dãy nồng độ pha loãng này sẽ được sử 
dụng để đánh giá độ nhạy kỹ thuật và giới hạn 
phát hiện của phương pháp. 

Kết quả tối ưu quy trình phát hiện kí sinh 
trùng P. vivax bằng kỹ thuật Real-time PCR 

Nhiệt độ gắn mồi, nồng độ mồi và nồng độ 
probe là yếu tố quan trọng trong phản ứng real-
time PCR, quyết định tới hiệu quả của cả quá 
trình real-time PCR nên chúng tôi đã tối ưu ba 
yếu tố trên. Kết quả tối ưu nhiệt độ gắn mồi: 
chạy các phản ứng real-time PCR với các nhiệt 
độ gắn mồi khác nhau. Sau các lần chạy, chúng 
tôi thấy rằng tại cùng các thành phần giống 
nhau (nồng độ DNA 2,3 x 105 copies/µl), nhiệt 
độ gắn mồi là 60oC sẽ cho giá trị Ct=20,45 sớm 
nhất, tức là nhiệt độ gắn mồi này đặc hiệu nhất 
để phản ứng real-time PCR tổng hợp và khuếch 
đại sản phẩm đạt hiệu quả cao. 

Để tối ưu nồng độ mồi chúng tôi tiến hành 
các phản ứng real-time PCR giống nhau về 
thành phần và chu trình nhiệt (thực hiện phản 
ứng trên DNA nồng độ 2,3 x 105 copies/µl), chỉ 
khác nhau về nồng độ mồi. Tiến hành khảo sát 
thực hiện phản ứng với nồng độ mồi xuôi, mồi 
ngược mỗi loại từ 0,1 đến 0,5µM/phản ứng. Tại 
nồng độ 0,4 µM/phản ứng đặc hiệu nhất để máy 
real-time PCR nhận được tín hiệu huỳnh quang 
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sớm nhất. Nồng độ 0,4 µM/phản ứng sẽ được 
sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

 
Hình 2: Kết quả tối ưu nồng độ mồi 

 cho phản ứng real-time PCR 
(1): Nồng độ 0,1 µM; (2): Nồng độ 0,2 µM; 

(3): Nồng độ 0,25 µM;(4): Nồng độ 0,3 µM; (5): 
Nồng độ 0,4 µM 

Tiếp tục tiến hành các phản ứng giống nhau 
về thành phần và chu trình nhiệt (thực hiện phản 
ứng trên DNA nồng độ 2,3 x 105 copies/µl), chỉ 

khác nhau về nồng độ probe. Tiến hành khảo 
sát thực hiện phản ứng real-time PCR kiểm tra 
sản phẩm với nồng độ probe từ 0,05 đến 0,2 
µM/phản ứng. Tại nồng độ mồi 0,1 µM thấp nhất 
vẫn thu được được tín hiệu sớm nên nồng độ 
probe này được sử dụng cho các phản ứng sau 
để có thể tiết kiệm hóa chất nhất có thể. 

Kết quả đánh giá ngưỡng phát hiện, độ 
nhạy, độ đặc hiệu của quy trình 

Độ nhạy của kỹ thuật Real-time PCR chẩn 
đoán chủng KSTSR P. vivax được định nghĩa là 
tại mẫu có nồng độ pha loãng thấp nhất mà vẫn 
cho tín hiệu quang. Kết quả cho thấy với nồng độ 
DNA mẫu chứng dương là 30 ng, chiều dài 1,2 
kb ta tính được số bản copy DNA có mặt là 2,3 x 
1010 copies/µl. Lấy 5µl dung dịch gốc làm stock. 
Tiến hành xác định ngưỡng phát hiện trên panel 
độ nhạy gồm các mẫu có nồng độ từ 10-1 - 108 
copies/μl, đánh giá lặp lại 12 lần. Nồng độ từ 101 

- 106 cho 100% kết quả dương tính, tại 100 thì 
83,33% cho kết quả dương tính tại Ct = 38,11 và 
tại nồng độ 10-1 thì âm tính 100%. 

 
 

Hình 3: Kết quả Real-time PCR xác định ngưỡng phát hiện 
 

Ngưỡng phát hiện là giá trị tối thiểu có thể 
phát hiện được của kỹ thuật. Độ lặp lại thí 
nghiệm: được xác định bằng cách sử dụng một 
nồng độ nhất định để tiến hành phản ứng real-
time PCR lặp lại nhiều lần (trong thí nghiệm của 
chúng tôi là 6) nếu độ lặp lại là 6/6 được tính là 
lặp lại hoàn toàn 100%. 

Kết quả thấy nồng độ cuối cho tín hiệu huỳnh 
quang là 2,3 x 1010 copies/phản ứng, tuy nhiên 
với độ lặp lại là 83,33% chưa thể kết luận được 
ngưỡng phát hiện của quy trình. Thực hiện thí 
nghiệm với dải nồng độ pha loãng liên tiếp từ 
2,3 x 1010 đến 2,3 x 1010 copies/ phản ứng. Kết 

quả thí nghiệm được phân tích và tính toán 
bằng phần mềm PROLabPOD (QuoData). 
Ngưỡng phát hiện của quy trình phát hiện KST 
P. vivax bằng kỹ thuật Real-time PCR với độ tin 
cậy 95% là 4,138 copies/ phản ứng với khoảng 
tin cậy [2,603; 6,560]. Từ đó kết luận ngưỡng 
phát hiện của quy trình là 4,138 copies / phản 
ứng tương đương với 0,1 KST/ μl máu. 

Đánh giá độ nhạy chẩn đoán của quy trình, 
thực hiện thí nghiệm trên panel độ nhạy chẩn 
đoán đã tạo. Kết quả thí nghiệm cho thấy trên 30 
mẫu panel dương tính tất cả các phản ứng đều 
cho tín hiệu huỳnh quang và không quan sát thấy 
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trường hợp nào cho kết quả âm tính ở các mẫu 
được khẳng định là nhiễm kí sinh trùng P. vivax.  

Panel độ đặc hiệu: Kết quả thấy chỉ có mẫu 
chứng dương và mẫu chủng P. vivax cho tín 
hiệu huỳnh quang và không có mẫu nào của 
panel độ đặc hiệu cho tín hiệu huỳnh quang. 

Kết quả so sánh với kit thương mại trên 
thị trường 

Đánh giá sự tương quan giữa quy trình 
nghiên cứu và kit thương mại RealStar Malaria 
Screen & Type PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics) 
trên 52 mẫu bệnh phẩm thu thập được bệnh 
nhân đã được chẩn đoán sốt rét do nhiễm 
KSTSR sốt rét bằng phương pháp nhuộm 
Giemsa tại khu vực Tây Nguyên cho thấy 21/52 
mẫu dương tính (40,38%) và 30/52 mẫu âm tính 
cho cả 2 phương pháp. Có 1 mẫu có sự sai 
khác giữa 2 phương pháp (kít Altona âm tính và 
phương pháp real-time PCR chúng tôi xây dựng 
dương tính). Tuy nhiên về thống kê, dữ liệu 
chứng minh có sự tương quan cao trong định 
tính giữa 2 phương pháp với hệ số Cohen’s 
kappa (K=0,96). 

Bảng 1. Kết quả so sánh với kit thương mại 
trên thị trường 

Mẫu Altona Hệ số 
Kappa Âm tính Dương tính Tổng  

Âm tính 30 0 30 0,96 
Dương tính 1 21 22 

Total 31 21 52 
 
BÀN LUẬN 
Hiện nay việc sử dụng kính hiển vi để phát 

hiện ký sinh trùng sốt rét trong lam máu nhuộm 
vẫn là tiêu chuẩn vàng trong chẩn đoán KSTSR 
vì nó dễ thực hiện và giúp giảm thiểu các chính 
sách kinh tế của nhiều quốc gia [7]. Tuy nhiên, 
phương pháp soi kính hiển vi có nhiều hạn chế 
như độ nhạy giảm theo mật độ ký sinh trùng sốt 
rét trong máu, phụ thuộc vào kinh nghiệm của 
người soi kính, giới hạn phát hiện của phương 
pháp này là 10-20 KST/μL [7, 8]. Mật độ KST 
trong bệnh sốt rét do P. vivax thường thấp hơn 
so với P. falciparum, trong nhiều trường hợp 
thường nhiễm sốt rét phối hợp, do đó làm tăng 
nguy cơ âm tính giả với sốt rét cấp tính do P. 
vivax. Đây cũng không phải là phương pháp lý 
tưởng cho chần đoán SR khi mật độ KSTSR 
trong máu thấp hay nhiễm KSTSR phối hợp. Ở 
vùng dịch sốt rét, phương pháp soi kính hiển vi 
không thể đảm bảo kết quả, thì việc sử dụng 
test nhanh được khuyến khích. 

Phương pháp test nhanh sử dụng kháng 
nguyên để phát hiện sốt rét nhanh mang lại 
nhiều lợi thế như kết quả có thể đạt được trong 

vòng nửa giờ bởi các kỹ thuật viên không 
chuyên, dễ sử dụng, kit đều ổn định trong điều 
kiện nhiệt độ phòng trong vài tháng [7]. Tuy 
nhiên, độ nhạy và độ đặc hiệu của test nhanh 
rất khác nhau giữa các nhà cung cấp và theo 
loài được chẩn đoán. Nhìn chung các bộ kit phát 
triển cho chẩn đoán sốt rét do nhiễm P. 
falciparum tốt hơn so với P. vivax. 

Các kỹ thuật chẩn đoán sử dụng các dấu 
hiệu huyết thanh học đã được áp dụng hầu hết 
cho các nghiên cứu về miễn dịch bảo vệ và dịch 
tễ học. hầu hết các nghiên cứu đã được công 
bố đều áp dụng các kỹ thuật sử dụng các kháng 
nguyên tổng hợp thay vì sử dụng các peptide tự 
nhiên đặc trưng cho giai đoạn phát triển của 
KSTSR. Các nghiên cứu về các xét nghiệm huyết 
thanh có nguồn gốc từ kháng nguyên vắc-xin 
thường cho thấy độ đặc hiệu rất kém đối với 
chẩn đoán nhiễm trùng đang hoạt động. Phương 
pháp này cũng dễ gây hiện tượng dương tính 
giả, đặc biệt là ngay sau khi điều trị vì kháng 
nguyên vẫn tồn tại ngay cả khi đã loại bỏ KST.  

Phương pháp nested-PCR được sử dụng 
phổ biến trong phát hiện KSTSR, phương pháp 
này cũng đã được chứng minh có độ nhạy cao 
so với phương pháp soi kính hiển vi hay test 
nhanh, có thể lên tới 1 KST/ µl, có thể phát hiện 
được nhiễm KSTSR phối hợp. Tuy nhiên, hạn 
chế lớn của phương pháp này là thời gian dài, 
cần tới 8 giờ cho 2 vòng phản ứng PCR, nguy 
cơ lây nhiễm chéo cao và không thể định lượng 
được số lượng KST trong máu. Phương pháp 
real-time PCR mặt khác có thể theo dõi liên tục 
và phát hiện ngay tín hiệu mà không cần chờ 
đến khi phản ứng kết thúc. Phương pháp này 
cũng hạn chế khả năng lây nhiễm chéo và giảm 
thiểu thời gian.  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã lựa chọn 
gen 18S rRNA là gen đích, đây là gen đặc trưng 
của loài Plasmodium, RNA ribosome (rRNA) tạo 
thành phần cốt lõi của ribosome và rất cần thiết 
cho sự tổng hợp protein trong tất cả các sinh vật 
sống. Do các hạn chế chức năng, rRNA là một 
trong những axit nucleic được bảo tồn nhất trong 
tự nhiên, đồng thời chúng cũng tạo thành phần 
lớn các phân tử RNA trong các tế bào Mặt khác, 
bằng cách nhắm mục tiêu vào một gen có nhiều 
bản sao phân tán khắp hệ gen Plasmodium, độ 
nhạy của xét nghiệm này cao hơn so với việc 
chọn gen một bản sao. Mặt khác dựa trên dữ liệu 
18S rDNA có thể các xét nghiệm sàng lọc PCR 
được phát triển để phát hiện và phân biệt giữa 
các kí sinh trùng thuộc các chi khác nhau. 

Chính vì vậy, chúng tôi đã nghiên cứu quy 
trình phát hiện KST P. vivax bằng kỹ thuật real-
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time PCR với độ nhạy cao (100%) và đặc hiệu 
(100%), giới hạn phát hiện (độ nhạy phân tích) 
đạt 4,138 bản copy DNA/ phản ứng tương 
đương với 0,1 KST/ µl máu. Real-time PCR có 
thể mang lại kết quả trong vòng 2 giờ, không 
yêu cầu xử lý sau PCR, giảm xử lý mẫu và giảm 
thiểu rủi ro nhiễm bẩn. Do đó, xét nghiệm có thể 
dễ dàng thực hiện trong các xét nghiệm chẩn 
đoán sốt rét thông thường. 

Với ngưỡng phát hiện là 4,138 copies/ phản 
ứng tương đương với 0,1 KST/µl cao hơn 100 
lần so với phương pháp soi kính hiển vi thông 
thương (10 - 20 KST/ µl), cao gấp 10 lần so với 
phương pháp PCR truyền thống (1 - 10 KST/ 
µl). Mặt khác khi so sánh với các nghiên cứu 
cùng sử dụng kỹ thuật real-time PCR với đầu dò 
taqman đạt 1,13 KST/ µl [9], 0,2 KST/ µl [10] kỹ 
thuật của chúng tôi cho ngưỡng phát hiện cao 
hơn hẳn. Như vậy, tăng giới hạn phát hiện, độ 
nhạy và độ đặc hiệu của phương pháp có vai trò 
vô cùng quan trọng trong chẩn đoán sớm sốt 
rét, bệnh đã được Bộ Y tế đưa vào trong các 
mục tiêu Quốc gia thanh toán một số bệnh dịch 
nguy hiểm. 

KẾT LUẬN 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xây dựng 

và tối ưu thành công quy trình phát hiện kí sinh 
trùng P. vivax bằng kỹ thuật Real-time PCR. Đã 
xác định ngưỡng phát hiện, độ nhạy chẩn đoán 
và độ đặc hiệu của quy trình. Quy trình mà chúng 
tôi xây dựng đã đạt được độ nhạy và độ đặc hiệu 
tương đương với kit thương mại trên thị trường, 
tiết kiệm chi phí và thời gian xét nghiệm.  
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số yếu tố nguy cơ gây cận thị học đường của 101 
học sinh ở nhóm cận thị và 101 học sinh ở nhóm 
không cận thị của học sinh Trường trung học cơ  
sở Nguyễn Văn Cừ, thị xã Từ Sơn, tỉnh Bắc Ninh. 
Kết quả cho thấy yếu tố nguy cơ đối với cận thị 
học đường giữa xem vô tuyến liên tục trên 1 giờ 
cao gấp 5,73 lần so với nhóm xem vô tuyến 
dưới 1 giờ; sử dụng máy vi tính liên tục trên 1 
giờ cao gấp 7,1 lần so với nhóm sử dụng máy vi 


