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Streptococcus pneumoniae lµ mét trong 
nh÷ng t¸c nh©n chÝnh g©y bÖnh viªm mµng n$o 
mñ vµ viªm ®−êng h« hÊp, viªm xoang mòi … 
Trong nh÷ng n¨m 1940, c¸c chñng S. 
pneumoniae ph©n lËp ®−îc ®Òu nh¹y c¶m víi 
thuèc kh¸ng sinh penixillin nªn thuèc nµy ®−îc 
chØ ®Þnh dïng trong ®iÒu trÞ bÖnh do nhiÔm phÕ 
cÇu khuÈn. Tr−êng hîp kh¸ng penixillin ®Çu 
tiªn ë S. pneumoniae ®−îc ghi nhËn ë Nam Phi 
vµo n¨m 1977 [1]. 

ë ViÖt Nam, t×nh tr¹ng dïng thuèc kh¸ng 
sinh kh«ng kiÓm so¸t, kh«ng theo chØ dÉn cña 
b¸c sÜ ®$ lµm t¨ng nhanh hiÖn t−îng kh¸ng 
thuèc kh¸ng sinh ë nhiÒu lo¹i vi khuÈn trong 
nh÷ng n¨m gÇn ®©y. Nghiªn cøu vÒ t×nh h×nh 
kh¸ng thuèc cña mét sè vi khuÈn ë ng−êi kháe 
m¹nh t¹i céng ®ång n¨m 1999 (t¹i ba ®Þa ®iÓm 
ngo¹i thµnh Hµ Néi, HuÕ vµ thµnh phè Hå ChÝ 
Minh) cho thÊy tû lÖ ng−êi kháe m¹nh mang vi 
khuÈn S. pneumoniae cã ®éc lùc lµ 40,1% ë Hµ 
Néi, 16,7% ë HuÕ vµ 30,9% t¹i thµnh phè Hå 
ChÝ Minh. KÕt qu¶ nghiªn cøu còng cho thÊy tû 
lÖ S. pneumoniae ®a kh¸ng ë thµnh phè Hå ChÝ 
Minh cao h¬n h¼n ë HuÕ vµ Hµ Néi (53% so víi 
16% ë Hµ Néi vµ 32,1% ë HuÕ). TÝnh nh¹y c¶m 
víi penixillin cña S. pneumoniae ®$ gi¶m ®i 
19,6%, tÝnh chung cho c¶ 3 ®Þa ph−¬ng nµy. 

Sù ®Ò kh¸ng penixillin cña S. pneumoniae do 
sù biÕn ®æi trªn c¸c gien pbp, m$ hãa cho c¸c 
protein g¾n víi penixillin (penicillin binding 
protein - PBP) trªn mµng tÕ bµo vi khuÈn. C¸c 
biÕn ®æi nµy lµm thay ®æi cÊu tróc cña c¸c PBP 
khiÕn kh¶ n¨ng liªn kÕt cña chóng ®èi víi c¸c 
thuèc kh¸ng sinh hä lactam gi¶m ®i. V× vËy, vi 
khuÈn trë nªn Ýt hoÆc kh«ng bÞ t¸c ®éng bëi c¸c 
thuèc kh¸ng sinh nµy [1]. 

Chóng t«i dïng kü thuËt PCR ®Ó nh©n b¶n

mét sè tr×nh tù cña gien pbp2b, sau ®ã dïng kü 
thuËt SSCP (Single Strand Conformation 
Polymorphism) ®Ó ph¸t hiÖn c¸c tr×nh tù cã 
mang ®ét biÕn. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Chñng vi khuÈn 

20 chñng vi khuÈn S. pneumoniae kh¸ng 
penixillin, 1 chñng vi khuÈn nh¹y penixillin vµ 
chñng S. pneumoniae ATCC 49619 sö dông 
trong ®Ò tµi nghiªn cøu nµy ®−îc cung cÊp bëi 
khoa vi sinh, bÖnh viÖn Nhi §ång I vµ khoa vi 
sinh, bÖnh viÖn Chî RÉy, Tp. Hå ChÝ Minh.  

2. Ph−¬ng ph¸p 

a) Ph−¬ng ph¸p PCR 

3 µl ADN vi khuÈn t¸ch chiÕt theo ph−¬ng 
ph¸p ®un s«i ®−îc dïng lµm b¶n mÉu cho ph¶n 
øng PCR. ThÓ tÝch cña ph¶n øng lµ 25 µl cã 
chøa 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH = 8, 1,5 
mM MgCl2, 12,5 pmol mçi lo¹i måi P5 vµ P6 
[1], 200 nM mçi lo¹i deoxyribonucleotit (dATP, 
dTTP, dGTP, dCTP), 1,5 U Taq DNA 
polymeraza (promega). Ch−¬ng tr×nh PCR ®−îc 
thiÕt lËp nh− sau : 93oC trong 3 phót; tiÕp theo lµ 
30 chu kú bao gåm: 93oC-1 phót, 55oC-1 phót, 
72oC-1 phót; cuèi cïng lµ 72oC-5 phót. S¶n 
phÈm t¹o ra cã kÝch th−íc 684 bp (cÆp base). 

§Ó phôc vô cho kü thuËt SSCP - kü thuËt nµy 
chØ ph©n tÝch hiÖu qu¶ c¸c tr×nh tù ADN cã kÝch 
th−íc d−íi 400 bp, chóng t«i thiÕt kÕ c¸c måi 
"trong" nh»m nh©n b¶n nh÷ng ®o¹n cã kÝch 
th−íc theo yªu cÇu tõ tr×nh tù 684 bp nãi trªn. 
C¸c cÆp måi ®−îc thiÕt kÕ b»ng c¸c phÇn mÒm 
Clustal X, Annhyb. Tr×nh tù c¸c måi vµ kÝch 
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th−íc cña c¸c s¶n phÈm PCR t−¬ng øng ®−îctr×nh bµy trong b¶ng sau:  
 

Tªn måi Tr×nh tù KÝch th−íc s¶n phÈm PCR 
P5 5’- CTGACCATTGATTTGGCTTTCCAA – 3’ 

P22 5’- GAGCTGAACCTTGGAAGACG – 3’ 
331 cÆp base (®o¹n 2B1) 

P23 5’- CGTCTTCCAAGGTTCAGCTC – 3’ 
P24 5’- CATGATTCCAAGAGCGGTTT – 3’ 

130 cÆp base (®o¹n 2B2) 

P25 5’- GGCCAGACCTATCAACCAAA – 3’ 
P6 5’- TTTGCAATAGTTGCTACATACTG –3’ 

242 cÆp base (®o¹n 2B3) 

 
S¶n phÈm 684 bp ®−îc pha lo$ng 100 lÇn; 3 

µl ®−îc sö dông lµm b¶n mÉu cho ph¶n øng 
PCR. Ph¶n øng PCR ®−îc tiÕn hµnh víi c¸c 
thµnh phÇn ph¶n øng vµ ch−¬ng tr×nh ®$ nªu ë 
phÇn trªn. C¸c s¶n phÈm PCR sau ®ã ®−îc ph©n 
tÝch b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 1%. 

b) Ph−¬ng ph¸p SSCP 

Khi ®−îc ®iÖn di trong gel kh«ng biÕn tÝnh, 
mçi m¹ch ®¬n DNA sÏ nhËn mét cÊu h×nh ®Æc 
tr−ng ®−îc quy ®Þnh bëi tr×nh tù nucleotit. Sù 
thay ®æi cña chØ mét base trong tr×nh tù còng 
lµm thay ®æi cÊu h×nh nµy, dÉn ®Õn sù di chuyÓn 
kh«ng gièng nhau trong qu¸ tr×nh ®iÖn di. 
Chóng t«i ph¸t hiÖn sù hiÖn diÖn cña c¸c ®ét 
biÕn trªn DNA b»ng ph−¬ng ph¸p nµy. C¸c s¶n 
phÈm PCR ®−îc biÕn tÝnh b»ng c¸ch ®un ë 
100oC trong 5 phót råi lµm l¹nh ®ét ngét. Sau ®ã 

ADN biÕn tÝnh ®−îc ®iÖn di trªn gel 
polyacrylamit 8%. Qu¸ tr×nh ®iÖn di ®−îc tiÕn 
hµnh trong 12-14 giê víi hiÖu thÕ 120V ë 4oC. 
Sau ®iÖn di, gel ®−îc nhuém b¹c ®Ó x¸c ®Þnh vÞ 
trÝ cña c¸c v¹ch t−¬ng øng víi ADN m¹ch ®¬n 
[2, 3, 4].  

ii. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. KiÓm tra hiÖu qu¶ nh©n b¶n c¸c tr×nh tù 
2B1, 2B2, 2B3 

Chóng t«i sö dông kü thuËt PCR ®Ó khuÕch 
®¹i c¸c tr×nh tù 2B1, 2B2, 2B3 tõ gien pbp2b cña 
20 chñng vi khuÈn Streptococcus pneumoniae 
kh¸ng penixillin. KÕt qu¶ ®iÖn di c¸c s¶n phÈm 
khuÕch ®¹i cña vµi chñng trªn gel agaroza 1% 
®−îc tr×nh bµy ë h×nh 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 1. KÕt qu¶ ®iÖn di trªn gel agaroza c¸c tr×nh tù cña gien pbp2b ®−îc nh©n b¶n b»ng PCR 
1: thang φX-174 HaeIII 
2: mÉu chøng ©m 
3, 4, 5: c¸c ®o¹n 2B1, 2B2, 2B3 cña chñng S. pneumoniae SR15 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14: c¸c ®o¹n t−¬ng øng cña chñng S. pneumoniae SR20, SR25, SR30. 

 
KÕt qu¶ trªn cho thÊy ë c¶ 4 chñng S. 

pneumoniae thö nghiÖm ®Òu cã sù xuÊt hiÖn cña 
c¸c s¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc nh− dù kiÕn 

lÇn l−ît lµ 331bp, 130bp vµ 242bp. §iÒu nµy 
chøng tá c¸c cÆp måi chóng t«i thiÕt kÕ ®$ ho¹t 
®éng tèt.  
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§Ó kiÓm tra tÝnh ®Æc hiÖu cña s¶n phÈm PCR, 
chóng t«i tiÕn hµnh lai ph©n tö (Southern blotting) 
c¸c s¶n phÈm PCR víi mÉu dß ®¸nh dÊu b»ng 
DIG-dUTP. MÉu dß lµ s¶n phÈm 2B3 cña chñng 
S. pneumoniae ATCC 49619 ®$ ®−îc x¸c ®Þnh 
tr×nh tù vµ so s¸nh víi c¸c tr×nh tù trong 
GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov). KÕt qu¶ cho 
phÐp kh¼ng ®Þnh tÝnh ®Æc hiÖu cña c¸c s¶n phÈm 

PCR thu ®−îc (kÕt qu¶ kh«ng tr×nh bµy). 

2. KÕt qu¶ ph©n tÝch b»ng kü thuËt SSCP c¸c 
tr×nh tù pbp 2B1, 2B2, 2B3 cña 20 chñng S. 
pneumoniae kh¸ng penixillin 

Vµi kÕt qu¶ tiªu biÓu ph©n tÝch ®o¹n 2B1 
trªn 7 chñng kh¸ng cã ®èi chiÕu víi chñng nh¹y 
®−îc tr×nh bµy trong h×nh 2. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 2. KÕt qu¶ ®iÖn di trªn gel polyacrylamit tr×nh tù 2B1 tõ mét sè chñng kh¸ng vµ nh¹y víi 
penixillin 

1: ADN kh«ng biÕn tÝnh 
2: ®o¹n 2B1 cña chñng S. pneumoniae nh¹y 
3-9: ®o¹n 2B1 cña c¸c chñng S. pneumoniae kh¸ng SR25, SR15, SR26, SR18, SR22, SR20, SR23 

 
KÕt qu¶ trªn cho thÊy cã 4 d¹ng ®iÖn di kh¸c 

nhau, t¹m gäi lµ d¹ng I, II, III, IV cña tr×nh tù 
2B1 trªn 7 chñng kh¶o s¸t. D¹ng I bao gåm 
chñng SR25 (giÕng 3) vµ SR26 (giÕng 5), d¹ng 
II bao gåm chñng SR15, SR18, SR22 (giÕng 
4,6,7), d¹ng III cã chñng SR20 (giÕng 8) vµ 
d¹ng IV cã chñng SR20 (giÕng 9). 

C¸c kÕt qu¶ trªn c¶ 3 ®o¹n 2B1, 2B2, 2B3 ë 
20 chñng kh¶o s¸t cho thÊy cã 7 d¹ng ®iÖn di 

kh¸c nhau ®èi víi ®o¹n 2B1, 4 d¹ng ®iÖn di ®èi 
víi ®o¹n 2B2 vµ 5 d¹ng ®iÖn di ®èi víi ®o¹n 
2B3. C¸c d¹ng ®iÖn di kh¸c nhau nµy ph¶n ¸nh 
sù hiÖn diÖn cña Ýt nhÊt 1 ®ét biÕn ®iÓm trªn mçi 
tr×nh tù kh¶o s¸t. 

Tæng kÕt trªn c¶ 3 tr×nh tù kh¶o s¸t ®èi víi 
tõng chñng kh¸ng, chóng t«i thu ®−îc kÕt qu¶ 
nh− sau:  

 
Sù xuÊt hiÖn ®ét biÕn trªn 3 tr×nh tù 2B1, 2B2, 2B3 cña gien pbp2b Chñng vi khuÈn 

Kh«ng cã ®ét biÕn trªn c¶ 3 tr×nh tù 33, 34 

ChØ x¶y ra trªn tr×nh tù 1 15, 22, 23, 24 

ChØ x¶y ra trªn tr×nh tù 2 25, 27, 28 

ChØ x¶y ra trªn tr×nh tù 3 26, 29 

X¶y ra trªn tr×nh tù 1 vµ 2 18, 29 

X¶y ra trªn tr×nh tù 1 vµ 3 32 

X¶y ra trªn c¶ 3 tr×nh tù 16, 17, 19, 21, 30, 31 
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Sè l−îng lín c¸c d¹ng ®iÖn di kh¸c nhau 
trªn mét tr×nh tù t−¬ng ®èi ng¾n cho thÊy ®©y lµ 
mét vïng biÕn ®éng cao. §iÒu nµy phï hîp víi 
c¸c c«ng bè tr−íc ®©y cho thÊy tr×nh tù ADN 
cña gien pbp2b ë S. pneumoniae n»m gi÷a hai 
måi P5 vµ P6 t−¬ng øng víi vïng m$ hãa cho 
ho¹t tÝnh transpeptidaza lµ vïng th−êng xuyªn 
x¶y ra c¸c ®ét biÕn [1]. C¸c ®ét biÕn nµy cã thÓ 
¶nh h−ëng hoÆc kh«ng ¶nh h−ëng ®Õn cÊu tróc 
cña PBP. ChØ nh÷ng ®ét biÕn lµm thay ®æi cÊu 
tróc cña PBP2B míi cã thÓ lµm thay ®æi tÝnh 
kh¸ng cña vi khuÈn. Trong phÇn nghiªn cøu tiÕp 
theo, chóng t«i sÏ tiÕn hµnh x¸c ®Þnh c¸c ®ét 
biÕn nµy.  

iii. KÕt luËn 

Kü thuËt SSCP sö dông trong bµi nµy cho 
phÐp ph¸t hiÖn sù hiÖn diÖn cña c¸c ®ét biÕn 
®iÓm trªn 3 tr×nh tù nh©n b¶n tõ gien pbp2b ë 20 
chñng S. pneumoniae kh¸ng penixillin. Vïng 

tr×nh tù kh¶o s¸t lµ vïng cã tÝnh biÕn ®éng di 
truyÒn lín, thÓ hiÖn qua sè l−îng lín c¸c d¹ng 
®iÖn di SSCP kh¸c nhau ë c¸c chñng kh¸ng thö 
nghiÖm. 
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POINT MUTATION ANALYSIS OF the PBP2B (PENIcILLIN BINDING 
PROTEIN) GENE IN PENICILLIN RESISTANT Streptococcus. 

PNEUMONIAE STRAINS 

do thanh ngan, Nguyen Hoang Chuong,  
   Thai Ke Quan, ho huynh thuy duong 

summary 

We amplified three fragments (2B1, 2B2, 2B3) corresponding to the transpeptidase encoding region of 
pbp2b gene in 20 penicillin-resistant strains of S. pneumoniae isolated from clinical samples. The fragments 
were then analysed by SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) electrophoresis.  

We identified seven SSCP electrophoretic patterns of 2B1, four of 2B2 and five of 2B3 fragments. This 
high variation in electrophoretic mobility of these fragments shows the great genetic variation of the studied 
region. The sequencing of these fragments will confirm our results. 
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