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(57) Sang ché dé xuét bo sinh pham chip ADN chan doan nhanh vi khuan lao khang thudc

bao gdm:

a) phién kinh dé gin cac mau do, trong d6 mdi phién kinh bao gém 8 chip;

b) 254 mau do duoc gin lén phién kinh, trong do mdi mau do dugc gin tai 3 diém lién
tiép trén chip, va trong d6 mau do duoc cd dinh trén phién kinh bang phan tmg khong
thuan nghich giita nhém amino & dau 5’ ciia mau do va nhém epoxy trén phién kinh; va

trong do:

i) tai moi diém gan mau do, khoang 0,7nL ctia mdi mau do duoc gin trén phién kinh;

ii) duong kinh diém gin mau do 1a khoang 100um; va

iii) khoang cach giira cac mau do, cu thé 12 khoang cach tir tim ctia mau do nay dén tim
ctia mau do ké tlep bén canh, la khoang 310pm.

Sang ché con dé xuat quy trinh san xuat bd sinh pham chip ADN chan doan nhanh vi
khuan lao khang thudc nay.
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Linh vuc ki thuit dwoc dé cip

Sang ché lién quan dén linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé hon sang ché dé
xudt bo sinh phidm chip ADN chdn doan nhanh vi khuén lao khang thuéc va quy trinh
san xuét bd sinh phdm chip ADN (ViFran MTB multi-DR) chin doan nhanh vi khuan
lao khang thudc. Bo sinh phidm chip ADN theo sang ché cho phép thuc hién viéc chin
doén nhanh, hiéu qua, chinh x4c bénh lao khang thudc véi gia thanh hop ly.

Tinh trang ky thuit cia sing ché

Bénh lao 1a mdt bénh truyén nhiém gy ra béi vi khuan lao. Mycobacterium
tuberculosis. Bénh lao dung thu 9 trong 10 can bénh gdy tr vong cao nhét thé gidi.
Tinh trang khang thudc ngay cang ting 1a mot trong nhitng thach thic 16n nhit trong
viée kiém sodt bénh lao trén toan thé gidi. Hang tri€u bénh nhan lao da duoc diéu tri
ma khong 3 tinh trang khang thudc. Trong qud trinh diéu tri do, vi khudn lao ¢6 thé
lay lan ra cong dong va/hodc phat trién su khang thudc, tir don khang téi da khang,
khang it nhdt vé6i isoniazid (isoniazide - INH) va rifampicin (rifampicin - RMP)
va/hodc siéu khang (la tinh trang da khang va khang thém véi it nhit mot
fluoroquinolon (fluoroquinolone - FQ)) va 1 thudc tiém hang hai (Second-line
injectable drug - SIJ)). Trong nam 2016, cé khodng 600000 truong hop dugc phat
hién da khang hodc khang RMP (chi thi ciia da khang) va 123 nudc c¢6 bdo cdo phat
hién cac trudng hop siéu khang. Piéu tri lao khang thudc rat kho khin, tén kém va
gdy ra nhiéu tic dung phu cho bénh nhan, trong khi d6 khé nang thanh cong rat thap,
chi dat khoang 50% d6i véi lao da khang (chi c6 Viét Nam va Campuchia dat 75%)

va 30% dbi véi lao siéu khang (xem, tai liéu 1).

Hién nay chin doén lao khang thudc con gap rat nhiéu khé khin. Phuong phap
chuan vang 1a phuong phép khang sinh dd dua trén nudi ciy tén nhiéu thoi gian tir 4
dén 8 tudn, can phong an toan sinh hoc cdp 3 va nhan luc ¢6 tay nghé cao. Géan day,
cac két qua giai trinh tu cho thy co ché chinh cia vi khuén lao khang thudc 12 cac dot

bién diém trén gen lién quan dén khang thudc trong nhiém sac thé vi khuan. Nho do,
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cac phuong phap chén doan phén tir phéat hién lao khang thudc da duoc phat trién
manh mé&. Tuy nhién, chi mdt s6 xét nghiém dugc Té chiac Y t& Thé gisi (WHO)
khuyén céo ding trong 14m sang. Nho nhitng xét nghiém nay ma sb trudong hop lao
khang thude dugc phat hién tang lén trén toan thé gii. Tuy nhién, do gia thanh cao,
viéc 4p dung nhitng xét nghiém nay trong chan doan 1dm sang con han ché & cac nude
thu nhdp thip hodc trung binh. Bén canh d6, do s dot bién phat hién dugc con han
ché vi chi tip trung vao nhitng dot bién c6 tAn suat cao din dén bo sét cac trudng hop
khang thubc mang dot bién it phd bién. Nhing xét nghiém nay thuong phai dugc thue
hién phdi hop cung cc xét nghiém khéc dé dam bao tinh chinh xéc, vi du nhu khang
sinh dd nuéi cdy. Do dé, viéc phat trién kit chan doan vira nhanh, vira ¢6 do chinh xéac

cao voi gia thanh hop 1y 1a vo cing can thiét trong viée ki€ém soat can bénh nay.

Bén canh phuong phép giai trinh tu, cong nghé chip ADN 1a cong nghé manh
nhét ¢6 kha ning phat hién cing Iic hang nghin dot bién hay trinh tu dich. Mzc du
véy, hién nay chua c6 xét nghiém nao 4p dung cong ngh¢ chip dugec WHO phé duy¢t
va chi dinh dung trong chan doan lao khéng thude.

Tai liéu trich dan

Tai liéu phi sang ché
Tai lieu 1: WHO. Global Tuberculosis Report 2017. WHO (2017). do:
WHO/HTM/TB/2017.23

Tai liéu 2: Nguyen, Q. H. Genetic determinants and evolution of drug
resistance in Mycobacterium tuberculosis in Vietnam: toward new diagnostic

tools. (Universite Montpellier, 2016)

Tai liéu 3 : Linger, Y. et al. Simplified microarray system for simultaneously
detecting rifampin, isoniazid, ethambutol, and streptomycin resistance markers

in mycobacterium tuberculosis. J. Clin. Microbiol. 52, 2100-2107 (2014).
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Vén dé ky thuat can duoc giai quyét
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Muc dich ciia sang ché 1a d& xuAt bo sinh pham chip ADN dugc phét trién dua
trén mot danh sach cac dot bién, lién quan dén tinh khéng thubc hang mot va hang hai
ciia vi khudn lao, d4 dugc cong bd trén thé gidi, va cla cac ching vi khuén lao phan
1ap tir bénh nhan lao Viét Nam, Lao va Campuchia, dé giai quyét cac véin dé néu trén.
Bo sinh phdm nay c6 kha nang phat hién cung lic ching vi khudn lao va tt ca cic
kiéu khang cua chung, tir don khing dén da khang va siéu khang. Mau xét nghiém 1a

mau nudi cdy duong tinh véi vi khuan lao hodc mau dom soi kinh duong tinh.
Céch thirc giai quyét van dé

Pé dat duoc muc dich trén, cac tac gia sdng ché da thyc hién cic khao sat va
nghién clru trén co s¢ dir liéu gidi trinh tr gen lién quan dén tinh khang RMP, INH,
(streptomycin - SM), (ethambutol — EMB), FQ va SIJ trong cac nghién ctu da cong
b6 trén thé gi6i va thuce hién gidi trinh tu bo ching vi khuan lao thu thap & Viét Nam,
Lao va Campuchia. Mgt danh sach cac dot bién lién quan dén tinh khang thube véi dd
tin cdy cao da dugc xac dinh (xem, tai liéu 2). Trén co s6 do, cac tac gid sang ché da
xéc dinh duoc céc chi thi phan tir phét hién lao khang thude, cac tiéu chi dé thiét ké
mdi, mau do va panel mau do véi voi do chinh xdc cao dé co thé tao ra bo sinh phém
chip ADN c6 kha nang phat hién cing ltc vi khuAn lao va tit ca cac kiéu khang cua
da duogc phat hién cta vi khudn, tr don khang dén da khang va siéu khang. Nho do6, da

tao ra sang ché.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché d& xudt bo sinh phdm chip ADN chan

doan nhanh vi khuén lao khang thudc bao gom:
a) phién kinh dé gin cac mau do, trong d6 mdi phién kinh bao gbm & chip;

b) 254 miu do dugc gin lén phién kinh, trong d6 134 mau do phat hién khang
Rifampicin (RMP) ¢6 trinh ty néu trong SEQ 1D NO. 1 dén SEQ ID NO. 134, 40 mau
do phat hién khang Isoniazid (INH) ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 135 dén SEQ
ID NO. 174, 18 miu dd phat hién khang Streptomycin (SM) ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO. 175 dén SEQ ID NO. 192, 25 mau do phat hién khang Ethambutol
(EMB) c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 193 dén SEQ ID NO. 217, 23 mau do phat
hién khang Fluoroquinolon (FQ) c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 218 dén SEQ ID
NO. 240, 13 mau do phat hién khang céc thude tiém hang hai (SIJ) ¢6 trinh tr néu
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trong SEQ ID NO. 241 dén SEQ ID NO. 253, 01 mau do phét hién ching phtrc hop
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex - MTBc¢) ¢6 trinh

tu néu trong SEQ ID NO. 254; va

trong d6 mdi mau do dugc gin tai 3 diém lién tiép trén chip, va trong d6 mau do dugc
¢6 dinh trén phién kinh bing phan tmg khong thuan nghich gitta nhém amino & dau 5’

ciia mau do va nhém epoxy trén phién kinh; va
tai mdi diém gin miu do, khoang 0,7nL ctia mdi mau do duge gan trén phicn kinh;
dudng kinh diém gan mau do 1a khoang 100pm;

khoang cach gitta cdc mau do, cu thé 1a khodng cach tur tam cia mau do nay dén

tam ctia mau do ké tiép bén canh, 1a khoang 310pm.

Theo mdt khia canh, sang ché con dé xuat quy trinh san xudt bd sinh pham

chip ADN chan do4n nhanh vi khudn lao khang thudc bao gdm cic buéc:

i) x4c dinh céc chi thi phan tir phat hi¢n lao khang thudc dua trén dit lidu giéi trinh tu
cua cac gen lién quan dén khang Rifampicin (RMP), Isoniazid (INH), Streptomycin
(SM), Ethambutol (EMB), Fluoroquinolon (FQ) va thudc tiém hang hai (Second-line
injectable drug — SIJ) dé x4c dinh dot bién lién quan dén tinh khang thubc cta lao
khang thudc;

ii) thiét ké va tong hop 254 mAu do, trong d6 134 mau do phat hién khang Rifampicin
(RMP) c6 trinh tg néu trong SEQ ID NO. 1 dén SEQ ID NO. 134, 40 mau do phat
hién khang Isoniazid (INH) ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 135 dén SEQ ID NO.
174, 18 mau do phét hién khéng Streptomycin (SM) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 175 dén SEQ ID NO. 192, 25 mau do phat hién khang Ethambutol (EMB) c6
trinh tu néu trong SEQ ID NO. 193 dén SEQ ID NO. 217, 23 mau do phat hién khang
Fluoroquinolon (FQ) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 218 dén SEQ ID NO. 240, 13
mau do phét hién khang céc thude tiém hang hai (SIJ) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 241 dén SEQ ID NO. 253, 01 mau do phat hién chung phirc hgp Mycobacterium
tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex - MTBc) ¢6 trinh tu néu trong

SEQ ID NO. 254; va
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iii) c6 dinh 254 miu do & budc ii) 1én trén phién kinh bang phan tng khong thusn
nghich gitra nhém amino & diu 5° cia miu do va nhém epoxy trén phién kinh, trong

doé

254 miu do & ndng dd 20uM trong dung dich dém 3X SSC dugc gin 1én phién
kinh & diéu kién 18°C va do 4m 55%, trong d6 mdi mau do duge gin tai 3 diém lién

tiép trén chip,

tai moi diém gin mau do, khoéng 0,7nL ciia moi mau do duge gin trén phicn
kinh;

duong kinh diém gan mau do 1a khoang 100pm; va

khoang céach gitra cdc mau do, cu thé 1a khoang cach tr tdm cua mau do nay

dén tam ciia mau do ké tiép bén canh, 1a khoang 310pm;

iv) hoan thién san phdm bd sinh phdm chip ADN bing céch dat phién kinh
trong budng lai qua dém dé cac mau do kho hoan toan va dam bao tinh ddng nhét coa
cac diém gin mau do trén toan bd chip, sau do phién kinh duge gitt trong hop kin va

dé & nhiét do phong dén khi st dung.
MO ta viin tit cac hinh vé

Sau ddy, sang ché s& dugc mo ta thong qua cac phuong an cu thé duoc wu tién

véi sy tham chiéu dén cac hinh Ve, trong do:

Fig. 1 thé hién chi tiét vé s6 dot bién, tiéu chi lya chon va s6 dot bién dugc

chon dé thiét ké mau do ma duoc thé hién trong Bang 1;

Fig. 2 thé hién thiét ké caa mdi cho khuéch dai cdc trinh tu dich lién quan dén

khang RMP, INH, SM, EMB, FQ va SIJ ma duoc thé hién trong Bang 2;

Fig. 3 thé hién miu do phét hién dot bién trén gen rpoB lién quan dén tinh

khang RMP va phat hién chung MTBc ma duogc thé hién trong Bang 3;

Fig. 4 thé hién miu do phat hién dot bién trén gen katG, inhA va vung khéi
dong (promoter) cta gen inhA lién quan dén tinh khang INH ma dugc thé hién trong

Bang 4;
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Fig. 5 thé hién mAu do phét hién dot bién trén gen rrs va rpsL lién quan dén

tinh khang SM ma dugc thé hién trong Bang 5;

Fig. 6 thé hién mAu do phat hién dot bién trén gen embB lién quan dén tinh

khang EMB ma dugc thé hién trong Bang 6;

Fig. 7 thé hién mau do phat hién dot bién trén gen gyrA va gyrB lién quan dén

tinh khang Fluoroquinolon ma dugc thé hién trong Bang 7;

Fig. 8 thé hién miu do phat hién dot bién trén gen rrs va eis lién quan dén tinh

khang cac thude tiém hang hai ma dugc thé hién trong Bang 8;
Fig. 9 thé hién c4c Bang thé hién dot bién gen, trong do:

Béang S1.1: Dot bién trén gen rpoB duoc tim thdy trong nhimng chiing khang
RMP trén thé gidi va trong quan thé nghién ctu & Viét Nam, Lao,

Campuchia;

Béng S1.2: Dot bién xuét hién dong thoi trén gen rpoB dugc tim thay trong
nhitng ching khang RMP trén thé gi6i va trong quan thé nghién ctru & Viét

Nam, Lao va Campuchia;

Bang S1.3: Dot bién trén gen katG dugc tim thdy trong nhitng ching khéng
INH trén thé gidi va trong quan thé nghién ctu & Viét Nam, Lao va

Campuchia;

Bang S1.4: Dot bién trén gen inhA va ving khéi dong cia gen inhA duoc
tim thiy trong nhitng ching khang INH trén thé gi6i va trong quin thé

nghién ctru ¢ Viét Nam, Lao va Campuchia;

Bang S1.5: D6t bién trén gen rpsL duge tim thdy trong nhitng chiing khéng
SM trén thé gidi va trong quin thé nghién ctru & Viét Nam, Lao va

Campuchia;

Béang S1.6: Dot bién trén gen rrs duge tim thdy trong nhitng ching khang

SM trén thé gidi va quén thé nghién ctru & Viét Nam, Lao va Campuchia;
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Bang S1.7: Dot bién trén gen embB dugc tim thdy trong nhitng chung
khang EMB trén thé gigi va trong quan thé nghién ctru & Viét Nam, Lao va

Campuchia;

Bang S1.8: Dot bién trén gen rrs dugc tim thdy trong nhitng ching khang
thudc tiém hang hai trén thé gidi va trong quin thé nghién ctru & Viét Nam,

Lao va Campuchia;

Bang S1.9: Dot bién trén gen gyrA dugc tim thdy trong nhitng ching khéng
FQ trén thé gi6i va trong quan thé nghién ctu & Viét Nam, Lao va

Campuchia;

Bang S1.10: Dot bién trén gen gyrB duge tim thdy trong nhimg ching
khang FQs trén thé gidi va trong quan thé nghién ctru & Viét Nam, Lao va

Campuchia;

Bang S1.11: Dot bién trén ving khoi dong (promoter) cia gen eis dugc tim
thdy trong nhitng chung khang SIJ trén thé gi6i va trong quan thé nghién

ctru & Viét Nam, Lao va Campuchia.
M ta chi tiet sang cheé

Sang ché s& dugc md td mot cach chi tiet hon nita thong qua cic phuong an
duge uu tién chi v6i muc dich minh hoa cho sang ché. Do do, sang ché khong bi gidi

han chi & c4c phuong an cu thé dugc uu ti€n nay.

Ngoai ra, rd rang la, nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, trén co
s& noi dung boc 19 trong ban mo ta nay, c¢o thé bién ddi sang ché theo cac céch tuong
duong khac nhau nhu thay dbi cac bude, thanh phan, nguyén liéu, ty 1€, chi tiét trong
duong v6i dic tinh va/hodc chiic ning twong duong déi véi cac bude, thanh phan,

nguyén liéu, ty 1¢, chi tiét trong duong, v.v., dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Trong ban md ta ndy, thuat ngfr “khoang” trudc cdc gid tri s6 duge ding dé chi
chinh gid tri s6 d6 ciing nhu céc gia tri s6 nim trong khoang + 20%, t6t hon 1a = 15%,
t6t hon nita 1a + 10%, tham chi tdt hon nita 1a + 5%, va tot nhat 1a chi chinh (0%) gia

tri so do.
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Trong ban md ta nay, cac ky hiéu viet tat duoc st dung va c6 y nghia nhu dugce

xac dinh sau day:

Cy Cyanin

D Chi s6 phan biét

EMB Ethambutol

FQ Fluoroquinolon

INH Isoniazid

MDR-TB Bénh lao da khang

MT Kiéu dot bién

MTB Mycobacterium tuberculosis

RMP Rifampicin

RR Khang rifampicin

RRDR Vung khang rifampicin

S1J Thudc tiém hang hai (Second-line injectable drug)
SM Streptomycin

TB Bénh lao

XDR-TB Bénh lao siéu khang

WT Kiéu dai

Quy trinh san xudt bé sinh pham chip ADN chin dodn nhanh vi khudn lao khdng

thuée

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét quy trinh san xuit bd sinh pham chip
ADN chén doan nhanh vi khuén lao khang thuéc bao gbm cic budc:

i) x4c dinh céac chi thi phan tir phat hién lao khéng thudc dua trén dir liéu giai trinh tu
cua cac gen lién quan dén khang Rifampicin (RMP), Isoniazid (INH), Streptomycin
(SM), Ethambutol (EMB), Fluoroquinolon (FQ) va thubc tiém hang hai (Second-line
injectable drug — SIJ) dé xdc dinh dot bién lién quan dén tinh khang thudc ctia vi

khuan lao khéng thudc;

if) thiét ké mdi dé khuéch dai céc trinh tw gen lién quan dén khang RMP, INH, SM,
EMB, FQ va SIJ; va

iii) thiét ké panel mau do phat hién dot bién;

-0
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va trong do:

mau do dot bién (MT) va miu do kiéu dai (WT) duge thiét két cho timg dot

bién;
tAt ca cac mau do duoc gan amino-C12 & dau 5°;
kich thudc miu do nim trong khoang tir 22 dén 33bp; va
trong do:

tobng mau do dugc thiét ké 1a 254 mAu bao gdbm 65 mau do kiéu dai (WT)
va 189 miu do dot bién (MT), va trong d6 bao gdm 134 mau do phat hién
khang Rifampicin (RMP), 40 mau do phat hién khang Isoniazid (INH), 18
mau do phat hién khang Streptomycin (SM), 25 mau do phat hién khéng
Ethambutol (EMB), 23 miu do phat hién khang Fluoroquinolon (FQ), 13
mau do phat hién khang céc thuée tiém hang hai (SH) va 1 mau do phat
hién phac hop chung vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis

(Mycobacterium tuberculosis complex - MTBc).
Bude i) Xdc dinh cdce chi thi phan tie phdt hién lao khdang thudc

Budc nay duge thue hién dua trén dir licu giai trinh tu cta cdc gen li€n quan
dén khang RMP, INH, SM, EMB, FQ va SIJ trong cdc nghién ciru d3 cong bd trén thé
gi6i va trong nghién ctru ¢ Viet Nam, Lao va Campuchia, m¢t danh sach cac dot bién
lién quan dén tinh khang thude véi do tin cdy cao da dugc xdc dinh (xem, Fig. 9). Péi
voi tat ca cac dot bién dugc phat hién trén toan thé gidi, nhitng dot bién c6 tin suét
phat hién > 0,1% (lién quan dén khéng RMP va INH), va > 0,5% (lién quan dén
khéng céac thudc khac) duge chon dé thiét ké miu do (xem, Fig. 1). Bén canh do, tat
ca cac dot bién lién quan dén khang thudc duoc phat hién ¢ Viét Nam, Lao va
Campuchia déu dugc chon dé thiét ké mau do. Tdng s6, 189 dot bién lién quan dén

khang thuéc hang 1 va hang 2 dugc chon dé thiét ké mau do.
Buéc ii) Thiét ké moi
50 mdi (xem, Fig. 2) dugc thiét ké dé khuéch dai 25 doan trinh tu dich phat

hién 189 dot bién da chon. Bén (4) cp mdi duge thiét dé cho khuéch dai 4 doan trén

-10-
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gen rpoB (lién quan dén khang RMP), bdn (4) cap moi duge thiét ké cho khuéch dai 4
doan trén gen katG, bdn (4) cap mdi dugc thiét ké cho khuéch dai 4 doan trén gen
inhA va mét (1) cap mdi cho khuéch dai 1 doan trén promoter ciia gen inhA (lién
quan dén khang INH), mét (1) cip mdi duogc thiét ké cho khuéch dai gen rpsL va hai
(2) cip moi duge thiét ké cho khuéch dai hai doan trén gen rrs (lién quan dén khang
SM), nam (5) cap mdi dugc thiét ké dé khuéch dai 5 doan trén gen embB (lién quan
dén khang EMB), mot (1) cdp mdi duoc thiét ké cho khuéch dai 1 doan trén gen rrs
va mot (1) cip mdi duoe thiét ké cho khuéch dai 1 doan trén gen eis (lién quan dén
khang thudc tiém hang hai), mét (1) cap mdi duge thiét ké cho khuéch dai mot doan
trén gen gyrA va mot (1) c@p mdi duoc thiét ké cho khuéch dai mot doan trén gen

2B (lién quan dén khang FQ).

Tinh chét cic cap mdi nhu sau: kich thude tir 18 dén 22 nucleotit, Tm trong
khoang 53,4°C-61,4°C, dG chu tric bic hai > - 2,23kcal/mol, dG tu bit cdp > -
9kcal/mol, do twong dong gifta trinh tu mdi v6i gen ngudi nhd hon 75%. Theo mot sb
phuong an khéc, do tuong dong giira trinh tu moi va gen ngudi 1a trén 75% nhung
trinh tu mdi ngugce va mdi xudi khong nam trén cing mot gen hodc rat xa nhau trong
bd gen ngudi, do do su khuéch dai gen ngudi 1a khong thé xay ra. Tong s& 37 moi
dugc danh ddu huynh quang Cy3 & dau 5° va 13 mdi khong c6 dénh déu huynh quang.

Kich thudc cta cac san pham PCR nam trong khoang 81-242 nucleotit.

Buibe iii) thiét ké Panel mau do phat hién dot bién lién quan khdng thube hang mot va

hang hai

Mot miu do dot bién (MT) va mot miu do kidu dai (WT) duge thiét ké cho
timg dot bién. Mot sé dot bién gin nhau ¢6 chung miu do kiéu dai. Mau do dot bién
¢6 diém dot bién nam & vi tri trung tim dé dam bao d6 dic hiéu cao trong phan biét
trinh tu dot bién véi trinh tu kiéu dai. Kich thudc cla mau do trong khoang 22-33bp.
Tt ca cdc miu do duogc gin amino-C12 & diu 5°. Toéng sb 254 miu do (65 mau do
kiéu dai va 189 mau do dot bién) dugc thiét ké, bao gdm 134 miu do phat hi¢n khang
RMP, 40 miu do phét hién khang INH, 18 miu do phat hién khang SM, 25 mau do
phat hién khang EMB, 23 mau do phat hién khang FQ, 13 mau do phét hién khéng
céc thude tiém hang hai va 1 mau do phat hién phic hop ching MTB.
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Theo mot phuong an duge uu tién, trong 254 mau do néu trén, 134 miu do
phét hién khang Rifampicin (RMP) bao gdm 110 mu do dot bién (MT) va 24 mu do
kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 110 dot bién trén gen rpoB lién quan dén
tinh khang RMP, va 1 miu do duge thiét ké trén doan rpoB1, dugc khuéch dai bdi
cip mdi F-rpoB1 va R-rpoBl, dé phat hién ching MTBc, trong d6 cac mau do nay 1a
nhu duge thé hién trong Fig. 3 .

Theo mot phuwong dn duge uu tién khéc, trong 254 mau do néu trén, 40 miu do
phat hién khang Isoniazid (INH) bao gdm 25 miu do dot bién (MT) va 15 mau do
kiéu dai (WT) duoc thiét ké d& phat hién 25 dot bién trén gen katG, inhA va ving gen
khéi dong (promoter) cua inhA li€n quan dén khang INH, trong d6 cac mau do nay 1a

nhu duge thé hién trong Fig. 4.

Theo mot phuong an duogc wu tién khic nira, trong 254 mau do néu trén, 18
mau do phat hién khang Streptomycin (SM) bao gdm 13 mau do dot bién (MT) va 5
miu do kidu dai (WT) duge thiét ké dé phat hién 13 dot bién trén gen rrs va rpsL lién

quan dén tinh khdng SM, trong d6 cac mau do nay 1a nhu dugc thé hién trong Fig. 5.

Theo mot phuong én dugc uu tién khac nita, trong 254 mau do néu trén, 25
mau do phét hién khang Ethambutol (EMB) bao gbdm 17 mau do dot bién (MT) va 8
miu do kiéu dai (WT) duge thiét ké dé phat hién 17 dot bién trén gen embB lién quan
dén tinh khang EMB, trong d6 cdc mau do nay 1a nhu duge thé hién trong Fig. 6.

Theo mot phuong an dugc wu tién khac nita, trong 254 mau do néu trén, 23
mau do phit hién khang Fluoroquinolon (FQ) bao gdm 16 mau do dot bién (MT) va 7
‘mdu do kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 16 dot bién trén gen gyrd va gyrB
lién quan dén tinh khang FQ, trong d6 cac mau do nay 1a nhu dugc thé hién trong Fig.
7.

Theo mot phuong an dugc uu tién khic nita, trong 5 mau do néu trén, 13 mau
do phit hién khang céc thudc tiém hang hai (SIJ) bao gdm 8 mau do dot bién (MT) va
5 méu do kiéu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 8 dot bién trén gen rrs va eis lién

quan dén tinh khang SIJ, trong d6 cac mau do nay 1a nhu duge thé hién trong Fig. 8.

B6 sinh pham chip ADN chén dodn nhanh vi khudn lao khédng thuéc
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Theo mot khia canh khéc, sang ché con d& xuét bo sinh pham chip ADN chén

doan nhanh vi khuan lao khang thudc bao gom:
a) phién kinh dé gin cac mau do, trong d6 mdi phién kinh bao gdm 8§ chip;

b) 254 mAu do dugc gin Ién phién kinh, trong d6 méi mau do dugc gén tai 3 diém
lién tiép trén chip, va trong d6 mau do duge cd dinh trén phién kinh bang phan
trg khong thudn nghich gifta nhém amino & dau 5> ciia mau do va nhém epoxy

trén phién kinh; va
trong do:

i) tai mdi diém gdn mau do, khoang 0,7nL ctia moi mau do dugc gan trén phién

kinh;
ii) duong kinh diém gin mau do 12 khoang 100pm; va

iii) khoang cach giita cic mau do, cu thé 1a khodng cach tir tdm ctia mau do nay

dén tam cua mau do ké tiép bén canh, 1a khoang 310pum.

Theo mot phuong an duge uu tién, 254 maiu do trén ddy & néng dd khoang
20uM trong dung dich dém 3X SCC dugc gan trén phién kinh & nhiét d khoang 18°C

va dd am khoang 55%.

Theo mét phuong én dugc wu tién khac, sau khi gén mau do, phién kinh con
duoc gitt nguyén trong budng lai qua dém d€ cac mau do kho hoan toan va dam bao

tinh déng nhat cta cac diém gan mau do trén toan b chip.

Theo mot phuong an duge vu tién khac nira, phién kinh duoc st dung 1a phién

kinh NEXTERION®Slide E (SCHOTT, USA).

Theo mot phuong an duge uu tién khéc nira, 254 mAiu trén diy bao gom 64
miu do kidu dai (WT) va 189 mau do dot bién (MT), va trong d6 bao gom 134 mau
dd phat hién khang Rifampicin (RMP), 40 mau do phat hién khang Isoniazid (INH),
18 mau do phat hién khang Streptomycin (SM), 25 mau do phat hién khang
Ethambutol (EMB), 23 mau do phét hién khang Fluoroquinolon (FQ), 13 mau do phat
hién khéang cac thubc tiém hang hai (SIJ) va 1 mau do phat hién chung phic hop

Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex - MTBc).
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Theo mdt phuong 4n duge wu tién khic nita, trong 254 mau trén day, 134 miu
dod phét hién khang Rifampicin (RMP) bao gém 110 mau do dot bién (MT) va 24 miu
do kiéu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 110 dot bién trén gen rpoB lién quan dén
tinh khang RMP, va 1 mau do duge thiét ké trén doan rpoB1, dugc khuéch dai bai
cip mdi F-rpoB1 va R-rpoB1, dé phat hién ching MTBc, trong d6 cdc mau do nay la
nhu duge xac dinh trong phuong an dugc uu tién twong Ung trong phan mb ta cla quy
trinh san xuét bd sinh phdm chip ADN chin doan nhanh vi khuén lao khang thudc néu

trén.

Theo mdt phuong 4n duge uu tién khac nita, trong 254 mau trén day, 40 mau
do phat hién khéang Isoniazid (INH) bao gdm 25 mau do dot bién (MT) va 15 mau do
kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 25 dot bién trén gen karG, inhA va ving gen
khdi dong (promoter) cua inhA lién quan dén khang INH, trong d6 cac mau do nay 1a
nhu duoc x4c dinh trong phuong an dugce wu tién twong tng trong phan mo ta ciia quy
trinh san xuét bo sinh phim chip ADN chan doan nhanh vi khuan lao khang thudc néu

trén. -

Theo mot phwong an dugc vu tién khdc nira, trong 254 mau trén day, 18 mau
do phat hién khang Streptomycin (SM) bao gém 13 mau do dot bién (MT) va 5 miu
do kiéu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 13 dot bién trén gen rrs va rpsL lién quan
dén tinh khang SM, trong d6 céc mau do nay 1a nhu duge xac dinh trong phuong an
dugce wu tién tuong Ung trong phin mo ta cla quy trinh san xudt bd sinh pham chip

ADN chén do4n nhanh vi khuan lao khéng thudc néu trén.

Theo mot phuong an duge wu tién khéc nira, trong 254 méu trén ddy, 25 mau
do phét hién khang Ethambutol (EMB) bao gdm 17 méu do dot bien (MT) va 8 mau
do kiéu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 17 dot bién trén gen embB lién quan dén
tinh khang EMB, trong d6 cac mau do nay la nhu dugce xac dinh trong phuong an
dugce vu tién tuong Ung trong phan mo ta cia quy trinh san xudt bd sinh pham chip

ADN chén do4n nhanh vi khuan lao khéng thudc néu trén.

Theo mot phwong an duge wu tién khéc nira, trong 254 mau trén day, 23 mau
do phat hién khang Fluoroquinolon (FQ) bao gdm 16 mau dd dot bién (MT) va 7 mau
do kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 16 dot bién trén gen gyrd va gyrB lién
quan dén tinh khang FQ, trong d6 cac mau do nay 1a nhu dugce xac dinh trong phuong
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an dugce wu tién tuong ung trong phan mo ta ctia quy trinh san xuét bd sinh pham chip

ADN chéan doan nhanh vi khuan lao khang thudc néu trén.

Theo mot phuong an duge wu tién khéc nita, trong 254 mau trén day, 13 miu
do phat hién khang céc thudc tiém hang hai (SIT) bao gom 8 mau do dot bién (MT) va
5 miu do kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 8 dot bién trén gen rrs va eis lién
quan dén tinh khang SIJ, trong do6 cac mau do nay 1a nhu duge x4c dinh trong phuong
an duoc uu tién tuong ung trong phan mb ta ciia quy trinh san xudt bo sinh pham chip

ADN chan doén nhanh vi khuén lao khang thuéc néu trén.
Vi du thyce hién sing ché
Vi du 1: Quy trinh thye hién chip ADN

Khuéch dai gen (PCR)

25 doan trinh tu dich dugc khuéch dai bang 2 PCR da muc tiéu. Mot PCR
(MPCR1) khuéch dai 15 trinh tu dich 7poB1, rpoB4, rpoB5, rrsl, rrs2, katG2, inhAl,
inhA2, inhA3, promoter-inhA, embBl1, embB3, embB4, embB35, gyrB); va mot PCR
(MPCR2) khuéch dai 10 trinh tur dich con lai (rpoB3, rpsL, katGl, katG3, katG4,
inhA4, embB2, rrs3, gyrA va eis). Hai PCR da muyc tiéu duogc thuc hién trong cung
mot didu kién. Thanh phin ciia mdi PCR bao gom 1X PCR Master Mix, 0.5X Q
solution (Multiplex PCR Kit, QIAGEN, Germany) va 0,2uM mdi primer. Chuong
trinh PCR bao gdm budc hoat hoa ¢ 95°C trong 15 phut, sau d6 1a 35 chu ky cua ba
budc nhiét bao gom: bién tinh & 94°C trong 30 gidy, gin mdi & 58°C trong 1 phut 30
gidy va kéo dai & 72°C trong 1 phut; va bude kéo dai cudi ciing & 72°C trong 10 phut.
Sau qué trinh khuéc dai gen, céc san pham PCR dugc tinh sach (c6 thé dung MinElute
PCR Purification Kit, QTAGEN, Germany) tru6c khi thye hién lai.

San xuat chip

Phién kinh NEXTERION® Slide E (SCHOTT, USA) dugc st dung dé gén cac
méu do, mdi phién kinh bao gdm 8 chip tuong tng v6i 8 mau xét nghiém. Céc mau
do duogc cb dinh trén phién kinh bing phan tmg khong thuan nghich gitta nhém amino
& dau 5° ctia mau do va nhom epoxy trén phién kinh. 254 miu do & nong dd 20uM
trong dung dich dém 3X SSC dugc ghn 1én phién kinh & diéu kién 18°C va do 4m

55%. M&i miu do dugc gén tai 3 diém lién tiép trén chip dé dam bao tin hiéu lai cho
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do lap lai cao. Mau do HSP12 1a mét trinh tuw 18bp cia gen HSP12 & ndm men duoc
st dung 1am ching duong cho phan ng lai. Tai mdi diém gan mau do, 0,7nL ctia mdi
maiu do duoc gin 1én phién kinh. Pudng kinh diém gin mau do 1a 100 pm. Khoéng
céch gitta cdc miu do (khoang céch tir tim clia miu do nay dén tAm cla mau do bén
canh) 1a 310pm. Sau khi gin mau dd, phién kinh dugc giit nguyén trong budng lai qua
dém dé cac miu do kho hoan toan va dam bao tinh dong nhit cla cac diém gin mau
do trén toan bo chip. Sau do phién kinh dugc gitt trong hop kin va dé & nhiét do
phong dén khi sir dung.

Vi du 2: Quy trinh lai va phan tich két qua

1 pl san phdm PCR d4 tinh sach dugc pha lodng trong dung dich lai ¢6 chira 4X
Saline Sodium Citrate (SSC) (Ref S6639-1L), 0,1% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
(Ref 05030-500ml-F), 10% Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Ref D8418-50ml) va
0,1mg/mL deoxyribonucleic acid Salmon Testes (Ref D9156) (Sigma-Aldrich). Trinh
tu bd sung véi mau do HSP12 dugc tron vao dung dich lai & ndng do 25x10°uM &
lam ddi chimg dwong cho phéan tng lai. Dung dich lai dugc bién tinh & 94°C trong 2
phut, ngay sau d6 dugc nhd 1én phién kinh dém Agilent (gasket slide) 8 budng lai.
Sau khi di nho xong 8 mau xét nghiém 1én 8 budng lai, nhanh chéng up nguge phién
kinh d& in mau do 1én phién kinh dém (mat in mau do tiép xuc Idung dich lai), sau do
doéng chat budng lai (Agilent Microarray Chamber). Qué trinh lai dugc thyc hién
trong 10 lai Agilent (Microarray Hybridization Oven, Agilent) & 65°C trong 1 gio.

Sau khi lai, phién kinh dugc rira bing 2 budc & nhiét dd phong. Bude thir nhét 1
rira nhanh, manh bang vortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries) & tdc d6 9, bao
gdm 1 phtt trong dung dich 2X SSC, 0,2% SDS; 1 phut trong dung dich 2X SSC va 1
phut trong dung dich 1X SSC. Budc thi hai 1a rira chdm, nhe nhang bang rotator, bao
gbm 9 phiit trong dung dich 2X SSC, 0,2% SDS, 9 phut trong dung dich 2X SSC va 9
phut trong dung dich 1X SSC. Sau d6 phién kinh dugc lam kho bang méy mini-
centrifuge (Labnet) trong 20 gidy trudc khi doc két qua.

Dé do tin hiéu lai, phién kinh duoc doc bﬁng may doc Innoscan 900 scanner
(Innopsys) & budc séng 532nm. Tin hiéu huynh quang dugc phan tich bing phan
mém MAPIX (Innopsys, France). Tin hiéu huynh quang tai mdi diém gin mau do l1a
gia tri trung vi cta tin hiéu ¢6 dugc sau nhiéu 1an doc ciia may trén cung diém do trur

di tin hidu nén, dwoc tinh toan tu déng béi phan mén MAPIX. Tin hiéu huynh quang
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ctia mdi mau do 1a gid tri trung binh cta tin hi¢u lai tai 3 diém gén khac nhau trén chip
ctia mau do dé. Tin hiéu ngudng dwong tinh phai cao hon 1% gia tri cla tin hiéu lai
manh nhét trén chip. Chi sé phan biét (D) kiéu dai va kiéu ddt bién duge tinh nhu sau®:
D = (Fwt-Fmt)/(Fwt+Fmt)
trong do:
D: chi s6 phén biét
Fwt: Tin hiéu lai cia miu do kiéu dai
Fmt: Tin hiéu lai cia mAu do kiéu dot bién
- Néu D> 0, mau xét nghiém duoc coi 1a c6 két qua kiéu dai d6i véi dot bién
phan tich.
. Néu D < 0, miu xét nghiém duoc coi la c6 két qua kiéu dot bién doi vai dot
bién phan tich.

Gia tri tuyét d6i ctia chi s8 D cang gan véi 1 thi mire d phan biét cang cao,
nguoc lai, cang gan vé6i 0 thi mrc dd phén biét cang thip. Két qua khang thube duoc
phién giai nhu sau:

- Miu xét nghiém duoc coi 1a khéang v6i RMP néu ¢6 bét ky dot bién trén
gen rpoB dugc phén tich ¢6 két qua kiéu dot bién.

- Mau xét nghiém dugc coi la nhay véi RMP néu khong c¢6 bt ky dot
bién nao trén gen rpoB dugc phan tich ¢ két qua kiéu dot bién.

. Miu xét nghidm duge coi 1a khang voi INH néu ¢6 bat ky dot bién trén
gen katG va/hogc inhA va/hodc promoter ciia gen inhA dugc phan tich cé
két qua kiéu dot bién.

. Miu xét nghiém duoc coi la nhay v6i INH néu khong ¢6 bat ky dot bién
nao trén gen katG, inhA va promoter cia gen inhA dugc phan tich ¢6 két
qua kiéu dot bién.

. Miu xét nghiém duoc coi la khang véi SM néu ¢6 bat ky dot bién trén
gen rpsL va/hodc gen rrs (doan 530 va/hoic doan 915) dugce phéan tich ¢o
két qua kiéu dot bién.

. MAu xét nghiém duge coi la nhay v6i SM néu khong 6 bat ky dot bién
nao trén gen rpsL va rrs (doan 530 va doan 915) duoc phan tich co két qua

kieu dot bién.
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- Mau xét nghiém duoc coi 1a khang véi EMB néu c6 bét ky dot bién trén
gen embB duoc phén tich ¢ két qua kiéu dot bién.

- Mau xét nghiém duoc coi 1a nhay véi EMB néu khong c6 bat ky dot
bién nao trén gen embB duge phan tich ¢6 két qua kiéu dot bién.

- Mau xét nghiém dugc coi 1a khang voi FQs néu c6 bt ky dot bién trén
gen gyrA va/hodc gyrB dugc phén tich co két qua kiéu dot bién.

- Mbu xét nghiém duge coi 1a nhay véi FQs néu khong ¢6 bat ky dot bién
nao trén gen gyrA va gyrB duoc phén tich ¢6 két qua kiéu dot bién.

- Mau xét nghiém dugc coi 1a khang véi thudc tiém hang hai néu c6 bat
ky dot bién trén gen rrs doan 1400 hodc eis duge phan tich ¢6 két qua kiéu
dot bién.

- Mau xét nghiém dugc coi la nhay véi thudc tiém hang hai néu khong c6
bat ky dot bién nao trén gen rrs doan 1400 va gen eis duge phan tich ¢6 két
qua kiéu dot bién.

Téng thoi gian thue hién xét nghiém cho 1 phién kinh tir bude mau da xir ly dén
két qua cudi cung khoang 6,5 dén 7h (40 phut cho téch chiét ADN, 2 gi 30 phit cho
khuéch dai gen, 30 phut cho tinh sach san pham PCR, 1 gi 30 phut cho budc lai san
pham, 40 phit cho budc rira sau khi lai va 45 phut cho doc két qua va phan tich két
qua).

Hiéu qua dat dwgc cia sang ché

B6 sinh phim chip ADN theo sang ché duogc thiét ké theo cach hoan toan khéc
biét d& mau do ¢6 thé duge lam khd hoan toan va dam bao tinh théng nhét cia cac
diém gin mau do trén toan bd chip, vdi tong thoi gian thuc hién xét nghiém cho 1 |
phién kinh tir buéc mau da dugc xu Iy dén két qua cudi 1a khoéang tir 6,5h dén 7,0h
(ma s& duge mo ta mot cach chi tiét hon dudi day), va do d6 duge xem 1a khong chi
hitu dung ma con rat thich hop trén thuc té cho viéc thuc hién chan doan nhanh cac
ching vi khudn lao khang thubc rat khé kiém soat va nguy hiém. Nho d6, gép phan
gidm thiéu sé lugng cac bénh nhan lao duoc didu tri ma khong 13 tinh trang khéng

thude.

Ngodi ra, gidi phdp theo sdng ché duge cho la khong chi hoan toan khac biét

v&i cac giai phap da biét trén co sé cong nghé chip duge WHO phé quyét va chi dinh
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dung trong chén doan lao khang thude, v.v., ma con ¢d thé dung lam co s& cho céc
nghién ctru tiép theo trong linh vuc cong nghé nay. Noi cach khac, sang ché giai quyét
duge vén dé ca vé tinh thue tién va hoc thuit. Cu thé 13, bo sinh phém theo sang ché
¢6 kha ning phat hién cung lic ching vi khuan lao va tat ca cac kiéu khang cta ching
vi khuan lao, tir don khang dén da khang va siéu khang va con dugc st dung lam co

s& tham khao cho céac nghién ciru tiép theo lién quan trong linh vuc k¥ thuét nay.
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Yéu ciu bao h§
1. B§ sinh pham chip ADN chén doan nhanh vi khuin lao khang thuéc bao gdm:
a) phién kinh dé gin cac mau do, trong d6 mdi phién kinh bao gdm 8 chip;
b) 254 mau do duge gin trén phién kinh, trong d6 bao gom:

134 miu do phét hién khéang Rifampicin (RMP) ¢4 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 1 dén SEQ ID NO. 134, trong dé bao gdm 110 miu do dot bién (MT) va 24 mau
do kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phét hién 110 dot bién trén gen 7poB lién quan dén
tinh khang RMP;

40 mau do phat hién khang Isoniazid (INH) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.
135 dén SEQ ID NO. 174, trong d6 bao gdm 25 mu do dot bién (MT) va 15 mau do
kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phét hién 25 dot bién trén gen karG, inhA va ving gen

khoi dong (promoter) cla inhA li€n quan dén khang INH;

18 mau do phat hién khéﬁg Streptomycin (SM) ¢6 trinh tir néu trong SEQ ID
NO. 175 dén SEQ ID NO. 192, trong dé bao gdm 13 mau do dot bién (MT) va 5 mau
do kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 13 dot bién trén gen rs va rpsL lién quan
dén tinh khang SM;

25 mau dd phat hién khdng Ethambutol (EMB) ¢ trinh tur néu trong SEQ ID
NO. 193 dén SEQ ID NO. 217, trong d6 bao gbm 17 mau do dot bién (MT) va 8 mau
do kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 17 dot bién trén gen embB lién quan dén
tinh khang EMB; |

23 mau do phat hién khéng Fluoroquinolon (FQ) ¢6 trinh tir néu trong SEQ ID
NO. 218 dén SEQ ID NO. 240 bao gdm 16 mAu do dot bién (MT) va 7 mAu do kiéu
dai (WT) duge thiét ké dé phat hién 16 dot bién trén gen gyr4 va gyrB lién quan dén
tinh khang FQ;

13 mau do phat hién khang cac thudc tiém hang hai (SIJ) ¢6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO. 241 dén SEQ ID NO. 253 bao gdm 8 mau do dot bién (MT) va 5 mau do
kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 8 dot bién trén gen rrs va eis lién quan dén

tinh khang SIJ; va
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01 miu do phat hién chung phtiic hop Mycobacterium tuberculosis
(Mycobacterium tuberculosis complex - MTBc¢) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO.254;

trong d6 mdi mau do dugc gan tai 3 diém lién tiép trén chip, va trong do mau
dd duoc ¢b dinh trén phién kinh bang phan (mg khong thuin nghich gitra nhém amino

& dau 5° ctia mau do va nhém epoxy trén phién kinh; va
tai moi diém gan mau do, khoang 0,7nL ctia moi mau do dugc gan trén phién kinh;
duong kinh diém gan mau do 1a khoang 100pm;

khoang cach gitta cac mau do, cu thé 1a khoang cach tir tim ctia mau do nay dén

tam cua mau do ké tiép bén canh, 1a khoang 310pm.

2. Quy trinh san xudt bo sinh phim chip ADN chdn doan nhanh vi khuan lao khéng

thudc nhu néu trong diém 1, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budec:

i) xac dinh céc chi thi phan ti phét hién lao khang thubc dua trén dir liéu giai trinh tw
cua cac gen lién quan dén khang Rifampicin (RMP), Isoniazid (INH), Streptomycin
(SM), Ethambutol (EMB), Fluoroquinolon (FQ) va thudc tiém hang hai (Second-line
injectable drug — SIJ) dé xac dinh dot bién lién quan dén tinh khéng thudc cta lao

khang thudc;
ii) thiét ké va tong hop 254 mau do, trong do:

134 mau do phét hién khang Rifampicin (RMP) c6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO.1 dén SEQ ID NO.134, trong d6 bao gdm 110 mau do dot bién (MT) va 24 mau
do kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 110 dot bién trén gen rpoB lién quan dén
tinh khang RMP;

40 mau do phat hién khéng Isoniazid (INH) ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.
135 dén SEQ ID NO. 174, trong d6 bao gdm 25 mau do dot bién (MT) va 15 mau do
kidu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 25 dot bién trén gen katG, inhA va ving gen
khéi dong (promoter) cua inhA lién quan dén khang INH;

18 mau do phat hién khang Streptomycin (SM) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 175 dén SEQ ID NO. 192, trong d6 bao gdm 13 mau do dot bién (MT) va 5 mau
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dd kiéu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 13 dot bién trén gen rrs va rpsL lién quan
dén tinh khang SM;

25 mau do phat hién khéang Ethambutol (EMB) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 193 dén SEQ ID NO. 217, trong d6 bao gdm 17 mau dd dot bién (MT) va 8 mau
do kiéu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 17 dot bién trén gen embB lién quan dén
tinh khang EMB;

23 mau do phat hién khang Fluoroquinolon (FQ) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 218 dén SEQ ID NO. 240 bao gdm 16 mau do dot bién (MT) va 7 mu do kiéu
dai (WT) duge thiét ké dé phat hién 16 dot bién trén gen gyrd va gyrB lién quan dén
tinh khéng FQ;

13 mau do phét hién khang cac thudc tiém hang hai (SIJ) ¢6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO. 241 dén SEQ ID NO. 253 bao gdm 8 mau dd dot bién (MT) va 5 mau do
kiéu dai (WT) duoc thiét ké dé phat hién 8 dot bién trén gen rrs va eis lién quan dén

tinh khang SIJ; va

01 miu do phat hién ching phirc hop Mycobacterium tuberculosis
(Mycobacterium tuberculosis complex - MTBc) ¢ trinh tu néu trong SEQ ID
NO.254;

iii) 6 dinh 254 mAu do & budc ii) 1én trén phién kinh bing phan tng khong thuan
nghich gitta nhom amino & dau 5’ ciia mau do va nhom epoxy trén phién kinh, trong
do

254 miu dd & nong d6 20uM trong dung dich dém 3X SSC duge gin 1én phién
kinh & didu kién 18°C va dd Am 55%, trong d6 mdi miu do duoc gin tai 3 diém lién
tiép trén chip,

tai moi diém gz‘in mau do, khoang 0,7nL cua mdi miu do duoc gén trén phién
kinh;

duong kinh diém gin mau do 1a khoang 100pm; va

khoang cach gifta cac mau do, cu thé 1a khoang céch tir tdm cia mau do nay

dén tAm cia mAu do ké tiép bén canh, 1a khoang 310pum;
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iv) hoan thién san phdm b sinh phim chip ADN bang cach dit phién kinh trong
budng lai qua dém dé cac miu do khd hoan toan va dam bao tinh dong nhat cua céc
diém gin mau do trén toan bd chip, sau d6 phién kinh duoc giit trong hop kin va dé o

nhiét d6 phong dén khi st dung.
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Fig. 1

Bang 1: S6 ddt bién, tiéu chi lva chon va so dt bién lién quan dén khing thuoc dwge chon

dé thiet ké mau do

Gen S5 dot bién | Tiéu chi chon dot | Tiéu chi chon dgt bién | S6 dét bién duwge
phat hién bién phat hién | phat hién tai Viét Nam, | chon dé thiét ké
trén thé giéi Lio va Campuchia mau do
(tin suat xuat

hién (%) >)

rpoB 406 0,1 toan bd 110

katG 183 0,1 toan bd 13

inhA 26 0,1 toan bd 12

rpsL 12 0,5 toan bd 5

rrs 51 0,5 toan bo 12

eis 5 0,5 NA 4

embB 115 0,5 toan b 17

arA 30 0,5 toan bd 12

grB 22 0,5 toan bd 4

Téng s6 189

NA: khong ¢6 tiéu chi (do khong khao sat gen nay)

1/59
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DANH MUC TRINH TU
Vién Vé sinh dich t& Trung Uong
Insitut de Recherche pour le Développement, IRD
BO SINH PHAM CHIP ADN CHAN POAN NHANH VI KHUAN LAO KHANG THUOC VA QUY
SAN XUAT BO SINH PHAM CHIP ADN CHAN POAN NHANH VI KHUAN LAO KHANG THUOC
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Trinh ty nhé&n tao

Mau do
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tggtgccgaa gaactccttg atcgcg

-83-



3271

<210> 4

<211> 26
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<223> Mau do
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<223> Mau do

<400> 5

ctggtgccga agacctcctt gatcgceg
<210> 6

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao
<220>

<223> Mau do
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<211> 27
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<223> Mau do
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Trinh ty nhdn tao

Mau do

22
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Trinh tu nhén tao

Mau do
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Trinh tu nhén tao

M3u do
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Trinh ty nhdn tao

Mau do
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<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao'
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<223> M3u do
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<213> Trinh tu nhd&n tao
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<223> Mau do
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M3u do
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M3u do
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<211> 27
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<220>

<223> Mau do
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<223> Mau do
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gacagcgggt tgtcctggtc catgaattg
<210> 49

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Mau do

<400> 49

cgacagcggg ttgctctggt ccatgaa
<210> 50

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Mau do

<400> 50

cgacagcggg ttggtctggt ccatgaa
<210> 51

<211> 25

<212> ADN

<213>.Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Mau do

<400> 51

attcatggac cagaacccgc tgtcg
<210> 52

<211> 28

<212> ADN

-06-



3271

<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>

<223> Mau do
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<400> 59

-08-
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tgtgggtcaa ccacgacagc gggtt
<210> 60

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 60

acccgctgtc ggcgttgacc cacaa
<210> 61

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 61

gcgcttgtgg gtcaaccccg acagce
<210> 62

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 62

gcgcttgtgg gtccaccccg acag
<210> 63

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
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<223> Mau do

<400> 63

ggcgcttgtg gatcaacccc gacag
<210> 64

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Mau dd

<400> 64

gcttgtggat caacéacgac agcg
<210> 65

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 65

gggttgaccc acaagcgccg actgt
<210> 66

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 66

ggggttgacc aacaagcgcc gact
<210> 67

<211> 24

<212> ADN

3271
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<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 67

ggggttgacc gacaagcgcc gact
<210> 68

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 68

ggggttgacc tacaagcgcc gactg
<210> 69

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 69

ggggttgacc tgcaagcgcc gactg
<210> 70

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 70

ggggttgacc accaagcgcc gactg

<210> 71

3271
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<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 71

gggttgaccc ccaagcgccg actg
<210> 72

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> M3u do

<400> 72

ggggttgacc cgcaagcgcc gact
<210> 73

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 73

ggggttgacc ctcaagcgcc gactg
<210> 74

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 74

3271

-102-



gggttgaccc aaaagcgccg actgt
<210> 75

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>

<223> MAu do

<400> 75

gggttgaccc agaagcgccg actgt
<210> 76

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 76

gacagtcggc gctggtgggt caac
<210> 77

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nh&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 77

gggttgaccc accgccgact gtc
<210> 78

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

3271
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<223> Mau do

<400> 78

ggggtggccc cagcgccgac tg
<210> 79

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 79

ggttgacccc ccagcgccga ctgtce
<210> 80

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 80

ggggttgacg taccagcgcc gactg
<210> 81

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 81

ggggttgacc tacaagcacc gactgtc
<210> 82

<211> 25

<212> ADN

3271
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<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 82

ggttgaccta caagccccga ctgtce
<210> 83

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 83

ccgacagttg gcgcttgegg gtcaa
<210> 84

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>

<223> MAu do

<400> 84

gttgacccge aagcgcctge tgtcg
<210> 85

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 85

ggggttgacc tcccagcgcc gactg

<210> 86

3271
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

24
ADN

Trinh tyg nhadn tao

M3u do

86

ccgacagtcg gcgettgtgg gtcea

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

87
24
ADN

Trinh tu nhan tao

Mau do

87

ccgacagtcg gggcttgtgg gtca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

88
24
ADN

Trinh ty nhén tao

M3u do

88

ccgacagtcg gtgcttgtgg gtca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

89
22
ADN

Trinh ty nhan tao

M3u do

89

3271
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gccgacagtt ggcgettgtg gg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

90
22
ADN

Trinh tu nhé&n tao

Mau do

90

cccacaagcg cctgectgteg gc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

91
25
ADN

Trinh tu nhé&n tao

Mau do

91

cacaagcacc gactgtgggc gctgg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

92
26
ADN

Trinh ty nhé&n tao

M3u do

92

gcgccaacag tcgacgcttg tgggtce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

93
24
ADN

Trinh ty nhé&n tao

3271
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<223>

<400>

Mau do

93

ccgactgtcg gcgctgggge ccgg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

94
22
ADN

Trinh ty nhan tao

M3u do

94

ggccccagcg cctgcagtcg gc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

95
21
ADN

Trinh tu nhén tao

M3u do

95

gccgactgcet ggcgcectgggg ¢

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

96
21
ADN

Trinh ty nhan tao

Mau do

96

ccgactggcg gcgctggggce ¢

<210>

<211>

<212>

97

22

ADN

3271
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<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh tyu nhédn tao

M3u do

97

cgccgactgt gggcgetggg ge

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

98
22
ADN

Trinh ty nhén tao

M3u do

98

cgccgactgt tggcgcectggg gc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

99
23
ADN

Trinh ty nhén tao

Mau do

99

cgccgactgt gtgcgctggg gcc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100
22
ADN

Trinh tyg nhan tao

Mau do

100

gcgccgactg ttcgegetgg gg

<210>

101

3271
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

23
ADN

Trinh tyu nhan tao

Mau do

101

cgccgactgt ttgcgetggg gcec

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

102
22
ADN

Trinh ty nhan tao

M3u do

102

gccccagegce gaagattcgg cg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

103
24
ADN

Trinh ty nhdn tao

M3u do

103

cgccgaatgt tcgegetggg gccc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

104
22
ADN

Trinh ty nhan tao

Mau do

104

3271
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ccgggecccg gcgccgacag te

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

105
23
ADN

Trinh ty nhan tao

M3u do

105

gactgtcggc gtcggggccc ggce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

106
25
ADN

Trinh tu nhé&n tao

106

ccgactgttg gcacttgggc ccggc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

107
23
ADN

Trinh tu nhan tao

107

gcgctgggge ccggeggte tgt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

108
23
ADN

Trinh ty nhén tao

3271
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<223> Mau do

<400> 108

gcgctggggt ccggeggte tgt
<210> 109

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>

<223> Miu do

<400> 109

gagcgtgeeg ggctggaggt cc
<210> 110

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 110

gagcgtgeeg ggatggaggt cc
<210> 111

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tzao
<220>

<223> Mau do

<400> 111

ggatgtgccc gatcgaaacc cctgag
<210> 112

<211> 25

<212> ADN

3271
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<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> M3u do

<400> 112

ggatgtgccc ggtcgaaacc cctga
<210> 113

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> M3u do

<400> 113

caacatcggt ctgatcggct cgctgt
<210> 114

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 114

aacatcggtc tgatgggctc gctgtc
<210> 115

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 115

caacatcggt ctgttcgget cgctgt

<210> 116

3271
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<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 116

tgatcggctc gctgtcggtg tacgce
<210> 117

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 117

tgatcggctc gcggtcggtg tac
<210> 118

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 118

ggtcaacccg ttcgggttca tcgaaac
<210> 119

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 119

3271

-114-



gggtcaaccc gtccgggttc atcga
<210> 120

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> M&u do

<400> 120

acccgttcgg ggtcatcgaa acgcc
<210> 121

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh‘tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 121

cgaccacctt gcggtacggce gtttcg
<210> 122

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>

<223> M&u do

<400> 122

tcgaccacct tgcagtacgg cgtttc
<210> 123

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

3271
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<223>

<400>

Ma3u do

123

gttagcgacg agatcgtgta cctgaccg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

124
28
ADN

Trinh ty nhé&n tao

M3u do

124

gttagcgacg acatcgtgta cctgaccg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

125
25
ADN

Trinh tu nh&n tao

Mau do

125

cctgtgccac cacgtggcgg tcctce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

126
25
ADN

Trinh tu nhdn tao

M3u do

126

cctgtgecac catgtggegg tcecte

<210>

<211>

<212>

127

25

ADN

3271
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<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 127

ccgcatcgat cggcgaattg gectg
<210> 128

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> Mau do

<400> 128

cgcatcgatc gccgaattgg cctgtg
<210> 129

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> M&u do

<400> 129

gaagcgaccg tccgcatcga tcg
<210> 130

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 130

gaagcgaccc tccgcatcga tcg

<210> 131

3271

-117-



<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 131

cttcgtcgag ccgcgegtge tggtc
<210> 132

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> M3u do

<400> 132

ttcgtcgage cgtgcgtget ggt
<210> 133

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 133

ccaccactcc gaagaagccg aactc
<210> 134

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 134

3271
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ccaccactcc gaggaagccg aactc
<210> 135

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 135

gccgggtgaa ggacctgect gg
<210> 136

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 136

aggcaggtcc tgcacccggc cgc
<210> 137

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 137

gccgggtgag ggacctgect gg
<210> 138

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

3271
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<223>

<400>

Mau do

138

gccgggtgac ggacctgect gg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

139
22
ADN

Trinh tyu nhédn tao

Mau do

139

gccgggtgat ggacctgect gg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

140
27
ADN

Trinh ty nhé&n tao

Mau do

140

ctacgtgcca gcagccgcgg taatacg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

141
25
ADN

Trinh tu nhé&n tao

Mau do

141

ctacgtgcca gccgcecgegg taata

<210>

<211>

<212>

142

27

ADN

3271
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<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh tyu nhén tao

M3u do

142

actacgtgcc agctgccgcg gtaatac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

143
25
ADN

Trinh ty nhé&n tao

Mau do

143

cgtgccagca gctgcggtaa tacgt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

144
25
ADN

Trinh ty nhén tao

M3u do

144

ggccgtactc cccaggceggg gtact

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

145
24
ADN

Trinh ty nhédn tao

Mau do

145

gtaccccgec tagggagtac ggcc

<210>

146

3271
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3271

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Mau do

<400> 146

gcaaggctaa aactcaaagg aattgacggg g
<210> 147

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Mau do

<400> 147

cgcaaggcta aaactgaaag gaattgacgg g
<210> 148

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Mau do

<400> 148

caaggctaaa actcatagga attgacgggg
<210> 149

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Mau do

<400> 149
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aaggctaaaa ctcaacggaa ttgacggggg
<210> 150

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 150

aaggctaaaa ctcaagggaa ttgacggggg
<210> 151

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 151

cctcatcggg ctcccactgg tcgac
<210> 152

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 152

acctcatcgg gctccactggt cgac
<210> 153

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>

3271
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<223>

<400>

Mau do

153

cggcccectcecc gggttcacgt agatc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

154
25
ADN

Trinh ty nhdn tao

Mau do

154

cggcccctcec gcegttcacgt agatce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

155
24
ADN

Trinh tyu nhdn tao

M3u do

155

ccgatctggt cggccccgaa cccg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

156
25
ADN

Trinh tu nhan tao

M3u do

156

gccgatctgg tctgccccga acccg

<210>

<211>

<212>

157

27

ADN

3271
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<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> M3u dd

<400> 157

gagctcttcc agcccaagcec catctgc
<210> 158

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> M3u do

<400> 158

gagctcttce agctcaagcec catctge
<210> 159

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> M3u do

<400> 159

gcgatcacca gcggcatcga ggt
<210> 160

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Miu do

<400> 160

acgcgatcac caacggcatc gaggt

<210> 161

3271
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<211>
<212>
-<213>
<220>
<223>

<400>

25
ADN

Trinh tuy nhé&n tao

Mau do

161

acgcgatcac caccggcatc gaggt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

162
25
ADN

Trinh ty nhan tao

Mau do

162

acgcgatcac catcggcatc gaggt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

163
25
ADN

Trinh ty nhén tao

Mau do

163

cgcgatcacc acaggcatcg aggtc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

164
25
ADN

Trinh ty nhé&n tao

Mau do

164

3271
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gacgcgatca ccacgggcat cgagg
<210> 165

<21}> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 165

acgcgatcac cactggcatc gaggtc

<210> 166

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 166

ggacgaacac cccgacgaaa tgggac
<210> 167

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> M3u do

<400> 167

ggacgaacac cctgacgaaa tgggac
<210> 168

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

3271
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<223> Mau do

<400> 168

cagggaccgg atcctgccac agc
<210> 169

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhédn tao
<220>

<223> Mau do

<400> 169

ccctgetgtg geccggatccg gtcec
<210> 170

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 170

catgggcggc ggcgtegtceg ttecg
<210> 171

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 171

gcatgggcgg cgtcgtegtt ccgtg
<210> 172

<211> 26

<212> ADN
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<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Méu'dé

<400> 172

gcgagacgat aggatgtcgg ggtgac
<210> 173

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 173

cgagacgata ggctgtcggg gtgac
<210> 174

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 174

gccgcggcga gacgataggt tgtcg
<210> 175

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 175

gccgceggcga gatgataggt tgtcg

<210> 176
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<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh t? nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 176

ggccgcggcg atacgatagg ttgtc
<210> 177

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 177

gacaaacgtc acgagcgtaa ccccagtg
<210> 178

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<223> MAu do

<400> 178

gacaaacgtc acgaacgtaa ccccagtg
<210> 179

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 179
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cgactcgtcg atcgegtttc acat
<210> 180

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> M3u do

<400> 180

cgactcgtcg gtcgegtttc acat
<210> 181

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 181

ccgactcgtce gaccgegttt cacat
<210> 182

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 182

cgcgtttcac atcgcacggg tagcc
<210> 183

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
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<223> Mau do

<400> 183

cgcgtttcac accgcacggg tagcc
<210> 184

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 184

gggtggtgca ttcgattggg ttcat
<210> 185

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 185

ggggtggtgc atgcgattgg gttca
<210> 186

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 186

gtggtgcatt cggttgggtt catgc
<210> 187

<211> 23

<212> ADN
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<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh tu nhédn tao

Mau do

187

ccgcaggcce tatccggacg ctg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

188
25
ADN

Trinh tu nhan tao

Mau do

188

cgcaggccct acccggacgc tg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

189
25
ADN

Trinh tu nhdn tao

Mau do

189

ccgtcggegt agatgatgtc acccg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

190
23
ADN

Trinh tu nhén tao

Mau do

190

gtcggcgtag gtgatgtcac ccg

<210>

191
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<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 191

ggatgtagcc gtcgtccgac gaattcg
<210> 192

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 192

ggatgtagcc gtcttccgac gaattcg
<210> 193

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 193

atcctgggca tggcccgagt cgce
<210> 194

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 194
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tacatcctgg gcgtggcccg agtcg
<210> 195

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 195

tacatcctgg gcctggcecg agtcg
<210> 196

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 196

catcctggge attgcccgag tcgcece
<210> 197

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau dod

<400> 197

catcctgggc atagcccgag tcgcec
<210> 198

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
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<223> Mau do

<400> 198

catcctgggc atcgcccgag tcgcece
<210> 199

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 199

acatgtccaa ctatttccge tggttc
<210> 200 |

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 200

acatgtccaa ctgtttccge tggtt
<210> 201

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 201

ggcagcccgg aggatccctt cgget
<210> 202

<211> 25

<212> ADN
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<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh ty nhdn tao

Mau do

202

ggcagcccgg agtatccctt cggcet

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

203
25
ADN

Trinh tyu nhédn tao

Mau do

203

ggaggatccc ttcggctggt attac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

204
25
ADN

Trinh tyu nhén tao

Mau do

204

ggaggatccc tccggctggt attac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

205
23
ADN

Trinh ty nhdn tao

Mau do

205

tgcggccgga gggcatcatce gcg

<210>

206
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<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<223> Mau do

<400> 206

cctgcggeccg gatggcatca tcgeg
<210> 207

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 207

gccggagagce atcatcgege
<210> 208

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

v<223> Mau do

<400> 208

ctgcggccgg agtgcatcat cg
<210> 209

tgcggccgga ggacatcatc gcgcet
<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do
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<400> 210

gtgttcgccg accagaccct gtcaac
<210> 211

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 211

gttgacaggg tcttgtcggc gaacacc
<210> 212

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 212

tgttcgccga cccgaccctg tcaac
<210> 213

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 213

tgttcgccga ccggaccctg tcaac
<210> 214

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
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<220>

<223> Mau do

<400> 214

cttgcgccge aacatgatga acacc
<210> 215

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 215

cttgcgccge aagatgatga acacc
<210> 216

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> MAu do

<400> 216

tgatctgcga ttactagcga ctccgactt
<210> 217

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 217

tgatctgcga ttacgagcga ctccgactt
<210> 218

<211> 25
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 218

cacaccgccc gtcacgtcat gaaag
<210> 219

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>

<223> Mau do

<400> 219

cacaccgccc gtgacgtcat gaaag
<210> 220

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 220

acaccgcccg tcgegtcatg aaagt
<210> 221

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 221

ggcgattggg acgaagtcgt aacaa
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

222
25
ADN

Trinh tyu nhén tao

Mau do

222

ggcgattggg actaagtcgt aacaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

223
27
ADN

Trinh tu nhdn tao

Mau do

223

cgcggcatat gccacagtcg gattctg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

224
27
ADN

Trinh tyu nhédn tao

Mau do

224

cgcggcatat gccacaatcg gattctg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

225
27
ADN

Trinh tu nhé&n tao

M3u do
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<400>

225

cgcggcatat gccatagtcg gattctg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

226
27
ADN

Trinh ty nhdn tao

Mau do

226

ccgcggcata tgctacagtc ggattct

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

227
26
ADN

Trinh tu nhdn tao

Mau do

227

cacgtgcacg tgaatattac gacgac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

228
26
ADN

Trinh ty nhé&n tao

Mau do

228

gcggccacgt gcaagtgaat attacg

<210>

<211>

<212>

<213>

229
25
ADN

Trinh ty nhédn tao

3271
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<220>

<223>

<400>

Mau do

229

tcgacgcgtc gccgtgcggg tggta

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

230
25
ADN

Trinh ty nhédn tao

Mau do

230

taccacccgce actgcgacgc gtcga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

231
25
ADN

Trinh tyu nhédn tao

Mau do

231

accacccgca cgccgacgcg tcgat

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

232
25
ADN

Trinh ty nhan tao

M3u do

232

gcacggcgac gcgtcgatct acgac

<210>

<211>

233

25

3271
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ADN

Trinh ty nhén tao

M3u do

233

cgcacggcga cgtgtcgatc tacga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

234
22
ADN

Trinh ty nhé&n tao

Mau do

234

ggcgacgcgc cgatctacga ca

<210>
%211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

235
24
ADN

Trinh ty nh&n tao

Mau do

235

cgtcgatctac gacagcctgg tgcg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

236
26
ADN

Trinh ty nhén tao

Mau do

236

cgcaccaggc tgttgtagatc gacgcg
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

237
25
ADN

Trinh ty nhdn tao

M3u do

237

gcaccaggct gtggtagatc gacgc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

238
27
ADN

Trinh tu nhén tao

cgcaccaggc tgtagtagat cgacgcg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

239
25
ADN

Trinh tu nhén tao

M3u do

239

cgtcgatcta cgccagcctg gtgcg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

240
25
ADN

Trinh ty nhén tao

M3u do

3271
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<400> 240

cgtcgatcta cggcagcctg gtgcg
<210> 241

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> M3u do

<400> 241

gtcgatctac gacaccctgg tgcgca
<210> 242

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 242

tgcgcaccag ggtgttgtag atcgacg
<210> 243

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 243

tgcgcaccag ggtgtagtag atcgacg
<210> 244

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
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<220>

<223> Miu do

<400> 244

tgcgcaccag ggtgtggtag atcgacg
<210> 245

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 245

gcgcaccagg gtggcgtaga tcg
<210> 246

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Mau do

<400> 246

gcgtcgatct acggcaccct ggt
<210> 247

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> Mau do

<400> 247

cgccggceccga gtcaccttct acgac
<210> 248

<211> 25
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 248

cgccggccga gttaccttcect acgac
<210> 249

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> M3u dod

<400> 249

ccgaagttca ggcgatcatc acggc
<210> 250

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 250

aacaccgaag ttcagacgat catcacg
<210> 251

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Mau do

<400> 251

cgccgtgatg atcacctgaa cttcggt
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

252
23
ADN

Trinh ty nhé&n tao

Mau do

252

gtcgtggatc ccggtgeccca gcg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

253
25
ADN

Trinh ty nhén tao

Mau do

253

cgtcgtggat cctggtgccc agcgce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

254
25
ADN

Trinh tu nhédn tao

Mau do

254

ggtgcggtcg cccggggtgt acttce

3271
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