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tử trong bệnh lý nhiễm
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Mục tiêu

1. Trình bày và giải thích các định nghĩa và thuật ngữ cơ bản

2. Trình bày nguyên tắc, ưu – nhược điểm của một số ứng dụng kỹ thuật
SHPT cơ bản trong chẩn đoán, xác định genotype, đột biến, giải trình
tự một số tác nhân vi sinh vật gây bệnh
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Nội dung

1. Giới thiệu và giải thích một số định nghĩa và thuật ngữ cơ bản

2. Một số kỹ thuật SHPT cơ bản ứng dụng trong chẩn đoán, xác định
genotype, đột biến, giải trình tự gen tác nhân vi sinh vật
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Các hình thức xét nghiệm vi sinh phát hiện vi 
sinh vật gây bệnh

1. Khảo sát trực tiếp

2. Nuôi cấy – phân lập – kháng sinh đồ

3. Huyết thanh học

4. Miễn dịch

5. Sinh học phân tử

TRUYỀN THỐNG

CÔNG NGHỆ
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Khảo sát trực tiếp

• Phát hiện tác nhân gây bệnh bằng cách khảo sát trực tiếp bệnh phẩm
lâm sàng
• Các phương pháp nhuộm

• Kính hiển vi: quang học, huỳnh quang, điện tử
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Nuôi cấy – Phân lập – Kháng sinh đồ

• Phân lập tác nhân gây bệnh bằng cách nuôi cấy trong môi trường (vi 
khuẩn) hoặc nuôi cấy trên tế bào/tiêm chích vào động vật thí nghiệm
(vi-rút)

• Kháng sinh đồ
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Huyết thanh học – Miễn dịch học

• Phát hiện kháng thể đặc hiệu của tác nhân gây bệnh lưu hành trong
máu/huyết thanh của bệnh nhân

• Phát hiện kháng nguyên: kháng thể đơn dòng/đa dòng
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Sinh học phân tử

• Genomics
• Phát hiện nucleic acid đặc hiệu (ADN, ARN) của tác nhân gây bệnh trong bệnh 

phẩm lâm sàng

• Proteomics
• Khối phổ (Mass Spectrometry)
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Proteomics vs Genomics

ĐỊNH DANH

Vi khuẩn

Protein

DNA

Proteome GenomeMass Fingerprint DNA Fingerprint
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Ưu điểm của sinh học phân tử

1. Khả năng định danh rộng vs nhanh

2. Định lượng nồng độ (ví dụ: tải lượng vi-rút = viral load) trong mẫu bệnh phẩm
giúp theo dõi diễn tiến điều trị

3. Xác định kiểu gen, giúp quyết định/định hướng phác đồ điều trị, đánh giá tiên
lượng vs nguy cơ bệnh

4. Xác định kiểu đột biến (đặc biệt hữu ích trong đột biến kháng thuốc) giúp thay
đổi phác đồ điều trị hiệu quả

5. Tái phát vs tái nhiễm

6. Nghiên cứu dịch tễ học phân tử các vi sinh vật gây bệnh giúp giám sát, kiểm soát
nguồn lây trong các vụ dịch
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Khả năng định danh rộng vs nhanh

1. Tác nhân VSV không nuôi cấy được hoặc rất khó/rất tốn kém (Chlamydia, HCV, 
HPV)

2. Tác nhân mọc chậm (Mycobacteria, Legionella)

3. Tác nhân nguy hiểm (cúm A/H5, SARS-CoV-2, Francisella tularensis, Brucella)

4. Tác nhân nuôi cấy thất bại (vì số lượng mẫu ít, đã Rx kháng sinh trước đó như
lao, viêm màng não mủ cụt đầu, lậu cụt đầu)

5. Tác nhân hiện diện với số lượng thấp trong mẫu bệnh phẩm (HCV, HIV, CMV)

6. Khẳng định kết quả nuôi cấy
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Các kỹ thuật phát hiện vật chất di truyền
• Phát hiện trực tiếp: sử dụng các đoạn dò lai với DNA/RNA đích; VD: lai

phân tử bằng các đoạn dò đánh dấu, FISH (Fluorescent in-situ 
Hybridization)…

• Khuếch đại nucleic acid
• Khuếch đại các đoạn dò: LCR (Ligase Chain Reaction)

• Khuếch đại tín hiệu: Branched DNA technology

• Khuếch đại DNA/RNA đích
• Chu kỳ nhiệt: PCR (Polumerase Chain Reaction) cho DNA, RT-PCR cho RNA, real-time PCR 

(PCR định lượng)

• Đẳng nhiệt: TMA (Transcription mediated amplification), NASBA nhân bản RNA/DNA

• Giải trình tự
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Một số kỹ thuật phát hiện trực tiếp

• Lai phân tử

• Southern Blot/Northern Blot

• FISH
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Kỹ thuật khuếch đại đoạn nucleic acid đích

- Kích thước đoạn gen
- Trình tự đặc hiệu của đoạn gen

Nguồn: Internet
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PCR (Polymerase Chain Reaction)

• Phương pháp (xét nghiệm) PCR (sinh 
học phân tử) là một kỹ thuật nhằm tạo
ra số lượng lớn bản sao DNA đích
trong ống nghiệm từ một khuôn mẫu
DNA trong bệnh phẩm dựa vào chu kỳ
nhiệt
• Kary Mullis (người Mỹ) phát minh vào

năm 1985
Nguồn: Internet
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Công bố đầu tiên (1985) & Nobel Prize (1993)

Nguồn: Internet
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PCR hiện nay: rất nhiều biến thể…

• RT-PCR

• One-step RT-PCT

• Two-step RT-PCR

• Multiplex PCR

• Nested PCR, hemi-nested PCR

• Non-stop nested PCR

• Touch-down PCR

• …
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RT-PCR

Nguồn: Internet
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Giới hạn của PCR

• Phân biệt dựa vào kích thước sản phẩm
PCR bằng kỹ thuật điện di trên agarose 
gel

• Khả năng ngoại nhiễm cao (vì phải xử lý 
hậu-PCR)

• Ethidium bromide trong điện di trên
agarose gel là chất gây K

• Độ nhạy thấp

• Độ đặc hiệu kém ĐỊNH TÍNH HOẶC BÁN ĐỊNH LƯỢNG
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Real-time PCR

• Quá trình nhân bản DNA được theo dõi trực tiếp trên máy PCR theo
từng chu kỳ nhiệt

• Kiểm soát tín hiệu huỳnh quang phát ra trong mỗi chu kỳ phản ứng; tín
hiệu huỳnh quang tỷ lệ thuận với lượng sản phẩm PCR tạo ra trong
từng chu kỳ
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Biểu đồ khuếch đại tín hiệu real-time PCR
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Giá trị CT trong xét nghiệm SARS-CoV-2
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Đường cong chuẩn (Standard Curve)

Đường chuẩn realtime PCR (phải) dựng từ giá trị Ct và nồng độ của các mẫu chuẩn (Std)

PCR định lượng = qPCR
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Tín hiệu huỳnh quang trong real-time PCR

Nhiều phương pháp khác nhau

• Chất nhuộm khi chèn vào DNA sẽ phát huỳnh quang
• SYBR Green 1

• Probe đặc hiệu gắn huỳnh quang
• Taqman probe

• Beacon

• Hybridization probe
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Taqman probe

• Ưu
• Probe đặc hiệu

• Multiplex PCR

• Nhược
• Đắt
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Video minh họa: Taqman probe
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Real-time PCR: phát hiện tác nhân trong mẫu

• Đơn giản, nhanh chóng

• Dễ biện luận, phân tích kết quả

• Tránh ngoại nhiễm (không cần phân tích hậu-PCR)

• Khả năng định lượng lớn (log7-log8)

• Độ nhạy > PCR

• Độ đặc hiệu > PCR

CÔNG CỤ PHÙ HỢP VÀ HIỆU QUẢ RẤT CAO CHO VI SINH LÂM SÀNG
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Real-time PCR: định lượng tác nhân trong mẫu

• Vi-rút: ứng dụng rộng rãi
• HIV

• HBV

• HCV

• Đang hot hiện nay: SARS-CoV-2

• Vi khuẩn: ít phổ biến hơn

THEO DÕI DIỄN TIẾN ĐIỀU TRỊ VÀ HIỆU QUẢ PHÁC ĐỒ

NGUY CƠ LÂY NHIỄM
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PCR “lồng” “đa mồi”
BIOFIRE® FILM ARRAY® SYSTEM

Fast and Easy
• Two minutes of hands-on time
• Run time of about an hour

Comprehensive
• Multiplex PCR
• Simultaneously tests for  multiple 

pathogens
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Panel(s)
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Giải trình tự gen

• Human Genome Project (2003)

• Các thế hệ giải trình tự: 1, 2, 3, 4

• Những ứng dụng đặc biệt: giải trình tự 16S rRNA
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Thế hệ thứ nhất

NGUYÊN LÝ GIẢI TRÌNH TỰ SANGER

Nguyên lý: kết thúc
chuỗi bằng ddNTP
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Phương pháp Sanger cải tiến
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NGS = Next Generation Sequencing
(Từ thế hệ thứ hai trở đi)

Thế hệ thứ hai

• Pyrosequencing: phát hiện sự giải phóng pyrophosphate khi dNTP được thêm vào
chuỗi

• Ion Torrent Sequencing/Ion Semiconductor Sequencing: phát hiện tín hiệu điện do 
ion H+ giải phóng ra trong quá trình tổng hợp DNA

• Illumina: ghi tín hiệu huỳnh quang gắn vào nucleotide

Thế hệ thứ ba

• SMRT = Single Molecular Real-Time Sequencing: giải trình tự đơn phân tử thời gian
thực bằng cách ghi nhận tín hiệu huỳnh quang đơn phân tử
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Thế hệ thứ tư
Oxford Nanopore Sequencing Technology

Nguyên lý: sử dụng dòng điện để
vận chuyển một mẫu chưa biết
qua một lỗ d=1nm
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Xác định biến chủng SARS-CoV-2
(PANGOLIN)
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NEXTSTRAIN
(GISAID & WHO)
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NEXTCLADE
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S gene (mã hóa protein gai)
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MALDI-TOF
(Khối phổ)
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Nguyên lý cơ bản MALDI-TOF
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Thư viện cập nhật
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Chẩn đoán các bệnh lý nhiễm trùng

• Chính xác vs kịp thời

• Định hướng khởi đầu phác đồ điều trị

• Theo dõi diễn tiến/kháng thuốc

• Phòng ngừa lây lan thành dịch
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Tác nhân gây bệnh: vi-rút

• Nuôi cấy
• Kinh nghiệm, thời gian, chi phí

• Độ nhạy thấp (khó mọc, không mọc)

• Huyết thanh/Miễn dịch
• Độ nhạy thấp (nồng độ KN thấp, giai đoạn cửa sổ → khó phát hiện)

• Trình độ kỹ thuật phát triển kit

• Nhu cầu: cần sàng lọc nhanh để đối phó dịch
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Quyết định phác đồ Rx, theo dõi, tiên lượng

• Chẩn đoán xác định: giai đoạn cửa sổ

• Theo dõi điều trị: định lượng HIV, HBV, HCV

• Tiên lượng: kiểu gen HPV, HCV, HSV

• Xác định đột biến kháng thuốc: HBV kháng lamivudine, đột biến pre-
core làm mất HBeAg

• Xác định biến chủng: giải trình tự SARS-CoV-2
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Tác nhân gây bệnh: vi khuẩn

• Định danh dựa trên gen đích phổ biến
• 16S ribosomal RNA

• Cấu trúc thiết yếu, có tính bảo tồn cao

• Giải trình tự gen mã hóa 16S rRNA
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Vi khuẩn mọc chậm, khó/không nuôi cấy

• Mycobacterium tuberculosis
• Chlamuia trachomatis
• Neisseria gonorrhoeae

• Mycoplasma pneumoniae

• Legionella spp.
• Streptococcus pneumoniae

• Haemophilus influenzae

• …
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Mycobacterium tuberculosis

• Gen đích IS6110: chẩn đoán xác định nhanh & chính xác

• Hữu ích trong các trường hợp nhuộm soi (BK đàm) âm tính

• Đặc biệt hữu ích giúp chẩn đoán xác định các trường hợp lao ngoài
phổi: màng não, khớp, màng bụng, màng tim, xương

• Xác định lao kháng thuốc (kiểu gen): định hướng lựa chọn phác đồ RX
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Ứng dụng SHPT trong cấy máu

Lấy máu → chai cấy máu → tủ cấy máu Chai cấy máu mọcBước 1 (24 giờ đầu)

Chai cấy máu + → cấy ria thạch → tủ ủ Mọc trên thạchBước 2 (24 giờ thứ hai)

Thạch → định danh Kết quả định danhBước 3 (24 giờ thứ ba)

KQ định danh → KSĐ Kháng sinh đồBước 4 (24 giờ thứ tư)

Kết quả: tác nhân + kháng sinh đồ. Tổng thời gian quy ước: 96 giờ (sau khi chỉ định)

PCR

Vitek MS

Vài giờ: tác nhân
+ gen kháng

5 phút: tác nhân
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Phân biệt tái phát vs tái nhiễm

• Tính đa hình kiểu gen
• Ví dụ điển hình: SARS-CoV-2 (với 5 biến chủng VOC hiện nay)
• α

• β
• γ

• δ

• ο
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Giới hạn của sinh học phân tử

• Nhân sự VIP

• Thiết bị kỹ thuật cao

• Giá thành từng xét nghiệm đắt

• Khả năng phát hiện tác nhân giới hạn trong từng kỹ thuật (primer trong
các kỹ thuật PCR, thư viện của khối phổ)

• Sự không đồng nhất trong các bộ kit, quy trinh

• Tâm lý e ngại đầu tư (những cái mới, đắt tiền)
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Tóm tắt

• Chẩn đoán vi sinh vật gây bệnh nhiễm trùng: truyền thống vs công nghệ

• Sinh học phân tử
• Genomics

• Proteomics 

• Ưu vs nhược điểm
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Phó Trưởng Bộ môn Vi sinh – Ký sinh, Khoa Y
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