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§ Nêu được một số ứng dụng của kỹ thuật SHPT trong việc chẩn đoán VSV gây bệnh.

§ Hiểu được một số lưu ý về kỹ thuật có ảnh hưởng đến kết quả.
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Các phương pháp XN vi sinh

Các ứng dụng của KT SHPT trong bệnh nhiễm
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§ Đa số virus khó mọc hoặc không mọc trên môi trường nhân tạo;

§ Nguy cơ cao khi nuôi cấy với những chủng virus độc lực mạnh;

§ △ hình thái học đòi hỏi nhiều kinh nghiệm của KTV;

§ △ huyết thanh học có thể không phát hiện được kháng nguyên do hàm lượng
quá thấp; không phát hiện được kháng thể trong giai đoạn nhiễm sớm hoặc
do knh trạng suy giảm miễn dịch của người bệnh;

§ Việc tạo kháng thể hoặc kháng nguyên đặc hiệu cho △ tốn nhiều công sức,
nền bạc và thời gian; …
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§ Chẩn đoán xác định virus gây bệnh

§ Sàng lọc nhanh để đối phó dịch (cúm A/H5N1, SARS, Ebola…)

§ Tiên lượng, quyết định điều trị và theo dõi điều trị thông qua định lượng và
định kiểu gen (HCV, HBV, HPV …)

§ Sàng lọc máu (HBV, HCV, HIV bằng KT NAT)
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§ Định danh VK, KST gây bệnh (nhận diện S. aureus kháng methicillin (MRSA), nấm gây
viêm màng não, KST sốt rét P. falciparum, định type H. pylori có nguy cơ sinh UT …)

§ Phát hiện nhanh nhóm VK khó hoặc không thể nuôi cấy (M. tuberculosis,
N.gonorrhoea, C.trachomatis, M.pneumonia…)

§ Xác định tính kháng thuốc của VK (phát hiện gen mecA của chủng MRSA, giải trình tự
các gen rpoB, hsp65, gyrA, inhA… giúp phát hiện M.tuberculosis kháng và đa kháng
thuốc …)

§ Xác định sự tái phát, tái nhiễm

§ Xác định nguy cơ vũ khí sinh học (do Bacillus anthracis, Yersinia petis, …)

§ Nghiên cứu dịch tễ học phân tử.
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§ KT không khuếch đại: PP lai sử dụng các đoạn dò có đánh dấu đặc
hiệu, ví dụ KT lai phát hiện genotype HCV bằng que inoLipa);

§ KT khuếch đại: PCR, realtime PCR, sequencing, bDNA, LCR, RFLP ...).
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§ Nhanh, dễ phân tích kết quả;

§ Không cần phân tích sau PCR;

§ Định lượng được trong một phạm vi lớn (khác với KT PCR là phát hiện điểm cuối);

§ Độ nhạy và độ đặc hiệu cao hơn PCR cổ điển.
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GENOTYPE HCV BẰNG
INOLIPA

- Phân biệt các type và subtype 

HCV dựa vào trình tự nu. Trên

vùng 5’UTR và vùng lõi

- cDNA của HCV được lai với

các probe đặc hiệu cho các type 

và subtypes được gắn trên que 

thử.

- Độ đặc hiệu 96.7% và độ nhạy

là 4800 UI/ml.
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Định genotype HCV bằng phương pháp giải trình tự
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§ Có thể được thực hiện từ mẫu bệnh không cần được bảo quản để giữ cho VSV
sống sót.

§ Có độ nhạy kỹ thuật tương đối tốt hơn đa phần các pp truyền thống.

§ Thời gian trả KQ ngắn hơn pp cấy truyền thống,

§ Có thể xác định nhiều tác nhân cùng lúc.
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§ Đối với các tác nhân gây bệnh có vật chất di truyền là RNA, cần đặc biệt chú ý đảm
bảo chất lượng giai đoạn tách chiết và tinh sạch vật chất di truyền vì bản chất
RNA nhạy cảm, dễ bị hủy, gây âm tính giả.

§ Đối với VK, không nên dùng SHPT để định lượng vì không phân biệt được VK sống
hoặc chết. Nồng độ được lựa chọn để phân định thể nhiễm bệnh (infected) và thể
mang VK (carrirer) cũng ít có ý nghĩa vì quyết định cuối cùng phụ thuộc vào cân
nhắc của cán bộ lâm sàng;
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§ Đối với các tác nhân gây bệnh có tốc độ biến đổi di truyền (đột biến) cao, cần hết sức
lưu ý trong thiết kế cặp mồi vì dễ gây bỏ sót các chủng mới biến đổi (cúm, HIV ...)

Jih-Hui Lin et al. J. Clin. Microbiol. 2008;46:1090-1097
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§ Đối với việc xác định VK trong các mẫu bệnh phẩm đặc biệt (có nồng độ VK
thấp) như mẫu phết, mẫu dịch … đôi khi cần một số biện pháp giúp tăng sinh
để tăng độ nhạy của KT, tránh âm tính giả do quá ít tác nhân gây bệnh trong
bệnh phẩm ban đầu;

§ Đối với việc xác định KST trong phân bằng KT dựa trên nền tảng PCR vẫn có
khả năng âm tính giả do dùng lượng phân nhỏ và bị pha loãng à cần những
kỹ thuật tăng sinh trước đó;
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§ Đối với △ xác định KST, việc sử dụng các cặp mồi có độ đặc hiệu khác nhau (cho
giống, cho loài) có thể gây ra tỷ lệ dương tính khác nhau.
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§ Định lượng/nồng độ virus trong một đơn vị thể tích huyết tương (HBV, HCV, HIV …)

§ Đơn vị là copies/mL hoặc IU/mL.

§ Độ nhạy KT (LOD) và dải đo tùy thuộc bộ kit à khác biệt về chi phí.
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§ Đặc điểm di truyền của các tác nhân gây bệnh thay đổi theo vùng miền, đối tượng
ký chủ và sự đột biến tự nhiên.

Jih-Hui Lin et al. J. Clin. Microbiol. 2008;46:1090-1097
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§ Sự hạn chế của các nguồn mẫu phù hợp để thực hiện XN, bao gồm loại mẫu, 
thời điểm lấy mẫu và chất lượng của mẫu.

Curr Trop Med Rep. 2015; 2(4): 189–200.
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§ Vấn đề Kiểm tra chất lượng và Đảm bảo chất lượng XN SHPT

ü Các yếu tố của mẫu bệnh phẩm ảnh hưởng đến KQ XN SHPT

ü Vai trò của các mẫu chứng (control)
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