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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Theo Tổ chức Y tế thế giới (World Health Organization - WHO), hàng 

năm, trên thế giới có khoảng 30 triệu người mắc và 1 triệu người tử vong vì 

sởi, tập trung nhiều nhất ở những nước đang phát triển và virus sởi vẫn được 

coi là “kẻ giết hại trẻ em”. Theo Trung tâm Phòng và Kiểm soát bệnh tật 

(Centers for Diseases Control and Prevention - CDC) Hoa Kỳ, giai đoạn 

2000-2008, số tử vong sởi đã giảm từ 733.000 xuống 164.000 nhưng ở khu 

vực Tây Thái Bình Dương, con số này chỉ đạt 4% chỉ tiêu [1-4]. Vắc xin góp 

phần quyết định thành công của chiến lược khống chế và thanh toán sởi toàn 

cầu [3]. Việt Nam đã sản xuất thành công vắc xin sởi đơn, sống giảm độc lực 

nên kiểm định công hiệu là một bước rất quan trọng [3]. Kiểm định công hiệu 

vắc xin bằng các phương pháp hiện hành tốn thời gian, công sức, và kết quả 

đôi khi phụ thuộc vào chủ quan người đọc cũng như nhiều yếu tố khách quan 

khác [2],[5]. Gần đây, kiểm định công hiệu vắc xin bằng real-time PCR/RT-

PCR có thể khắc phục được những yếu điểm trên [5-8]. Sự phát triển của 

khoa học vắc xin chính là một nhánh của phát triển khoa học nói chung, trong 

đó các kỹ thuật mới của chẩn đoán và nghiên cứu đã và đang được áp dụng 

cho nghiên cứu sản xuất vắc xin, bao gồm cả kiểm định [5-10]. 

Đại dịch cúm kinh hoàng nhất trong lịch sử xảy ra năm 1918 làm chết 

hơn 20 triệu người trên thế giới, các đại dịch năm 1957, 1968, và 1977 không 

trầm trọng như năm 1918 [11-14]. Tại Việt Nam, kể từ khi ca bệnh cúm gia 

cầm A/H5N1 ở người đầu tiên được xác định tháng 12 năm 2003, đã có bốn 

đợt dịch ở người xảy ra tại 32 Tỉnh/Thành phố với hơn 100 ca mắc và một 

nửa trong số đó đã tử vong [14-17]. Trên phạm vi cả nước, từ tháng 9/2009-
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03/2010, đại dịch cúm A (A/H1N1pdm09) đã có 11.214 ca mắc và 58 trường 

hợp tử vong [18]. 

Có thể chẩn đoán sởi và cúm cũng như xác định phân típ cúm A bằng 

RT-PCR [19-21]. Để có thể kiểm soát chất lượng và định lượng ARN trong 

RT-PCR thì cần phải có gam chuẩn ngoài (chứng dương đã biết nồng độ) 

[5],[22]. Đây là một yêu cầu bắt buộc nhưng hiện tại nhiều phòng thí nghiệm 

thường tách chiết ARN từ một mẫu bệnh phẩm đã được chẩn đoán trước đó 

để coi như chứng dương nên không tinh khiết, không định lượng được 

[5],[23-27]. Ngoài ra, lượng bệnh phẩm có hạn và đôi khi nhân viên xét 

nghiệm phải đối mặt với nguy hiểm khi tiếp xúc với bệnh phẩm của bệnh 

nhân nặng [28-31]. Một số phòng thí nghiệm khác lại sử dụng plasmid hay 

tính theo đơn vị tạo đám hoại tử (Plaque Forming Unit -  PFU) để làm chứng 

dương cho RT-PCR, điều này cũng không tối ưu vì ADN không thể kiểm soát 

chất lượng của bước phiên mã ngược và PFU chỉ đo lường virus có hoạt tính 

và lượng ARN chứng sẽ quá nhiều [32-36].  

Trong khi đó, sản xuất ARN in vitro khắc phục được những hạn chế 

của sử dụng ARN tách chiết từ bệnh phẩm [33],[37]. Dựa vào những ưu điểm 

nổi bật trên, đề tài “Nghiên cứu sản xuất các gam chuẩn cho RT-PCR, ứng 

dụng trong chẩn đoán cúm và kiểm định công hiệu vắc xin sởi” được xây 

dựng nhằm các mục tiêu: 

1. Sản xuất được các gam chuẩn cho RT-PCR phát hiện đồng thời ARN 

virus cúm A, B (M); cúm A/H5N1 (M, H5 và N1); và sởi (N); 

2. Xác định tỷ lệ nhiễm cúm mùa và phân típ cúm gia cầm A/H5N1 (nếu 

có) tại Hải Dương năm 2009 bằng RT-PCR; 

3. Xác định công hiệu vắc xin sởi đơn sản xuất tại Việt Nam bằng real-

time RT-PCR một bước. 
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CHƯƠNG 1 

TỔNG QUAN 

 

Sởi và cúm là hai bệnh do virus gây ra, được đề cập trong Y văn từ 

trước Công nguyên, qua thời kỳ Trung cổ, các cuộc chiến tranh và cho đến 

ngày nay. Những nghiên cứu về mọi khía cạnh của cúm và sởi thực sự lớn, 

khi vào trang mạng http://www.google.com. (xem tháng 2 năm 2014), chỉ mất 

0,25 giây là có tới 45.200.000 kết quả liên quan đến cúm và con số tương ứng 

cho sởi là 0,32 giây với 9.910.000 kết quả.  

1.1. Tổng quan một số vấn đề về cúm 

Cúm là một bệnh nhiễm virus đường hô hấp cấp tính, thường để lại dấu 

ấn dịch qua từng thế kỷ [1]. Hàng năm, thế giới có 3-5 triệu người mắc cúm 

nặng với 250.000-500.000 trường hợp tử vong. Giữa các đại dịch, virus cúm 

A và B vẫn gây dịch hàng năm [39],[40]. Đôi khi, người ta phát hiện được các 

trường hợp cúm C ở người [41]. Cúm gia cầm A/H5N1 ở động vật vẫn chưa 

được kiểm soát trên phạm vi toàn cầu, lây truyền từ động vật sang người và 

gây tử vong [15],[16],[42],[43]. 

1.1.1. Phép gọi tên 

Các virus cúm thuộc trên họ Mononegavirale, họ Orthomyxoviridae, 

được phân thành các típ (sau năm 2002 đổi thành chi) A, B, và C dựa vào 

quyết định kháng nguyên nucleoprotein (NP). Họ Orthomyxoviridae còn có 

các chi Isavirus, Quaranjavirus, và Thogotovirus [1],[2],[38]. Virus cúm A 

gồm các phân típ dựa vào sự thay đổi hoàn toàn quyết định kháng nguyên 

haemagglutinin (HA) của thử nghiệm ức chế ngưng kết hồng cầu 

(Haemagglutinin Inhibition - HI), virus cúm B chỉ có duy nhất một phân típ 

[1],[2],[38]. 
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1.1.2. Hình thái, cấu trúc 

Hạt virus cúm A và cúm B đa hình thái, những phân lập mới thường có 

dạng hình sợi nhưng lại có dạng hình cầu khi được cấy chuyển trên nuôi cấy 

tế bào hoặc trứng gà ấp dở. Virus hình cầu có kích thước 80-120nm gồm 70-

75% protein, 20% lipid, và 1% ARN [1],[2],[38].  

  

 
Hình 1.1. Cấu trúc hạt virus cúm. 

Nguồn: S. Munier - Viện Pasteur Paris, Cộng hòa Pháp [44]. 

 

Thành phần cấu trúc từ trong ra ngoài của hạt virus gồm bộ máy di 

truyền (genome), capsid và vỏ ngoài (envelop). Genome virus cúm A và cúm 

B chứa vật liệu di truyền là một sợi ARN phân cực âm, có phân đoạn (Hình 

1.1) với tên gọi hoặc là theo đoạn ARN, hoặc dựa vào chức năng tạo nên cấu 

trúc hạt virus. Đoạn 1 đến 8 tương ứng mã hóa các protein PB2, 

PB1/N40/PB1F2, PA/PA-X, HA, NP, NA, M1/M2/M42, NS1/NEP 

[1],[2],[38],[44],[45]. Đề tài nghiên cứu này khuếch đại các khu vực ổn định 
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của các đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm mùa A (H3N2 và H1N1), 

virus cúm B, và các đoạn gen 7, 6, 4 mã hóa tương ứng protein M, HA và NA 

của virus cúm gia cầm A/H5N1 và đoạn gen 7 của virus cúm đại dịch 

A/H1N1pdm09. 

1.1.3. Kháng nguyên và tính đa dạng chủng 

 
Hình 1.2. Nguồn gốc các chủng cúm đại dịch 1918-1977. 

Nguồn: S. Munier. Viện Pasteur Paris, Cộng hòa Pháp [44]. 

 

Chuyển đổi kháng nguyên đột ngột (shift) là thay đổi cấu trúc kháng 

nguyên bề mặt, chủ yếu là HA, do tổ hợp lại vật liệu di truyền của các phân 

típ khác nhau và thường gây hiện tượng thay thế một loại HA mới, nhìn 

chung không chịu tác dụng của miễn dịch tồn tại trước đó và đây chính là 

nguyên nhân của các vụ đại dịch cúm trong thế kỷ XX và XXI [1],[2],[11-

13],[38],[46]. Đây là điểm đáng lưu ý trong chẩn đoán cúm và xác định phân 

típ cúm A bằng RT-PCR vì khi một đoạn gen bị thay thế thì có thể phải thiết 

Thích ứng          Tổ hợp         Tổ hợp  
  trực tiếp              lại                lại  
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kế lại cặp mồi và đầu dò (real-time) đặc hiệu, đồng thời phải sản xuất lại 

chứng dương ARN. 

Nguồn gốc các đại dịch cúm có thể hoặc là do hiện tượng tổ hợp lại các 

đoạn gen, hoặc là do thích ứng trực tiếp từ loài khác [1],[13],[38],[46]. Chi 

tiết, cúm đại dịch A/H1N1 năm 1918 có thể do thích ứng trực tiếp từ A/H1N1 

thủy cầm hoặc do tổ hợp từ một nguồn khác không rõ (không có số liệu di 

truyền trước 1918), sau đó đại dịch cúm năm 1957 là do tổ hợp của 5 đoạn 

gen chủng A/H1N1 năm 1918 và 3 đoạn gen HA, NA, PB1 của chủng 

A/H2N2 thủy cầm để tạo thành virus A/H2N2 đại dịch 1957. Đại dịch cúm 

1968 là do tổ hợp của 6 đoạn gen chủng 1957 và 2 đoạn gen HA và PB1 của 

A/H3Nx thủy cầm để hình thành chủng A/H3N2 đại dịch 1968 Hong Kong và 

chủng này hiện lưu hành như một chủng cúm mùa đến tận ngày nay. Chủng 

cúm mùa A/H1N1 hiện tại là do chủng đại dịch 1977 tiếp tục lưu hành (Hình 

1.2). 

Biến đổi kháng nguyên từ từ (drift) là những thay đổi nhỏ và liên tục 

các acid amin hoặc đột biến điểm tại các khu vực kháng nguyên protein vỏ 

HA và NA do lỗi của ARN polymerase hoặc do hiện tượng áp lực chọn lọc 

miễn dịch của kháng thể. Những chủng này không chuyển đổi hoàn toàn 

kháng nguyên do vậy vẫn chịu một phần miễn dịch từ những lần nhiễm cúm 

trước và chủng mới nổi trội hơn chủng cũ [1],[38]. Đây cũng là một điểm 

quan trọng cần lưu ý trong thiết kế mồi. Mặc dù không có hiện tượng thay thế 

một đoạn gen hoàn toàn mới nhưng nhiều đột biến điểm có thể làm thiết kế 

mồi thông thường không phát hiện được hết các chủng, chính vì vậy nhiều tác 

giả đã áp dụng phương pháp thiết kế thoái hóa mồi để tăng độ nhạy phát hiện 

của cặp mồi và đầu dò. Điều này đặc biệt quan trọng trong chẩn đoán cúm gia 

cầm A/H5N1 ở người [47]. 
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1.1.4. Sự nhân lên của virus cúm 

Các hệ thống tế bào phân lập virus cúm là tế bào thận khỉ tiên phát và 

tế bào thường trực thận chó (Madin-Darby Canine Kidney - MDCK). Phân 

lập virus cúm trên nuôi cấy tế bào có thể có hoặc không tạo hủy hoại tế bào 

(Cytopathic Effects - CPE) [2],[19].  

Virus được hấp phụ trên bề mặt tế bào vật chủ qua thụ thể tế bào là acid 

sialic (SA) và xâm nhập vào tế bào qua con đường endocytosis. Acid sialic 

gắn với galactose qua cầu nối α2,3 hoặc α2,6. Đây chính là yếu tố quyết định 

độc lực của một số chủng virus và bệnh cảnh lâm sàng vì ở đường hô hấp trên 

thì α2,6 nhiều hơn hẳn α2,3 và ngược lại với đường hô hấp dưới [1],[44],[45].  

Sau hấp phụ, nhờ pH thấp của khoang nội bào mà HA tạo ra hiện tượng 

tiền thay đổi phù hợp về hình thái để peptide hòa màng tiến gần tới màng của 

nội bào, chèn peptide hòa màng vào màng của nội bào. Sau đó, hiện tượng 

bán hòa màng xảy ra, màng của virus và màng của tế bào vật chủ được kéo lại 

gần nhau rồi hình thành nên một lỗ hòa màng, tiếp đó xuất hiện những thay 

đổi phù hợp để bộc lộ peptide hòa màng làm cho kênh ion M2 bơm các 

proton để giải phóng phức hợp ribonucleoprotein (RNP) của virus và màng 

virus hòa với màng của khoang nội bào. ARN được vận chuyển vào nhân tế 

bào qua lỗ màng nhân nhờ RNP gắn với α và β karyopherin [1],[44],[45],[48].  

Tại nhân tế bào, ARN virus đóng vai trò làm khuôn mẫu tổng hợp ARN 

bổ trợ chuỗi dương, sau đó đến lượt ARN chuỗi dương này làm khuôn mẫu để 

tổng hợp trở lại ARN virus chuỗi âm và ARN thông tin. Cụ thể, phức hợp 

RNP gắn với 3 polymerase có vai trò thiết yếu trong quá trình nhân lên của 

virus cúm. PA có khu vực endonuclease và vị trí gắn với PB1, PB1 có vị trí 

gắn với PA và vị trí gắn với PB2, PB2 có vị trí gắn với PB1 và vị trí gắn với 

cấu trúc “đội mũ” của tiền ARN thông tin (Hình 1.3) [1],[44],[45],[49-51]. 
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ARN virus cúm có cấu trúc “đội mũ” m7GpppXm(N10-13) và nó được 

PB2 sử dụng như đoạn mồi để khởi đầu quá trình phiên mã và sau đó PA của 

virus sẽ cắt cấu trúc mũ của ARN thông tin. Quá trình tổng hợp chuỗi bổ trợ 

được xúc tác nhờ enzyme PB1, chính là ARN polymerase phụ thuộc ARN dựa 

trên khuôn mẫu là ARN virus. Sau cùng, quá trình tổng hợp chuỗi kết thúc 

khi xuất hiện tín hiệu poly A từ cấu trúc khuôn mẫu poly U (Hình 1.3) 

[1],[44],[45],[49-51].  

 
 

Hình 1.3. Cơ chế phiên mã của virus cúm A. 

Nguồn: S. Munier, Viện Pasteur Paris, Cộng hòa Pháp [44]. 

a. PB2 gắn với cấu trúc mũ  

b. PA endonuclease cắt ARN thông tin  

c. PB1 sử dụng ARN virus làm khuôn mẫu kéo dài chuỗi  

d. Tổng hợp poly A 

 

Quá trình dịch mã xảy ra tại bào tương, các protein M1, 3 polymerase, 

và NP được vận chuyển vào nhân tế bào. Tại nhân, sau khi phức hợp RNP 

được hình thành thì các protein NEP/NS2 gắn vào phức hợp này rồi từ nhân 

ra bào tương qua lỗ màng nhân. Ở bào tương, chúng theo khung tế bào để đến 
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bộ Golgi rồi đi từ khu vực Cis sang Trans của bộ Golgi để tới màng tế bào và 

lắp ráp thành hạt virus hoàn chỉnh với HA, NA, M2 - là những protein đã 

trưởng thành ở lưới nội bào có hạt. Quá trình lắp ráp thiên về giả thiết cơ chế 

lắp ráp lựa chọn hơn là ngẫu nhiên. Hạt virus được giải phóng khỏi tế bào gây 

nhiễm theo cơ chế nảy chồi. [1],[44],[45].  

Hiện tượng cắt mối liên kết giữa SA và galactose nhờ hoạt tính salidase 

tạo nên chức năng neuramidase. Điều này cho phép giải phóng hạt virus gây 

bệnh khỏi tế bào vật chủ nhiễm, làm cho các phần tử virus mới được tổng hợp 

không ngưng kết với nhau, và cho phép virus đi xuyên qua lớp màng nhày 

của đường hô hấp. Sau khi hạt virus mới được tổng hợp và giải phóng khỏi tế 

bào thì có hiện tượng cắt HA0 thành HA1 và HA2 nhờ protease ngoại bào 

nằm ở đường hô hấp. Đây cũng chính là một trong số các yếu tố quyết định 

độc lực của cúm ở một số loài (không có độc lực cao nếu tổ chức không có 

nhiều protease tại chỗ).  

1.1.5. Dịch tễ học 

Virus cúm truyền bệnh từ người sang người qua đường không khí, điều 

này giải thích hình thái xuất hiện bệnh đột ngột và mức độ lan truyền dịch 

nhanh trong cộng đồng. Trong cùng vụ dịch, tỷ lệ tấn công trẻ em cao hơn 

người lớn. Ở giai đoạn trung bình, khoảng 25% dân số bị nhiễm và trong số 

này, một phần ba phải đi điều trị, tỷ lệ nhập viện cao hơn hẳn ở nhóm tuổi 

nhỏ và người có tuổi. Các vụ dịch cúm đều tuân theo một hình thái tương tự 

nhau, nhiễm virus và mắc cúm thường bắt đầu xảy ra từ trẻ em trường học 

dẫn đến hiện tượng học sinh nghỉ học, số bệnh nhân phải đi khám bác sỹ và 

nhập viện vì các bệnh phổi tăng. Vào giai đoạn cuối của dịch, thường người 

lớn phải nghỉ làm, số người đi khám và tử vong vì bệnh phổi tăng lên. Thời 

gian kéo dài dịch ở địa phương khoảng 2-3 tuần, ở cộng đồng dân cư lớn hơn 
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có thể đến 6-8 tuần. Virus có mặt trong cộng đồng và gây bệnh với tần số thấp 

vài tuần trước và sau giai đoạn dịch [1],[38],[45].  

Dịch cúm xảy ra quanh năm và trên toàn thế giới. Cúm A và cúm B có 

thể đồng thời lưu hành trong cùng một năm nhưng thường mỗi mùa chỉ có 

một phân típ cúm A nổi lên. Một biến chủng xuất hiện với số lượng trung 

bình vào cuối mùa dịch có xu hướng trở thành chủng virus lưu hành chính của 

năm tiếp theo [1],[38],[45]. 

1.1.6. Chẩn đoán phòng thí nghiệm 

Vai trò phòng thí nghiệm là chẩn đoán kịp thời cho lâm sàng và báo 

cáo thông tin về sự xuất hiện và lưu hành các chủng virus cúm trong cộng 

đồng. Phương pháp chẩn đoán phòng thí nghiệm cúm gồm i/. chẩn đoán trực 

tiếp phát hiện hình thể virus (phân lập và xác định virus cúm, xác định phân 

típ cúm A), phát hiện kháng nguyên virus (miễn dịch huỳnh quang 

(Immunofluorescence Assay - IFA) xác định cúm A, cúm B hay phân típ cúm 

A hoặc ELISA xác định cúm A, cúm B, cúm C), phát hiện vật liệu di truyền 

của virus (RT-PCR xác định cúm A, cúm B, cúm C hay phân típ cúm A); ii/. 

chẩn đoán gián tiếp phát hiện kháng thể bằng các phương pháp huyết thanh 

học (Hình 1.4). Đáng chú ý, RT-PCR cho phép chẩn đoán nhanh, đặc hiệu, và 

có tính sàng lọc cả cúm A và phân típ cúm A [2],[38],[19]. 

Trong chẩn đoán cúm, ngoài xác định kiểu gen, các đột biến quyết định 

tính kháng thuốc đối với các thuốc kháng virus thì chẩn đoán cúm bằng RT-

PCR có thể áp dụng kỹ thuật khuếch đại cổ điển hoặc định lượng trực tiếp, có 

thể sử dụng phản ứng đơn mồi hoặc đa mồi phát hiện đồng thời hơn 1 phân 

típ hay chi (A/H3N2, A/H1N1, A/H1N1pdm09, cúm B), và xác định chính 

xác phân típ (H1 cúm mùa (A/H1N1), N1 cúm mùa (A/H1N1), H1 đại dịch 

(A/H1N1pdm09), N1 đại dịch (A/H1N1pdm09), H3 cúm mùa (A/H3N2), N2 

cúm mùa (A/H3N2), H5 cúm gia cầm (A/H5N1), N1 cúm gia cầm (A/H5N1), 
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phát hiện đồng thời virus cúm mùa A (A/H3N2 và A/H1N1), virus cúm B 

cùng các virus khác như virus hợp bào hô hấp ở người (human respiratory 

syncytial virus - hRSV) hoặc virus gây viêm phổi ở người (human 

metapneumovirus - hMPV).....[19],[20],[38]. 

 
 

Hình 1.4. Sơ đồ chẩn đoán phòng thí nghiệm của cúm. 

Nguồn: Dựa theo sơ đồ của Naffakh N., Van der Werf S.,  

Cộng hòa Pháp [38]. 

Trên thực tế, mỗi nước và mỗi phòng thí nghiệm có thể tự xây dựng 

các thường quy chẩn đoán, sử dụng các cặp mồi, đầu dò khác nhau và tự tiến 

hành thẩm định chất lượng mồi và tối ưu phản ứng. Điều này rất khó để lựa 

chọn cặp mồi và đầu dò phù hợp cho mỗi phòng thí nghiệm nên hiện nay một 

số các phòng thí nghiệm lớn đã tiến hành nghiên cứu thẩm định và xác nhận 

tất cả các cặp mồi và đầu dò đã công bố để khuyến cáo cho các phòng thí 

Kháng thuốc  
kiểu hình 

Phân lập virus 

RT-PCR (4-8h) 
A,B,C 

                Phân típ 

IFA (2-3h) 
A,B 

         (Phân típ) 

ELISA (1-4h) 

A,B,C 

HA (2-6 ngày)                 
                       

HI/HAI                      
                      A,B 

                Phân típ 
           Biến chủng 

Giải trình tự 
                     

Biến chủng 
Kháng thuốc kiểu gen 

75-100% 65-69% 65-100% 100% 

Bệnh phẩm 



12 
 

nghiệm trên phạm vi toàn cầu. Thông thường, quy trình chẩn đoán cúm (bao 

gồm cả xác định phân típ) được xây dựng, thẩm định, và xác nhận bởi các tổ 

chức hay phòng thí nghiệm lớn và được khuyến cáo cho mạng lưới cúm khu 

vực hay toàn cầu (WHO, CDC - Hoa Kỳ, Viện Pasteur Paris - Cộng hòa 

Pháp, Trung tâm nghiên cứu Cúm Khu vực Châu Âu - Vương quốc Anh....). 

1.1.7. Điều trị 

Hiện thuốc điều trị cúm chủ yếu là oseltamivir phosphate (tên thương 

mại là Tamiflu) (Hình 1.5.a), ngoài ra còn có zanamivir (tên thương mại là 

Relenza) (Hình 1.5.b). Oseltamivir và  zanamivir là chất ức chế neuramidase 

mới, cạnh tranh hoạt tính với enzyme neuramidase của virus lên acid sialic 

trên bề mặt tế bào vật chủ [54]. Phần lớn kháng oseltamivir là do đột biến 

thay thế một acid amin (His274Tyr) của enzyme  neuraminidase trong khi vị 

trí đột biến của kháng zanamivir là Gln136Lys (Q136K), do vậy không có 

hiện tượng kháng chéo giữa 2 thuốc [43],[52-55].   

 

             
 

a.        b. 

 

Hình 1.5. Cấu trúc của oseltamivir (a) và zanamivir (b). 

Nguồn: http://www.medicinescomplete.com/mc/ahfs/current/a399040 [55]. 
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1.1.8. Tình hình nghiên cứu về cúm và tỷ lệ nhiễm cúm 

Các nghiên cứu về cúm được tiến hành ở mọi khía cạnh như lâm sàng, 

điều trị, thuốc kháng virus, dịch tễ học, cấu trúc và sự nhân lên của virus, vắc 

xin, tá chất và các chiến lược tiêm vắc xin, báo cáo, giám sát.... Loại hình 

nghiên cứu cũng rất đa dạng từ nghiên cứu vĩ mô tầm quốc gia đến mô tả ca 

bệnh, cắt ngang, bệnh-chứng, thuần tập, can thiệp, hay lồng ghép giữa các 

phương pháp [15],[16],[42],[43],[56-68].  

Vắc xin được nhìn nhận ở 3 khía cạnh là kháng nguyên, tá chất, và 

phương thức gây miễn dịch [44]. Kháng nguyên cúm được lựa chọn và cập 

nhật hàng năm [38],[45],[69]. Đáng chú ý, Châu Âu đang nghiên cứu vắc xin 

gồm kháng nguyên của tất cả phân típ cúm để khắc phục hạn chế này [70]. 

Công nghệ sản xuất được cải tiến đáng kể với tiến bộ di truyền ngược, tạo 

kiểu gen để quy định kiểu hình mong muốn. Hiện nay, đã có nhiều phương 

cách gây nhiễm vắc xin khác nhau như đường tiêm, niêm mạc hay nang lông. 

Phạm vi và lực nghiên cứu tăng rõ ràng với các nghiên cứu đa trung tâm, cỡ 

mẫu lớn, quy trình chuẩn hóa và sự tuân thủ nghiêm ngặt các quy định quốc 

tế về y đức [44],[71-78]. 

Việt Nam đã có Trung tâm cúm quốc gia điều phối toàn bộ mạng lưới 

giám sát cúm trên phạm vi cả nước và tham gia mạng lưới cúm toàn cầu 

http://www.flu.int.net. Công tác giám sát cúm được thực hiện với sự kết hợp 

giữa hệ thống dịch tễ và phòng thí nghiệm [78]. Ở khía cạnh phòng thí 

nghiệm, trên trang mạng http://www.google.com (xem tháng 2 năm 2014), chỉ 

trong vòng 0,41 giây đã có hàng nghìn thông tin liên quan đến cúm của Việt 

Nam, có thể bao gồm chẩn đoán và nghiên cứu huyết thanh học, sinh học 

phân tử, miễn dịch học, đáp ứng tế bào lympho T, mô hình toán học, sản xuất 

vắc xin, tính nhạy cảm kiểu hình và kiểu gen của virus cúm với oseltamivir, 

giám sát trọng điểm hội chứng cúm (Influenza-Like Illness - ILI), viêm phổi 
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nặng do virus (Severe Viral Pneumonia - SVP), đồng nhiễm của virus cúm, 

phương pháp phòng thí nghiệm, thử nghiệm lâm sàng.... 

[15],[16],[42],[43],[56-68].  

Việt Nam đã giải trình tự toàn bộ genome virus cúm gia cầm A/H5N1, 

tham gia cung cấp chủng và thông tin để lựa chọn kháng nguyên cho sản xuất 

vắc xin cúm toàn cầu, có nhiều đơn vị tham gia sản xuất vắc xin cúm gia cầm 

A/H5N1, đánh giá công hiệu vắc xin cúm trên thực địa Việt Nam [63]. Trong 

chẩn đoán, ngoài phát hiện cúm thì xác định phân típ cúm A cũng được tiến 

hành thường xuyên. Ngoài ra, có rất nhiều dự án quốc tế đã và đang được 

thực hiện để nghiên cứu các bệnh đường hô hấp, trong đó có cúm [61],[62]. 

Nghiên cứu đặc điểm di truyền các chủng virus cúm A/H5N1 giai đoạn 

2003-2013 ở người và 2005-2010 ở động vật tại Việt Nam cho thấy chúng 

thuộc nhóm gen (Clade) 1 và 2.3.4, trong đó 2.3.4 phân tách thành 3 nhóm 

phụ là 2.3.4.1, 2.3.4.2, và 2.3.4.3. Có hiện tượng trao đổi và tích hợp giữa các 

nhóm gen và nhóm phụ nhưng đặc tính kháng nguyên giữa các nhóm phụ của 

nhóm gen 2.3.4 không thay đổi [15]. 

Ảnh hưởng về mặt kinh tế của cúm tại Việt Nam cũng rất lớn, theo ước 

tính của Nguyễn Hải Tuấn và cộng sự, chi phí trung bình cho mỗi trường hợp 

bị cúm tại cơ sở y tế tuyến huyện là  hơn 1.300.000 đồng [60].  

Tại thời điểm năm 2009, Việt nam đã có nhiều nghiên cứu về cúm, 

trong đó có xác định tỷ lệ nhiễm cúm và phân típ cúm A bằng RT-PCR trong 

giám sát trọng điểm ILI hay SVP [62]. Tuy nhiên, giám sát trọng điểm không 

đặt tại Hải Dương và chưa có công bố về tỷ lệ nhiễm cúm ở bệnh nhân viêm 

đường hô hấp cấp tính nặng (Severe Acute Respiratory Infection - SARI) 

cũng như tỷ lệ đồng nhiễm virus cúm với hàng loạt tác nhân virus khác (18 

tác nhân). 
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Theo báo cáo của CDC Hoa Kỳ, ca cúm A/H1N1pdm09 đầu tiên được 

ghi nhận ngày 15/04/2009 ở một bệnh nhi 10 tuổi tại California từ một nghiên 

cứu lâm sàng. Phòng thí nghiệm cúm của CDC đã khẳng định rằng đây là một 

virus cúm mới ở người. Chỉ 2 ngày sau đó, ca bệnh thứ hai là một bệnh nhi 8 

tuổi sống cách bệnh nhân thứ nhất 240km đã được khẳng định từ một nghiên 

cứu giám sát cúm và người ta không thấy có mối liên quan nào giữa hai ca 

bệnh này. Ngày 01/05/2009, CDC đã gửi sinh phẩm đến các phòng thí 

nghiệm trong nước (120) và quốc tế (140) để chẩn đoán virus cúm mới. Ngày 

11/06/2009, WHO đã công bố đại dịch cúm A/H1N1pdm09 - đại dịch đầu 

tiên của thế kỷ XXI. Tại thời điểm này, 70 nước đã báo cáo có ca bệnh và 

dịch vẫn tiếp tục lan ra các nước khác trên toàn thế giới. Chỉ từ giữa tháng 6 

đến giữa tháng 7 năm 2009, số nước và vùng lãnh thổ công bố có cúm đại 

dịch đã tăng gấp đôi và đến 01/08/2010 đã có 214 nước và vùng lãnh thổ công 

bố các ca cúm A/H1N1pdm09 với tổng số 18.499 trường hợp tử vong. Hoa 

Kỳ là nước có số mắc nhiều nhất mặc dù đa số đều có thể khỏi mà không cần 

phải nhập viện. Ngày 25/06/2009, khoảng 1 triệu người Mỹ mắc cúm 

A/H1N1pdm09, đến 29/03/2010, con số này tăng lên khoảng 60 triệu người 

và 265.000 người phải nhập viện, gần 12.000 ca tử vong, 90% trong số này 

dưới 65 tuổi, và 275 trường hợp là bệnh nhi. Khoảng 57% số ca bệnh xảy ra ở 

nhóm 5-24 tuổi. Tỷ lệ phải nhập viện cao nhất là trẻ dưới 5 tuổi, sau đó đến 

nhóm 5-24 tuổi. Tử vong chủ yếu rơi vào nhóm 22-57 tuổi. Rất ít các ca bệnh 

và không có ca tử vong nào ở người lớn trên 65 tuổi. Tỷ lệ tử vong ở người 

trẻ tuổi lớn gấp 5 lần so với cúm mùa. Sau một năm, hầu như tất cả các nước 

đều công bố có cúm A/H1N1pdm09. Hiện tại chủng cúm này đã được coi là 

một chủng cúm mùa [46],[81-84]. Nghiên cứu về kháng thể cho thấy trẻ em 

không có kháng thể chéo với cúm A/H1N1pdm09 trong khi 1/3 người lớn 

trên 60 tuổi có kháng thể chéo với virus này [81].  
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Chủng cúm A/H1N1pdm09 do tổ hợp gen của nhiều nguồn khác nhau, 

bao gồm chủng A/H1N1 năm 1918 lưu hành ở lợn, chủng này tổ hợp với 

chủng A/H3N2 Bắc Mỹ - một chủng tổ hợp từ A/H3N2 của người và cúm gia 

cầm Bắc Mỹ - để có chủng cúm lợn A/H1N2 Bắc Mỹ. Người ta nghi ngờ rằng 

chủng cúm lợn A/H1N2 Bắc Mỹ tổ hợp với chủng A/H1N1 cúm lợn tương tự 

gia cầm Á-Âu để xuất hiện chủng A/H1N1pdm09 (Hình 1.6) [44],[46].  

Tại Việt Nam, ca cúm A/H1N1pdm09 đầu tiên được phát hiện vào 

tháng 09/2009 tại Thành phố Hồ Chí Minh và tính đến 19/03/2010, trên cả 

nước đã có 11.214 trường hợp được chẩn đoán xác định phòng thí nghiệm và 

58 ca tử vong [18],[82]. 

 

 
Hình 1.6. Nguồn gốc chủng cúm A/H1N1pdm2009. 

Nguồn: S. Munier, Viện Pasteur Paris, Cộng hòa Pháp [44]. 
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Theo báo cáo của CDC Hoa Kỳ, ca nhiễm cúm A/H7N9 được ghi nhận 

đầu tiên vào tháng 3 năm 2013 tại Trung Quốc. Hầu hết các trường hợp 

nhiễm cúm A/H7N9 đều nặng, tỷ lệ tử vong lên tới 1/3. Năm 2013, WHO đã 

ghi nhận 132 ca nhiễm cúm A/H7N9 với 44 ca tử vong. Chưa có bằng chứng 

cho thấy có sự lây truyền từ người sang người của chủng virus này. Việt Nam 

chưa ghi nhận trường hợp cúm A/H7N9 nào ở người hay gia cầm [81]. 

Chi tiết hơn về tỷ lệ nhiễm cúm, theo số liệu chính thức từ trang mạng 

http://www.flunet.int.com (xem tháng 2 năm 2014) thì tại Trung quốc, cúm 

lưu hành quanh năm nhưng chủ yếu từ tháng 1-8. Tỷ lệ nhiễm cúm giai đoạn 

2009-2012 dao động từ 10-26% các trường hợp ILI (bao gồm cả cúm 

A/H1N1pdm09). Năm 2008, lượng mẫu thu thập dưới 500 mỗi tuần và chủ 

yếu là cúm mùa A/H3, A/H1, và cúm B. Tuần dịch tễ thứ 24 năm 2009, ca 

cúm A/H1N1pdm09 đầu tiên xuất hiện và từ đó số lượng mẫu rất lớn, đạt 

đỉnh từ tuần 36-39 với gần 8000 ca/tuần. Mặc dù cúm A/H1N1pdm09 chiếm 

ưu thế nhưng vẫn có những ca cúm B, cúm A/H3 và A/H1, đồng thời có cả 

những trường hợp cúm không xác định phân típ nhưng không có ca cúm 

A/H5N1 nào. Đầu năm 2010, cúm B chiếm ưu thế và được thay thế dần bởi 

cúm A/H3. Đầu năm 2011, cúm A/H1N1pdm09 lại nổi trội, sau đó là cúm B 

lưu hành cho đến hết quý I năm 2012 và được thay thế bởi cúm A/H3. Năm 

2013, cúm A/H1N1pdm09 lại chiếm ưu thế những tháng đầu năm và sau đó 

được thay thế bởi cúm A/H3 và cúm B. Đến cuối năm 2013, A/H1N1pdm09 

lại quay trở lại. Từ giữa năm 2009 đến nay, chưa thấy sự tái xuất hiện của 

cúm A/H1N1 (Hình 1.7) [82]. 
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Hình 1.7. Các ca bệnh và phân típ cúm tại Trung quốc, 2009-2013. 

Nguồn: http//www.flunet.int.com [82]. 

 

Tại Camphuchia, cúm thường lưu hành vào tháng 8-11, tỷ lệ dương 

tính với cúm A từ năm 2006-2010 tương ứng là 5,8%; 7,7%; 15,3%; 15,2%; 

và 1,4%. Số mẫu ghi nhận đạt đỉnh khoảng 70 ca/tuần năm 2009 thời điểm có 

dịch cúm A/H1N1pdm09. Cúm B lưu hành quanh năm và cúm 

A/H1N1pdm09 cùng lưu hành với cúm B vào những tháng cuối năm. Năm 

2012 và 2013, rải rác có những ca cúm A/H5N1 [82]. 

Tại Lào, số liệu chỉ được ghi nhận từ 9 tuần cuối cùng của năm 2010 

đến nay với con số thu thập từ 0-26 ca/tuần, tỷ lệ dương tính với cúm A trung 

bình là 9,0%. Cúm lưu hành chủ yếu vào quý IV năm trước tới hết quý I năm 

sau (mùa đông-xuân). Những tuần cuối của năm 2010 có sự lưu hành đồng 

thời của cả cúm A/H1N1pdm09 và cúm B. Năm 2011, lưu hành chủ yếu là 

cúm A/H3 và cúm B, tập trung vào những tháng cuối năm. Năm 2012-2013, 

cúm A/H3 lưu hành, theo đó là cúm A/H1N1pdm09 và cúm B. Cuối năm 

2013, số mẫu của cúm A/H1N1pdm09 và A/H3 chiếm ưu thế hơn so với cúm 

B [82],[85]. 
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Tại Thái Lan, mẫu cúm được thu thập quanh năm. Cúm A/H1N1 lưu 

hành đến cuối năm 2009 và được thay thế bởi cúm A/H1N1pdm09, chủng 

cúm này lưu hành liên tục tới hết năm 2010, chiếm ưu thế tuyệt đối so với 

cúm A/H3 và cúm B. Đầu năm 2011, số lượng mẫu cúm được ghi nhận rất ít 

(<20 ca/tuần) và đồng thời có sự lưu hành của cả cúm B, cúm A/H1N1pdm09 

và A/H3. Từ giữa năm 2011, cúm A/H3 và B nổi trội đến tận giữa năm 2012 

và tiếp đó là sự quay trở lại của A/H1N1pdm09 và chủng này lưu hành đồng 

thời với cúm B đến hết năm. Năm 2013, cúm A/H3 chiếm ưu thế tuyệt đối so 

với A/H1N1pdm09 và cúm B [82]. 

Tại Nhật Bản, các ca cúm cũng thường được ghi nhận vào mùa đông-

xuân. Riêng năm 2009, số mẫu cúm ghi nhận quanh năm với cúm A/H1N1 

lưu hành đầu năm, được thay thế bằng A/H1N1pdm09 vào cuối năm và chủng 

này lưu hành đến hết quý I năm 2010. Năm sau đó vẫn là sự lưu hành của 

cúm A/H1N1pdm09 cùng với cúm A/H3 và B. Cúm A/H3 chiếm ưu thế tới 

hết năm 2013. Cúm B thường xuất hiện sau cúm A/H3 kể từ năm 2011 đến 

nay [82]. 

Tại Hoa Kỳ, tỷ lệ nhiễm cúm từ 5-20%. Đầu năm 2009, cả cúm 

A/H1N1, A không phân típ và cúm B được ghi nhận. Từ tháng 4, cúm 

A/H1N1pdm09 xuất hiện và chiếm ưu thế đến cuối năm mặc dù có ghi nhận 

một số rất ít các ca cúm A không phân típ. Cúm cũng thường lưu hành vào 

mùa đông-xuân, năm 2011 và 2012 là cả cúm A/H1N1pdm09, cúm A/H3, 

cúm A không phân típ và cúm B. Đầu năm 2013 các ca cúm A/H3, cúm A 

không phân típ và cúm B được ghi nhận nhưng đến cuối năm 2013 đã xuất 

hiện trở lại cúm A/H1N1pdm09 (Hình 1.8) [81],[82]. 
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Hình 1.8. Các ca bệnh và phân típ cúm tại Hoa Kỳ, 2009-2013. 

Nguồn: http//www.flunet.int.com [82]. 

 
Tại Pháp, cúm cũng thường lưu hành vào mùa đông-xuân với tỷ lệ 

trung bình là 5-15%. Cúm A/H1N1pdm09 được ghi nhận từ cuối năm 2009 

đến đầu 2010. Năm 2010-2011, ngoài cúm A/H1N1pdm09, còn có các ca 

cúm A không phân típ và cúm B. Năm 2012, các chủng cúm A/H3 và A 

không phân típ chiếm ưu thế. Năm 2013 lại có sự quay trở lại của cúm 

A/H1N1pdm09 và cúm B [38],[82]. 

Tại Anh, thời gian và hình thái dịch cúm tương tự Pháp, sau đại dịch 

cúm A/H1N1pdm09 năm 2009, virus này vẫn lưu hành giai đoạn 2010-2011, 

cùng với cúm A không phân típ và cúm B. Năm 2011-2012, cúm A/H3 chiếm 

ưu thế trong khi cúm B không có nhiều và năm 2013 thì cúm A/H1N1pdm09 

quay trở lại cùng lưu hành với cúm A không phân típ và cúm B [82]. 

Tại Úc, cúm thường lưu hành vào giữa năm. Cúm A/H1N1pdm09 lưu 

hành mạnh mẽ năm 2009, kéo dài đến hết 2011. Năm 2012, cúm A/H3 chiếm 

ưu thế, sau đó là cúm A/H1N1pdm09 vào năm 2013 [82]. 
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Tại Brasil, các ca bệnh cúm được ghi nhận quanh năm. Năm 2009, cúm 

A/H1N1pdm09 thay thế cúm A/H1N1 và lưu hành đến nửa đầu năm 2010. 

Năm 2011, cúm A/H3 chiếm ưu thế vào nửa đầu năm nhưng từ cuối năm, 

cúm A/H1N1pdm09 đã quay trở lại lưu hành tới hết 2013 cùng cúm A/H3 

năm 2012 hoặc cúm B năm 2013 [82]. 

Tại Việt Nam, theo Nguyễn Thu Yến và cộng sự, nghiên cứu giám sát 

trọng điểm về tỷ lệ nhiễm cúm trong số các ca ILI giai đoạn 2006-2012 do 

Trung tâm cúm Quốc gia tiến hành ở 15 cơ sở y tế gồm tuyến huyện, tuyến 

tỉnh, bệnh viện trung ương, các phòng khám đa khoa trên một số lượng cỡ 

mẫu được xét nghiệm rất lớn là 29.804 trường hợp, ở cả hai giới với các 

nhóm tuổi dao động từ 0-94 tuổi (trung vị là 12 tuổi) cho thấy tỷ lệ dương tính 

với cúm bằng RT-PCR là 22%. Trong đa số các năm giám sát, luôn chỉ có 

một chủng cúm A nổi trội (A/H1N1 hoặc A/H3N2). Năm 2006 và 2008, cúm 

A/H1N1 chiếm ưu thế trong khi cúm A/H3N2 lưu hành ở mức thấp nhưng 

năm 2007 và 2010 thì ngược lại, A/H3N2 chiếm ưu thế còn A/H1N1 lại ở 

mức thấp. Riêng năm 2009, cúm A/H3N2 lưu hành trước khi có sự xuất hiện 

của cúm A/H1N1pdm09, kéo dài tới tận đầu năm 2010. Chủng cúm này tái 

xuất hiện vào năm 2011 và 2013. Tỷ lệ dương tính cúm khá tương đồng giữa 

các loại cơ sở y tế (20-23%) và giữa các vùng miền (21-23%). Lứa tuổi học 

đường có tỷ lệ dương tính cao nhất (29%) và nhóm tuổi thấp nhấp là < 6 

tháng và > 64 tuổi. Cúm B lưu hành ở tất cả các năm, không liên quan đến 

phân típ cúm A. Năm 2009, xét nghiệm cúm A/H1N1pdm09 bắt đầu từ tháng 

5 và tỷ lệ dương tính của năm này là 9,4%. Năm 2010, mặc dù cúm 

A/H1N1pdm09 tiếp tục lưu hành nhưng ở mức thấp hơn nhiều (2,1%) và cúm 

B và A/H3N2 cùng chiếm ưu thế. Cúm A/H1N1 không còn được phát hiện kể 

từ năm 2009 (Hình 1.9) [62],[81],[86].  
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Hình 1.9. Lưu hành cúm và phân típ cúm tại Việt Nam, 2006-2012. 

N=7344 ca dương tính. 

Nguồn: Nguyễn Thị Thu Yến và cộng sự,  

Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương [62]. 

 

Nghiên cứu này cũng cho thấy virus cúm lưu hành quanh năm, virus 

cúm A và B thường cùng lưu hành, có thể đạt đỉnh nhiễm và thường ở những 

thời điểm khác nhau (đạt đỉnh nhiễm nếu tỷ lệ dương tính >20%). Đỉnh nhiễm 

cúm thường xảy ra trong khoảng từ tháng 5-10 nhưng cũng có thể xảy ra ở 

các tháng khác trong năm, ví dụ năm 2007, cúm A/H3N2 có 2 đỉnh là tháng 

2-3 và tháng 5-10. Cúm B cũng lưu hành quanh năm và nếu có đỉnh thì 

thường rơi vào khoảng tháng 11-3. Tại Miền Trung, cúm B thường xảy ra ở 

giai đoạn tháng 11-5. Tại Miền Nam, cúm B thường xảy ra đều ở tất cả các 

tháng trong năm, chỉ có 56% rơi vào giai đoạn tháng 11-5. Đáng chú ý là cúm 

A/H1N1pdm09 được phát hiện từ đầu tháng 9-12 năm 2009 và đạt đỉnh vào 

tuần 20 (tháng 9) với 58% bệnh nhân ILI dương tính [49],[62],[86]. 

Nghiên cứu về tỷ lệ nhiễm cúm ở các trường hợp SVP tiến hành năm 

2006-2012 trên 1034 mẫu bệnh phẩm của Trung tâm cúm Quốc gia cho thấy 

cúm A/H1N1pdm09 chiếm 6,1%, cúm mùa A/H1N1 và A/H3N2 là 2,8%, 
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cúm B là 2,2%, cúm A/H5N1 là 2,9%, và hRSV là 0,1% [49]. Đây cũng là 

một nghiên cứu có cỡ mẫu lớn tập trung vào các bệnh nhân bị viêm phổi nặng 

để tìm nguyên nhân cúm và có phát hiện thêm một tác nhân ngoài cúm là 

hRSV. Như vậy vai trò của cúm đã được nghiên cứu trên cả bệnh nhân ILI - 

một bệnh cảnh lâm sàng gặp nhiều ở cộng đồng và SVP - một bệnh cảnh 

thường khiến bệnh nhân phải nhập viện. Tuy nhiên, nghiên cứu này mới chỉ 

dừng ở một tác nhân virus ngoài cúm là hRSV chứ chưa sàng lọc hàng loạt 

tác nhân virus gây bệnh đường hô hấp nên còn hạn chế về phân tích đồng 

nhiễm cúm và các virus khác [62],[86]. 

 
Hình 1.10. Tỷ lệ nhiễm cúm và phân típ cúm ở bệnh nhân SARI, 2011-2012.  

Nguồn: Nguyễn Thu Yến và cộng sự,  

Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương [86]. 

 

Mặc dù năm 2009 chưa có nghiên cứu nào về SARI, nhưng Nguyễn 

Thu Yến và cộng sự đã tiến hành nghiên cứu này ở giai đoạn 2011-2012 trên 

1578 bệnh nhân tại 5 cơ sở y tế gồm bệnh viện đa khoa DakLak, bệnh viện đa 
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khoa Khánh hòa, bệnh viện Nhi đồng 1 - Thành phố Hồ Chí Minh, bệnh viện 

Nhi Trung ương và Viện lâm sàng Các bệnh nhiệt đới. Kết quả cho thấy tỷ lệ 

nhiễm cúm A/H1N1pdm09, A/H1N1 và A/H3N2, cúm B, và A/H5N1 lần 

lượt là 2,9% (1,1-4,4%), 1,5% (0-2,2%), 3,9% (0-5,8%), và 0,1 (0-0,3%) 

[62],[86]. Diễn biến theo tháng của các loại cúm và phân típ của 135 trường 

hợp dương tính cúm A/H3N2, A/H1N1pdm09 và B cho thấy tỷ lệ nhiễm cúm 

A/H1N1pdm09 đạt đỉnh trước tháng 3 và 9-11 năm 2011, cúm B từ tháng 1-4 

năm 2012 và cúm A/H3N2 tăng nhẹ tháng 11 năm 2011 đến tháng 1 năm 

2012 (Hình 1.10) [62]. 

Một nghiên cứu mô tả cắt ngang đánh giá độ nhạy và độ đặc hiệu của 

giám sát chủ động và giám sát thường xuyên tại xã Cẩm Sơn, huyện Cẩm 

Giàng, tỉnh Hải Dương giai đoạn 04/2009-03/2010 do tác giả Thẩm Chí Dũng 

và cộng sự tiến hành cho thấy trong tổng số 54 mẫu được xét nghiệm, 34 mẫu 

(69,3%) cho kết quả dương tính, trong đó virus cúm A/H1N1pdm09 chiếm 

53,7%, virus cúm B chiếm 1,9%. Nghiên cứu này phát hiện được virus cúm 

A/H1N1pdm từ tháng 08/2009 và đạt mức cao nhất từ tháng 09, kéo dài đến 

tận tháng 12 cùng năm [64]. 

Một nghiên cứu được thực hiện trong khuôn khổ dự án Giám sát và 

điều tra tình hình dịch ở Đông Nam Á (Surveillance and Investigation of 

Endemic Situations in South-East Asia - SISEA) hợp tác với Cơ quan Phát 

triển Pháp (French Development Agency - FDA) thông qua Viện Pasteur 

Paris giai đoạn 2009-2011 tại Bến Tre chỉ ra rằng, tỷ lệ nhiễm cúm 

A/H1N1pdm09, cúm mùa A, và cúm B tương ứng là 1,4%, 2,7%, và 1,0%. 

Cúm tại Miền Nam thường lưu hành vào mùa hè và có hiện tượng chuyển 

sang tháng 5-7 [61]. 
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1.2. Tổng quan một số vấn đề về sởi  

Bệnh sởi được mô tả từ thế kỷ thứ VI sau Công nguyên và được công 

nhận là bệnh của trẻ em năm 1224. Ở những nước đang phát triển, virus sởi 

vẫn được coi là “kẻ giết hại trẻ em” [1-4].  

1.2.1. Phép gọi tên 

Virus sởi thuộc trên họ Mononegavirales, họ Paramyxoviridae, dưới họ 

Paramyxovirinae, chi Morbilivirus và tên quốc tế là measles virus (Bảng 1.1). 

Từ năm 1998, WHO đã quy định phép gọi tên chủng virus sởi để cung cấp 

những thông tin thiết yếu ở mức độ phân tử [87-89]. Cùng thuộc trên họ 

Mononegavirale còn có hai họ virus ARN sợi đơn, phân cực âm, và không 

phân đoạn là Rhabdoviridae và Filoviridae [1],[2],[38]. 

Bảng 1.1. Họ Paramyxoviridae - một họ virus quan trọng với con người. 

Nguồn: François Freymuth, Cộng hòa Pháp [38]. 

Dưới họ Chi Loài 

Paramyxovirinae 

Paramyxovirus 
human parainfluenza virus 1 (hPIV-1) 

human parainfluenza virus 3 (hPIV-3) 

Rubulavirus 

human parainfluenza virus 2 (hPIV-2) 

human parainfluenza virus 4 (hPIV-4) 

mumps virus  

newcastle virus 

Morbillivirus measles virus (virus sởi) 

Pneumovirinae 

Pneumovirus human respiratory syncytial virus 

(hRSV A và B)  

Metapneumovirus human metapneumovirus (hMPV) 
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1.2.2. Hình thái, cấu trúc 

Hạt virus sởi hoàn chỉnh đa hình thái nhưng chủ yếu hình cầu, kích 

thước 100-300 nm. Thành phần cấu tạo từ trong ra ngoài gồm bộ máy di 

truyền (genome), capsid và vỏ ngoài (Hình 1.11) [1],[3].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.11. Ảnh chụp dưới kính hiển vi điện tử và sơ đồ virus sởi. 

Nguồn: Scheider-Schaulies S. và Meulen V [3]. 

 

Bộ máy di truyền của virus sởi là ARN sợi đơn, phân cực âm, không 

phân đoạn, dài khoảng 16.000 ribonucleotide, có trật tự 3'- N - P - M - F - H - 

L Polymerase 5', mã hóa 6 protein cấu trúc từ 6 gen tương ứng và 2 protein 

phi cấu trúc từ gen P (protein N - P/C/V - M - F - H – L). Sự nhân lên, phiên 

mã, dịch mã và lắp ráp tương tự như các Paramyxovirus khác. Những mono 

và bicistron ARN thông tin được phiên mã với một gradient phiên mã từ N 

đến L nên protein N có hàm lượng cao nhất (Hình 1.12) [1-3]. 
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Hình 1.12. Sơ đồ bộ máy di truyền (genome) của virus sởi. 

Nguồn: Billeter A.M. và Meulen V.T., Đức [3]. 

 

1.2.3. Sự nhân lên của virus 

Nhìn chung, khó tìm được mô hình động vật phù hợp để nghiên cứu 

bệnh học sởi. Các phòng thí nghiệm thường sử dụng các dòng tế bào thường 

trực như Vero, Vero hSLAM, hay B95a để nghiên cứu các thử nghiệm liên 

quan đến nuôi cấy tế bào [2],[21]. 

Toàn bộ chu kỳ nhân lên của virus sởi xảy ra tại bào tương của tế bào 

gây nhiễm (Hình 1.13). Quá trình gắn màng và xâm nhập tế bào của virus xảy 

ra khi có sự tương tác giữa protein H và F của virus và thụ thể đặc hiệu 

(receptor) nằm trên bề mặt tế bào vật chủ (người hoặc khỉ) - phân tử 

glycoprotein CD46. Phân tử ARN thông tin mã hóa cho các protein bao gồm 

peptide có tín hiệu kết thúc giống nhau, một đoạn trình tự ngắn, lặp lại chung 

và gắn bổ thể, một khu vực liên màng và một phần có vai trò như một chiếc 

mỏ neo. Chúng khác nhau về độ dài và thành phần của một khu vực ngoại bào 

giầu serine/threonin và proline gần đoạn xuyên màng và đoạn nằm trong bào 

N P/C/V M F H L 
3’ 5’ 

Vùng ổn định 

Gradient phiên mã 

 
ARN sợi đơn âm, không phân đoạn, dài 15.892 Ribonucleotide 
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tương. Có tác giả đã công bố rằng ở in vivo, virus sởi không sử dụng CD46 

mà sử dụng phân tử phát tín hiệu hoạt hóa tế bào lympho là CDw150 [1],[3]. 

 

 
 

Hình 1.13. Sơ đồ nhân lên của virus sởi. 

Nguồn: Bernard Field. Virology - Philadenphia, Hoa Kỳ [1]. 

 

Quá trình nhân lên của ARN virus sởi bắt đầu bằng sợi ARN âm ban 

đầu có vai trò không những làm khuôn mẫu cho quá trình phiên mã thành 

ARN thông tin để rồi sau đó được dịch mã thành các protein cấu trúc và phi 

cấu trúc mà còn làm khuôn mẫu để tổng hợp nên ARN sợi âm thế hệ sau 

thông qua sợi ARN dương trung gian. Sợi ARN âm sẽ lắp ráp cùng với các 

protein cấu trúc. Màng ngoài virus hình thành do quá trình nảy chồi qua màng 

bào tương. Sự giải phóng hạt virus hoàn chỉnh ra khỏi tế bào gây nhiễm có thể 

chỉ sau vài giờ [1-3].  
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1.2.4. Các triển vọng thanh toán sởi 

Về mặt lý thuyết, sởi là một bệnh lý tưởng để thanh toán bằng tiêm 

chủng do virus chỉ có một típ huyết thanh, đa số các trường hợp có thể chẩn 

đoán lâm sàng, không có ổ chứa động vật và có vắc xin phòng bệnh [3]. 

1.2.5. Các nghiên cứu liên quan đến sởi 

Việt Nam đang ở giai đoạn khống chế tiến tới thanh toán sởi, đã có 

nhiều hợp tác nghiên cứu cơ bản phòng thí nghiệm và ứng dụng như phân lập 

virus sởi trên tế bào B95a, xác định một genotype mới (H2) và được WHO 

công nhận năm 2001, xác định genotype sởi hoang dại lưu hành tại miền Bắc, 

miền Trung và Tây Nguyên, đặc điểm di truyền các chủng virus sởi hoang dại 

thời kỳ trước và sau chiến dịch tiêm sởi mũi 2. Các trình tự gen N và H của 

nhiều chủng sởi lưu hành tại Việt Nam đã được đăng nhập vào ngân hàng gen 

thế giới (Genbank) [90-93].   

Nhiều nghiên cứu huyết thanh học đã được tiến hành như giám sát định 

kỳ sởi, đánh giá công hiệu vắc xin sởi mũi hai tại Hải Phòng, xác định căn 

nguyên gây sốt phát ban không phải do sởi [94]. Việt Nam cũng sản xuất 

kháng nguyên sởi sử dụng trong ngưng kết hồng cầu, được CDC Hoa Kỳ 

chuyển giao công nghệ sản xuất kháng nguyên protein N tái tổ hợp sử dụng 

trong ELISA [94]. Các kỹ thuật được sử dụng trong chẩn đoán và nghiên cứu 

sởi rất đa dạng như ngưng kết hồng cầu khỉ, ELISA (gián tiếp và tóm bắt 

kháng thể IgM), phân lập virus, trung hòa và trung hòa vi lượng, RT-PCR, 

real-time RT-PCR và giải trình tự gen (sequencing) [90-94]. 

Trong lịch sử, đã có vắc xin sởi bất hoạt nhưng hiện nay nó đã được 

thay thế bằng vắc xin sởi sống, có thể đơn hoặc phối hợp cùng quai bị và 

rubella (Measles Mumps Rubella - MMR hay Rougeole Oreillons Rubéole - 

ROR) [3],[95-98].  
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Hình 1.14. Sơ đồ quá trình sản xuất chủng vắc xin sởi. 

Nguồn: Billeter A.M., Meulen V.T.,  Đức [3].  

 

Vắc xin sởi sống giảm độc lực lần đầu tiên được sản xuất bằng thích 

nghi chủng Edmonston trên phôi gà và nguyên bào sợi phôi gà (Chicken 

Embryonic Fibroblast - CEF) sau 24 lần cấy truyền trên tế bào thận người tiên 

phát và 28 lần trên tế bào Vero, sau đó là 6 lần trên tế bào khoang niệu của 

phôi gà để có được chủng virus Edmonston B. Vắc xin này rất có hiệu quả và 

Edmonston 

Edmonston - Enders 

ATCC 

Zagreb 

Edmonston Seed “B” 

Moraten 

Edmonston B 

Edmonston Seed “A” Schwarz 

AIK-C 

Edmonston “Hoang dại” 

HK/7 
Vero/6 

HK/24 
Vero/28 

HA/12 

SK(33oC)/17* 

CEF(33oC)/22
* 

CEF/5 
CEF(32oC)/85 

CEF(36oC)/3 

CE(am)/6 
CEF/3 

CEF(36oC)/8 
CEF(32oC)/40 

 
Ghi chú: 
*:  Nhặt đám hoại tử 
Nhiệt độ cáy truyền là 37oC, trừ trường hợp ghi cụ thể 
HK:  Human kidney (tế bào thận người) 
HA:  Human amnion (tế bào niệu người) 
CE(am): Intraamniotic cavity of chick embryo  
              (khoang niệu của phôi gà) 
CEF: Chick Embryo Fibroblast (tế bào phôi gà) 
DK: Dog kidney (tế bào thận chó) 
WI-38: Human diploid cells (tế bào lưỡng bội người) 
SK: Sheep kidney (tế bào thận cừu) 
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được cấp phép năm 1963 nhưng hay gây phản ứng sốt và phát ban ở phần lớn 

trẻ được tiêm phòng nên đôi khi phải chỉ định gamaglobulin đồng thời với vắc 

xin. Tác giả Schwarz đã cấy truyền thêm trên CEF chủng Edmonston B để có 

được một chủng giảm độc hơn và được cấp phép năm 1965. Hiện nay, nhiều 

nơi trên thế giới, vắc xin sản xuất từ chủng Schwarz được xem là một vắc xin 

sởi chuẩn. Chủng Moraten được cấp phép sử dụng tại Mỹ năm 1968 có liên 

quan rất gần với chủng Schwarz. Những chủng vắc xin khác có nguồn gốc từ 

chủng Edmonston B (chủng Zagreb) cũng được sử dụng ở một số khu vực. 

Những chủng giảm độc lực khác (CAM, AIK-C, Leningrad-16, Shanghai-

191) được sản xuất độc lập so với vắc xin có nguồn gốc từ chủng Edmonston 

bằng cách áp dụng những phương pháp tương tự (Hình 1.14) [3].  

Gây miễn dịch liều chuẩn thức vắc xin sởi sống giảm độc lực tạo hiện 

tượng giảm lympho bào trong thời gian ngắn, ức chế đáp ứng quá mẫn muộn 

trong da, và thay đổi sản xuất cytokine. Sự ức chế đáp ứng miễn dịch này 

không có ý nghĩa quan trọng về mặt lâm sàng [1],[3].  

Thông thường, liều gây miễn dịch là 103-104 PFU. Khi dùng quá 10-

100 lần thì đáp ứng miễn dịch dịch thể tốt hơn ở nhóm trẻ 4-6 tháng tuổi, tuy 

nhiên, sẽ có một tỷ lệ tử vong cao hơn sau đó 2-3 năm ở những nước có tỷ lệ 

tử vong trẻ em cao do ức chế đáp ứng miễn dịch kéo dài làm tăng hiện tượng 

mắc các bệnh nhiễm trùng khác [1],[3]. Đáp ứng miễn dịch với vắc xin sởi 

sống giảm độc lực tương tự nhiễm sởi tự nhiên nhưng biến động hơn. Tỷ lệ 

thất bại sau tiêm sởi mũi hai xấp xỉ 5,0% sau 10-15 năm. Hiện nay, vắc xin 

sởi mũi hai đang được áp dụng rộng rãi nhằm tạo cơ hội gây miễn dịch cho 

những người không được tiêm hoặc không có đáp ứng sau tiêm sởi mũi một 

[1],[3].  

Tuổi khuyến cáo tiêm vắc xin sởi có thể thay đổi từ 6-15 tháng và vẫn 

còn là một vấn đề đang được bàn luận [95],[97],[98]. Khả năng đáp ứng huyết 
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thanh phụ thuộc vào mức kháng thể đặc hiệu sởi của mẹ truyền vẫn còn tồn 

lưu trong cơ thể con, do vậy, tuổi khuyến cáo khi tiêm vắc xin phụ thuộc vào 

sự cân nhắc giữa lứa tuổi tối ưu để có đáp ứng huyết thanh và khả năng mắc 

sởi trước lứa tuổi đó. Tại các khu vực còn nhiều sởi, tiêm vắc xin sởi thường 

xuyên được tiến hành khi trẻ được 9 tháng tuổi, trong khi đó, ở những khu 

vực sởi ít lưu hành thì tuổi tiêm là 12-15 tháng. Ngoài tuổi của trẻ và sự có 

mặt kháng thể tồn lưu của mẹ, các bệnh phối hợp cũng có thể ảnh hưởng đến 

tỷ lệ đáp ứng huyết thanh. Bất kỳ một nguy cơ nào làm giảm đáp ứng huyết 

thanh đều phải được cân nhắc so với việc mất cơ hội được tiêm phòng và 

những nguy hiểm sau mắc sởi. Vắc xin sởi hiện nay hoàn toàn có thể tiêm 

theo phác đồ thông thường cho trẻ em và người lớn dương tính với HIV 

nhưng tỷ lệ đáp ứng huyết thanh thấp hơn so với bình thường [1],[3].  

Việt Nam đã sản xuất thành công vắc xin sởi đơn, sống giảm độc lực từ 

chuyển giao công nghệ của Viện Kitasato (Nhật Bản) cho Trung tâm Nghiên 

cứu Sản xuất Vắc xin và Sinh phẩm Y tế - POLYVAC sử dụng chủng AIK-C. 

Vắc xin này có hiệu giá ổn định, luôn đạt yêu cầu của WHO và mẫu chuẩn có 

hiệu giá 4,2-4,7 Log10/liều 0,5ml [99]. Hiệu giá vắc xin sởi được nhà sản 

xuất kiểm định bằng phương pháp tạo đám hoại tử với đơn vị tính là số 

PFU/liều 0,5ml, được Viện Kiểm định quốc gia kiểm định bằng liều gây 

nhiễm 50% nuôi cấy tế bào (Tissue Culture Infectivity Dose - TCID50) theo 

hướng dẫn của WHO [100].  

1.3. Sản xuất chứng dương ARN in vitro và kiểm định công hiệu vắc xin  

Vai trò của vắc xin ngày càng lớn cùng với sự phát triển của khoa học 

công nghệ, trong đó có sự ra đời của vắc xin điều trị và vắc xin phòng các 

bệnh dị ứng, tự miễn, chuyển hóa, thậm chí trong tương lai có thể phòng 

nghiện như nicotine hoặc cocaine. Đối tượng phục vụ của vắc xin cũng ngày 
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càng được mở rộng, bao gồm cả phụ nữ có thai, người có tuổi hay trẻ sơ sinh 

[44], [101-109].  

Công nghệ nghiên cứu và sản xuất vắc xin không ngừng phát triển, có 

thể là vắc xin đơn (sởi, viêm não Nhật Bản B) hay phối hợp (sởi, quai bị và 

rubella), vắc xin chết (viêm não Nhật bản B trên não chuột), sống giảm độc 

lực (Oral Polio Vaccine - OPV), vắc xin là thành phần của tế bào (ho gà), giải 

độc tố (uốn ván), tái tổ hợp giữa thành phần tế bào và giải độc tố (lỵ), vắc xin 

không bào hay vô bào (Outer Membrance Vesicle - OMV) (viêm màng não 

do não mô cầu), vắc xin ADN (viêm gan B), vắc xin tương tự phần tử hạt 

virus (Viral-Like Particle - VLP) (Human papillomavirus - HPV), vắc xin tái 

tổ hợp (viêm gan B), vắc xin bao phủ toàn bộ các phân típ cúm đang lưu hành 

toàn cầu (universal - đang nghiên cứu) [101-109]. Đi song hành cùng sự phát 

triển về công nghệ thiết kế và sản xuất vắc xin là sự ra đời của nhiều thử 

nghiệm kiểm định, trong đó có các kỹ thuật sinh học phân tử. 

Mục đích của tiêm vắc xin là để hệ thống miễn dịch có được đáp ứng 

miễn dịch lâu dài, bảo vệ cơ thể khỏi bị bệnh hoặc để giúp cơ thể kiểm soát 

được bệnh [102],[105],[110],[111]. Tuy nhiên, sẽ không được phép sử dụng 

vắc xin nếu nó chưa được kiểm định về an toàn và công hiệu [44].  

Công hiệu (Potency) là đo lường hoạt tính sinh học, sử dụng một thử 

nghiệm sinh học định lượng phù hợp, dựa trên thuộc tính của sản phẩm kết 

hợp với các đặc tính sinh học phù hợp tương ứng [110],[111]. 

Kiểm định công hiệu vắc xin là xác định được yếu tố bảo vệ (Correlate 

of Protection - CoP). CoP là một đáp ứng miễn dịch có liên quan một cách 

có ý nghĩa thống kê đến bảo vệ [110-117].  

CoP có thể tuyệt đối, có thể tương đối, và có thể có đồng CoP [49]. 

CoP cũng có thể được chia theo i./ CoP cơ học (mechanistic - mCoP) là một 

đáp ứng miễn dịch chịu trách nhiệm bảo vệ; ii./ CoP không cơ học (non-
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mechanistic - nCoP), trước đây còn được gọi là chất thay thế (surrogate), là 

một đáp ứng miễn dịch thay thế cho mCoP khi không thể biết hoặc không dễ 

dàng đo lường được mCoP [110-117]. Xác định công hiệu vắc xin bằng real-

time là một nCoP. 

Rất nhiều loại vắc xin hiện đang được nghiên cứu, thậm chí, một vắc 

xin nhưng nhiều nhà sản xuất cùng nghiên cứu, nghiên cứu vắc xin mới để 

thay thế những vắc xin hiện đang tồn tại mà chưa phải là tối ưu. Từ sự phát 

triển của công nghệ vắc xin mà ra đời những thử nghiệm kiểm định vắc xin. 

Mặt khác, từ những số liệu hiện có cho thấy tỷ lệ thành công ở giai đoạn 3 của 

thử nghiệm lâm sàng là rất hiếm, rất nhiều các bài học kinh nghiệm đã được 

rút ra từ những thử nghiệm này, và một trong những hành động khắc phục 

chính là nghiên cứu những phương pháp kiểm định vắc xin mới thay thế cho 

những thử nghiệm được cho rằng chưa tối ưu [44],[102-104],[111]. Như vậy, 

phát triển các thử nghiệm vắc xin mới, trong đó có kiểm định chính là một 

nhánh của sự phát triển khoa học.  

Ngày càng nhiều kỹ thuật tiên tiến sử dụng trong chẩn đoán phòng thí 

nghiệm, nghiên cứu và sản xuất đã và đang được áp dụng cho kiểm định với 

khả năng đo lường ngày càng cao, từ đáp ứng miễn dịch dịch thể đến đáp ứng 

miễn dịch tế bào, thậm chí loại tiểu quần thể tế bào lympho T đáp ứng đặc 

hiệu và định lượng từng tiểu quần thể tế bào, sản phẩm của tế bào lympho ở 

mức độ từng tế bào, định lượng các phân tử đích dựa vào số lần phân bào.... 

Các nghiên cứu về sinh học phân tử cũng đã và đang được áp dụng không 

những cho nghiên cứu thiết kế vắc xin mà còn cho cả những nghiên cứu về 

kiểm định [6-10],[118-120].  

Phát hiện ARN bằng RT-PCR nhạy hơn phân lập virus, ngoài ra, các 

yêu cầu về chất lượng bệnh phẩm, thời gian và điều kiện vận chuyển mẫu 

cũng không nghiêm ngặt như trong phân lập và xác định trực tiếp kháng 
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nguyên virus [2],[47],[121]. Để khắc phục những hạn chế của phản ứng 

khuếch đại cổ điển, tác giả Higuchi và cộng sự đã phân tích tính động học của 

PCR bằng một hệ thống phát hiện những sản phẩm khuếch đại khi chúng tích 

tụ lại [22]. Trên thế giới, đã có nhiều nghiên cứu về ứng dụng real-time trong 

chẩn đoán, nghiên cứu về sởi và nhiều tác nhân khác.  

Năm 2004, tác giả Stranska và cộng sự đã nghiên cứu về tính nhạy cảm 

của Herpes Simplex Virus (HSV) với thuốc kháng virus aciclovir (ACV) và 

foscarnet (PFA) trong dịch nổi nuôi cấy tế bào gây nhiễm (Vero). Nghiên cứu 

này cho kết quả chính xác, tự động hóa nhưng vẫn phải chờ đợi CPE và 

không có sự tương quan giữa PFU và ADN ở dịch nổi nuôi cấy tế bào [32].  

Năm 2006, tác giả Nguyễn Thị Thường, Henry Agut và cộng sự đã 

phát triển nghiên cứu của Stranska bằng cách định lượng số bản sao ADN bên 

trong tế bào gây nhiễm thay vì định lượng ở dịch nổi. Sự thay đổi này cho 

phép định lượng nhanh chóng ADN trong vòng 24 giờ sau cấy mà không cần 

đợi sự xuất hiện của CPE trong khi hiệu giá ADN tương quan chặt chẽ với 

PFU [5]. Đây chính là mô hình thử nghiệm để xây dựng kỹ thuật kiểm định 

công hiệu vắc xin virus ARN áp dụng cho sởi.  

Đáng chú ý, năm 2005, tác giả Schalk và sau này là tác giả Ammour và 

cộng sự đã xây dựng một phương pháp mới để kiểm định công hiệu sởi của 

vắc xin sởi phối hợp với quai bị và rubella (MMR) bằng cách định lượng trực 

tiếp số bản sao ARN. Đây thực sự là một phương pháp mới có tính đột phá do 

có thể đơn giản hóa và tự động hóa quá trình xét nghiệm, kết quả nhanh và 

chính xác. Tuy nhiên, hạn chế của phương pháp này là quy trình phức tạp, 

virus quai bị có thể ảnh hưởng đến sự nhân lên của virus sởi, và hiệu giá ARN 

được xác định từ dịch nổi nuôi cấy tế bào hoặc không đề cập rõ ràng phương 

pháp gặt ARN, thời gian gặt vẫn ít nhất 2 ngày. Ngoài ra, gam chuẩn ngoài 

được sản xuất còn nhiều ADN gốc (7%), điều này có ảnh hưởng đến kết quả 
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định lượng ARN [6],[7]. Mặc dù còn một số tồn tại, hiện phương pháp xác 

định công hiệu vắc xin sởi bằng real-time RT-PCR của Schalk đang dần được 

đưa vào khuyến cáo của WHO [118].  

Năm 2006, tác giả Hummel và cộng sự đã tiến hành một nghiên cứu 

thẩm định/xác nhận phương pháp để tìm ra các cặp mồi và đầu dò nhạy và 

đặc hiệu nhất trong chẩn đoán sởi là khuếch đại vị trí 1131-1293 của gen N 

[121]. 

Đề tài nghiên cứu này kế thừa hiệu quả của nghiên cứu dựa trên mô 

hình HSV, thẩm định cặp mồi và đầu dò phát hiện sởi để khắc phục những 

điểm còn tồn tại của phương pháp Schalk và Ammour. 

Để có thể kiểm soát được hiệu quả khuếch đại, khống chế khả năng âm 

tính giả của phản ứng, hoặc để định lượng trực tiếp thì nhất thiết phải có 

chứng dương hay gam chuẩn ngoài [5],[22],[24],[32],[122]. Sản xuất ARN in 

vitro khắc phục được những hạn chế của sử dụng ARN tách chiết trực tiếp từ 

bệnh phẩm như không phải tiếp xúc thường xuyên với bệnh phẩm, tiết kiệm 

bệnh phẩm cho những nghiên cứu khác, chứng dương định lượng được, hiệu 

giá cao (1011-10E19 bản sao/phản ứng 20µl), ổn định, đồng nhất, tinh khiết, 

không bị nhiễm ARN/ADN từ vật chủ và từ những tác nhân khác (như đồng 

nhiễm virus hay vi khuẩn) nên tránh được hiện tượng cạnh tranh giữa các tác 

nhân [37],[123]. 

Sản xuất chứng dương đã được nghiên cứu từ lâu, ngày càng có nhiều 

cải tiến đáng kể trong thiết kế quá trình sản xuất. Có thể sản xuất ARN bằng 

phương pháp phiên mã cổ điển hoặc bằng phương pháp phiên mã trực tiếp với 

kỹ thuật cải biên mồi đặc hiệu nhờ gắn mồi với trình tự phiên mã và một 

chuỗi poly T. Nhiều tác giả đã có thể sản xuất được ARN chuỗi kép. Tuy 

nhiên, quá trình sản xuất chứng dương gồm nhiều bước nên quy trình sản xuất 
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luôn chỉ được nêu một cách vắn tắt và rất không đầy đủ, một số nghiên cứu có 

giới thiệu những bước thực hiện nhưng không rõ ràng, kể cả đó là hướng dẫn 

của các nhà sản xuất [5-7],[32],[37],[124],[125].  

 Nhìn chung, trừ một số trường hợp thật đặc biệt, mỗi phòng thí nghiệm 

sử dụng trình tự mồi cho chẩn đoán và nghiên cứu khác nhau hoặc chỉ một số 

phòng thí nghiệm có trình tự mồi giống nhau nên không có gam chuẩn ngoài 

chung cho tất cả các phòng thí nghiệm, do vậy nó thường không được thương 

mại hóa [5],[6],[123],[125]. 

Tại thời điểm nghiên cứu, nhiều phòng thí nghiệm tại Việt Nam thường 

tách chiết một mẫu bệnh phẩm đã được chẩn đoán trước đó để coi như chứng 

dương mà không biết trong một thể tích khuôn mẫu đưa vào phản ứng có bao 

nhiêu bản sao và độ tinh khiết của mẫu, số bản sao cũng khác nhau giữa các 

lần chuẩn bị mẫu (tách chiết), như vậy sẽ không thể tránh được hiện tượng âm 

tính giả nếu sử dụng một mẫu bệnh phẩm dương tính quá mạnh mà hiệu quả 

khuếch đại không đạt yêu cầu. Sử dụng plasmid như một chứng dương cho 

RT-PCR cũng không tối ưu vì ADN không thể kiểm soát chất lượng của bước 

phiên mã ngược và một bản sao ARN không tương ứng với một bản sao 

ADN. Một số tác giả sử dụng chứng dương ARN quy từ hiệu giá PFU cũng 

chưa phù hợp vì PFU chỉ đo lường virus có hoạt tính, trên thực tế còn có thể 

có những phần tử không có tính gây nhiễm và hiệu giá ARN thường cao hơn 

ít nhất 103 lần so với PFU nên không thể kiểm soát được hiện tượng âm tính 

giả ở những mẫu có một lượng khuôn mẫu thấp [1],[36]. 

Việt Nam cũng tham gia các chương trình đánh giá chất lượng từ bên 

ngoài (External Quality Assessment - EQA) về xét nghiệm acid nucleic 

(Nucleic Acid Testing - NAT) với tư cách là một cơ quan thành viên chứ 

không phải đơn vị tổ chức cung cấp dịch vụ. Cho đến thời điểm hiện tại, chưa 

có những công bố trong nước về nghiên cứu sản xuất hàng loạt chứng dương 
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ARN hoặc tính được chi tiết từng bản sao acid nucleic cụ thể, trừ một đề tài 

Nghiên cứu tuyển chọn cấp Bộ Y tế về sản xuất chứng dương ARN in vitro 

do nghiên cứu sinh làm chủ nhiệm đề tài [82],[125],[126]. 

Theo yêu cầu kỹ thuật của Tổ chức Tiêu chuẩn Quốc tế (International 

Standard Organization - ISO), quá trình xét nghiệm được tính từ khi lấy mẫu 

bệnh phẩm đến khi kết quả được trả về cho khách hàng (thầy thuốc lâm sàng, 

bệnh nhân, phòng thí nghiệm gửi mẫu...) và được chia làm 3 giai đoạn là 

Trước xét nghiệm, Xét nghiệm và Sau xét nghiệm. Mỗi giai đoạn đều có vai 

trò hết sức quan trọng để đảm bảo kết quả của phòng thí nghiệm phải đúng, 

được trả cho đúng khách hàng và đúng thời gian (kịp thời). Để đảm bảo được 

điều này, toàn bộ 3 giai đoạn của quá trình xét nghiệm phải được kiểm soát 

bởi hệ thống Đảm bảo chất lượng (Quality Assurance - QA), còn giai đoạn 

Xét nghiệm phải được đảm bảo bởi Kiểm soát chất lượng (Quality Control - 

QC), trong đó chứng dương chính là mẫu nội bộ sử dụng cho QC [127]. 

Phát triển sau chương trình nội kiểm (Internal Quality Control - IQC) 

và EQA huyết thanh học nhưng hiện nay các gam chuẩn ngoài ADN và ARN 

đã và đang được ứng dụng cho các phòng thí nghiệm y học và chương trình 

quản lý chất lượng trên phạm vi toàn cầu. Tại khu vực châu Á có Viện Sức 

khỏe Quốc gia (National Institute of Health - NIH) thuộc Bộ Y tế công cộng 

Thái lan chịu trách nhiệm sản xuất các bộ mẫu chuẩn (panel) sinh học phân tử 

cho khu vực Châu Á, Úc chịu trách nhiệm sản xuất các bộ mẫu chuẩn cho 

toàn cầu, nhất là khu vực của Nam bán cầu, WHO chịu trách nhiệm phân phối 

các bộ mẫu chuẩn cho EQA NAT toàn cầu, Viện Pasteur Paris chịu trách 

nhiệm về EQA NAT cho các phòng thí nghiệm thuộc mạng lưới Quốc tế các 

Viện Pasteur, Trung tâm nghiên cứu và đánh giá sinh phẩm miễn dịch của 

Italia (Center for Immunobiologicals Research and Evaluation - CRIVIB) 
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chịu trách nhiệm về chương trình EQA các bệnh lây truyền theo đường máu 

của Châu Âu.... [24],[82],[128-130].  

Bộ Y tế Việt Nam đã và đang xây dựng hệ thống quản lý chất lượng 

phòng thí nghiệm y học, bao gồm cả QC và QA. Chứng dương ARN là một 

trong số những yếu tố góp phần triển khai chương trình quản lý chất lượng 

theo ISO [127],[131]. 
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CHƯƠNG 2 

ĐỐI TƯỢNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

 Đối tượng nghiên cứu trong sản xuất chứng dương ARN in vitro: Mười 

(10) μl ARN tách chiết từ chủng virus cúm gia cầm A/H5N1 phân lập tháng 

12 năm 2007 tại Việt Nam do Trung tâm Cúm Quốc gia, Khoa Virus, Viện 

Vệ sinh Dịch tễ Trung ương cung cấp. ARN của virus cúm mùa A, cúm B, và 

cúm A/H1N1pdm09 được tách chiết từ mẫu bệnh phẩm đã được chẩn đoán 

khẳng định bằng RT-PCR;  

 Đối tượng và thời gian nghiên cứu trong xác định tỷ lệ nhiễm cúm: Lựa 

chọn đối tượng tham gia nghiên cứu tuân thủ định nghĩa ca bệnh SARI của dự 

án SISEA thực hiện tại Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương. Bệnh nhân nhập 

viện tại Bệnh viện đa khoa Tỉnh Hải Dương và Bệnh viện đa khoa huyện Cẩm 

Giàng ở mọi lứa tuổi, cả hai giới, được chẩn đoán lâm sàng SARI với các dấu 

hiệu: 

Trẻ < 5 tuổi:  

- Ho HOẶC khó thở HOẶC thở ngắn khi nhập viện  

- VÀ, ít nhất có một trong các triệu chứng sau: 

o Thở nhanh  

o Co rút lồng ngực  

o Các triệu chứng nguy hiểm nói chung  

- VÀ triệu chứng xuất hiện trong vòng 7 ngày 

Trẻ > 5 tuổi và người lớn:  

- Ho HOẶC viêm họng HOẶC khó thở (hoặc thở ngắn) 
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- VÀ sốt khi nhập viện (hoặc tiền sử sốt trong vòng 3 ngày) 

- VÀ, có ít nhất một trong các triệu chứng sau: 

-  Thở nhanh  

-  X-quang có hình ảnh thâm nhiễm mới  

-  Nói khó  

-  Phải sử dụng cơ hỗ trợ hô hấp (co rút cơ liên sườn) 

-  Giảm oxy máu (mức bão hòa oxy < 92 %) 

- VÀ các triệu chứng xuất hiện trong vòng 7 ngày 

Ghi chú: Thở nhanh  

Trẻ < 2 tháng:   nhịp thở  > 60 lần/ phút.  

Trẻ 2 tháng - 1 tuổi:    nhịp thở  > 50 lần/ phút. 

Trẻ 1 - 4 tuổi:     nhịp thở  > 40 lần/ phút.  

Trẻ >4 tuổi và người lớn:  nhịp thở  > 30 lần/ phút. 

 

Tiêu chí loại trừ:  

 Đề tài nghiên cứu này không lấy mẫu của những bệnh nhân bị tâm thần 

hoặc phụ nữ có thai nếu không được yêu cầu. 

Để đảm bảo tính đại diện theo thời gian, bệnh phẩm được lấy liên tục 

trong suốt 2,5 năm từ tháng 1/2009 - 6/2011, 8-10 mẫu/tháng, mỗi tuần 2-3 

mẫu đầu tiên của loạt bệnh nhân vào khám bệnh tại Bệnh viện đa khoa tỉnh 

Hải Dương và Bệnh viên đa khoa huyện Cẩm Giàng, thuộc tỉnh Hải Dương. 

Khi có ca bệnh nghi ngờ, hệ thống giám sát của dự án SISEA tiến hành điều 

tra và điền vào phiếu điều tra trước khi lấy mẫu. Bệnh phẩm là tăm bông 

ngoáy mũi và họng, được bảo quản trong dung dịch môi trường bảo quản và 

vận chuyển virus vô trùng. Các thầy thuốc lâm sàng được tập huấn về định 

nghĩa ca bệnh, kỹ thuật lấy mẫu, bảo quản và vận chuyển mẫu an toàn từ thực 

địa nghiên cứu về phòng thí nghiệm. Các thông tin bệnh nhân được lưu trữ tại 
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các tủ hồ sơ và hệ thống phần mềm máy tính riêng biệt của Viện Vệ sinh Dịch 

tễ Trung ương để kiểm soát và đảm bảo chất lượng nghiên cứu. 

 Đối tượng nghiên cứu trong xác định hiệu giá ARN vắc xin sởi: Vắc 

xin mẫu chuẩn, ký hiệu M-0107 và 10 loạt vắc xin thành phẩm sản xuất trong 

4 năm liên tục 2010-2013 do POLYVAC cung cấp (tổng số 710 liều).  

2.2. Vật liệu nghiên cứu 

Nguyên vật liệu và trang thiết bị là các các thiết bị khoa học, sinh 

phẩm, hóa chất, vật liệu tiêu hao, môi trường cơ bản phục vụ các thử nghiệm 

sinh học phân tử, nuôi cấy tế bào và phân lập virus.  

2.2.1. Cơ sở vật chất và trang thiết bị, máy móc 

 Phòng thí nghiệm an toàn sinh học cấp độ 2, có đầy đủ các khu vực 

nuôi cấy tế bào, xử lý bệnh phẩm, trước PCR, PCR, và sau PCR; 

 Tủ ấm CO2 (Thermo) với các ngăn riêng biệt cho tế bào sạch và các 

nuôi cấy đã gây nhiễm; 

 Máy ly tâm để bàn tốc độ cao (18.000 vòng/phút) và nhiệt độ lạnh 

(4oC) (Hettich): là thiết bị có thể sử dụng với cả ống 0,2ml và 1,8-2,0ml, phù 

hợp cho cả tách chiết acid nucleic và plasmid; 

 Máy ly tâm tế bào (Hettich): là thiết bị có thể ly tâm lạnh tới 0oC, tốc 

độ tối đa 4000 vòng/phút, và sử dụng cho tấm nhựa, ống ly tâm 15ml hoặc 

50ml; 

 Buồng điện di (Biorad): buồng điện di sử dụng cho phiên mã và chạy 

điện di chẩn đoán riêng biệt; 

 Tủ an toàn sinh học (Jouan): là tủ an toàn sinh học cấp độ 2, hàng năm 

được kiểm tra, bảo dưỡng và cấp chứng nhận bởi Khoa An toàn sinh học và 

Quản lý chất lượng của Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương; 
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 Tủ sinh học phân tử (Esco): hàng năm được kiểm tra, bảo dưỡng và cấp 

chứng nhận bởi Khoa An toàn sinh học và Quản lý chất lượng của Viện Vệ 

sinh Dịch tễ Trung ương; 

 Máy khuếch đại gen cổ điển (MJ Research và Biorad C1000); sử dụng 

cho loại ống nghiệm 0,2ml, 1 khối (96 ống phản ứng) và 2 khối (48 ống phản 

ứng), có chế độ cài đặt dải nhiệt độ (gradient nhiệt độ); 

 Máy real-time 7500 FAST (Applied Biosystems): đọc được tất cả các 

hệ thống mầu hiện có trên thị trường, trong đó có FAM. Là thiết bị mới, trong 

suốt thời gian sử dụng, thiết bị luôn được chạy hiệu chuẩn theo đúng quy định 

của nhà sản xuất (6 tháng/lần); 

 Máy giải trình tự gen (Applied Biosystems 3130): là thiết bị được bảo 

trì bảo dưỡng theo đúng quy định của nhà sản xuất; 

 Máy soi gel, máy chụp gel (Syngene); 

 Máy đo nồng độ acid nucleic (Thermo); 

 Máy cất nước khử ion (Millipore): đảm bảo chất lượng nước đạt 

18MΩ; 

 Tủ -80oC (Sanyo và Nuaire); 

 Tủ -20oC, -30oC (Sanyo); 

 Tủ lạnh 4oC (Toshiba và Medika);  

 Máy làm đá vẩy (Fiocchetti); 

 Máy ủ nhiệt có lắc (Eppendorf); 

 Nồi cách thủy (Memmert): nhiệt độ dao động trong khoảng 20-95oC và 

có chế độ lắc ngang tự động; 

 PipetteMan các loại (P2-P5000): mới hoặc luôn trong thời hạn hiệu 

chuẩn. PipetteMan được hiệu chuẩn bởi Khoa An toàn sinh học và Quản lý 

chất lượng của Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương; 

 Một số thiết bị nhỏ khác. 
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2.2.2. Sinh phẩm hóa chất 

 Bộ sinh phẩm tách chiết ARN (Qiagen); 

 Dung dịch đệm ly giải nhanh tế bào (TpLR): là dung dịch Tris HCL 

pH=8 chứa 50mM KCL, 50mM MgCL2, 0,45% Nonidet-P40, và 0,45% 

Tween 20. 

 Bộ sinh phẩm tinh sạch ADN (Qiagen); 

 Bộ sinh phẩm tách chiết plasmid (Qiagen); 

 Bộ sinh phẩm RT-PCR one-step (Qiagen); 

 Bộ sinh phẩm RT-PCR one-step (Invitrogen); 

 Bộ sinh phẩm giải trình tự gen; 

 Thạch điện di (Promega); 

 Thuốc nhuộm ADN SYBR (Promega); 

 Thang ADN chuẩn 2log, 100bp, 1Kpb (Promega); 

 Thang ARN chuẩn 0,1-2,0Kbp (Invitrogen); 

 Tế bào cảm biến E.coli chủng DH5α lacZΔM15 (Invitrogen); 

 Sinh phẩm tạo dòng (Invitrogen và Promega); 

 Chỉ thị mầu X-gal (Promega); 

 Kháng sinh ampicilline (Sigma); 

 Thạch nuôi vi khuẩn (Gibco); 

 Methylcellulose (Sigma); 

 Canh thang LB (Invitrogen); 

 Phức hợp phản ứng PCR (green master mix) (Promega); 

 Enzyme giới hạn SalI (Promega); 

 Bộ sinh phẩm phiên mã T7RiboMax (Promega); 

 Phenol : Chloroform : Isoamylalcohol 25 : 24 :1 (Fluka); 

 Chloroform : Isoamylalcohol  24 : 1 (Sigma); 

 Diethylpyrocarbonate (DEPC) (Sigma); 



45 
 

 Loading dye (Promega); 

 3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid (MOPS) (Sigma); 

 Đệm điện di TAEx10 và TBEx10 (Invitrogen); 

 Nước cất không có nuclease (Invitrogen); 

 Một số hóa chất cơ bản phòng thí nghiệm khác. 

2.2.3. Mồi và đầu dò 

Các cặp mồi và đầu dò đặc hiệu khuếch đại virus sởi, virus cúm, xác 

định phân típ cúm gia cầm A/H5N1 và A/H1N1pdm09, và các mồi chức năng 

(T7)... được tổng hợp bởi Integrated ADN Technologies (IDT) theo trình tự 

khuyến cáo của dự án SISEA, nhà sản xuất hoặc đã được thẩm định và công 

bố quốc tế (Bảng 2.1) [37],[121]. 

 Cặp mồi đặc hiệu sử dụng trong RT-PCR đa mồi phát hiện đoạn gen 7 

mã hóa protein M virus cúm mùa A (A/H3N2 và A/H1N1) và cúm B tương 

ứng là A1/A2 và B1/B2B. Cặp mồi đặc hiệu sử dụng trong PCR đơn mồi bán 

tổ khẳng định virus cúm mùa A và B là A1/MIA và B1/MIB3; 

 Cặp mồi và đầu dò phát hiện đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm 

gia cầm A/H5N1 bằng real-time RT-PCR là MP-39-67/MP-183-153/MP96-

75. Cặp mồi phát hiện đoạn gen 7 virus cúm gia cầm A/H5N1 bằng RT-PCR 

cổ điển là M+52/M-253; 

 Cặp mồi và đầu dò xác định phân típ H5 (đoạn gen 4 mã hóa protein 

HA) virus cúm gia cầm A/H5N1 bằng real-time là H5HA-205-227/H5HA-

326-303/H5HA-239-RVa/H5HA-239RVb. Cặp mồi xác định phân típ H5 

virus cúm gia cầm A/H5N1 bằng RT-PCR cổ điển là HA+/HA-; 

 Cặp mồi và đầu dò xác định phân típ NA (đoạn gen 6 mã hóa protein 

NA) virus cúm gia cầm A/H5N1 bằng real-time là N1-For-474-502/N1-Rev-

603-631/N1-501-525;  
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 Cặp mồi và đầu dò phát hiện đoạn gen 7 virus cúm A/H1N1pdm09 

bằng real-time RT-PCR và cổ điển (không sử dụng đầu dò) là GRAM-

7Fw/GRAM-161Rv/GRAM51P; 

 Cặp mồi và đầu dò xác định phân típ H1 (đoạn gen 4 mã hóa protein 

HA) virus cúm A/H1N1pdm09 bằng real-time là GRswH1-349/GRswH1-

601/GRswH1-538P; 

 Cặp mồi và đầu dò phát hiện gen N virus sởi là Ms1131-

1160F/Ms1213-1190R/Ms1136-1187P. 

 

Bảng 2.1. Mồi và đầu dò đặc hiệu khuếch đại sởi và cúm [121],[150].  

Tên mồi Trình tự Sản phẩm 

(bp) 

A1  GAG AGACTT GAA GAT GTC TTT GCT G 212 

A2 TCC TGTCAC CTC TGA CTA AGG GGA 

TTT TG 

MIA CTC TGA CTA AGG GGA TTT TG 130+/-212 

B1 GAA AAA TTA CAC TGT TGG TTC GGT G  365 

B2B AGC GTT CCT AGT TTT ACT TGC ATT 
GA 

MIB3 CAT GAA ARC TCA CAC ATC T  260+/-365 

GRAM/7Fw CTT CTA ACC GAG GTC GAA ACG TA   

154 GRAM/161Rv GGT GAC AGG ATT GGT CTT GTC TTT A 

GRAM51P TCA GGC CCC CTC AA GCC GAG 

GRswH1-349 GAG CTA AGA GAG CAA TTG A 252 

GRswH1-601 GTA GAT GGA TGG TGA ATG 

GRswH1-538P TTG CTG AGC TTT GGG TAT GA 

M+52 CTT CTA ACC GAG GTC GAA ACG 245 
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M-253 AGG GCA GAG GTC GAA ACG 

MP-39-67 CCM AGG TCG AAA CGT AYG TTC TCT 

CTA TC 

144 

MP-183-153 TGA CAG RAT YGG TCT TGT CTT TAG 

CCA YTC CA 

MP-96-75 ATY TCG GCT TTG AGG GGG CCT G 

Primer H5-1 GCC ATT CCA CAA CAT ACA CCC 358 

Primer H5-2 TAA ATT CTC TAT CCT CCT TTC CAA 

H5HA-205-227 CGA TCT AGA YGG GGT GAA RCC TC 126 

H5HA-326-303 CCT TCT CCA CTA TGT ANG ACC ATT C 

H5-Probe-239-RVa AGC CAY CCA GCT ACR CTA CA 

H5-Probe-239-RVa AGC CAT CCC GCA ACA CTA CA 

N1-For-474-502 TAY AAC TCA AGG TTT GAG TCT GTY 

GCT TG 

157 

N1-Rev-603-631 ATG TTR TTC CTC CAA CTC TTG ATR 

GTG TC 

N1-Probe-501-525 TCA GCR AGT GCY TGC CAT GAT GGC A 

Ms-1131-1160F TGG CAT CTG AAC TCG GTA TCA C 82 

Ms-1213-1190R TGT CCT CAG TAG TAT GCA TTG CAA 

Ms-1163-1187P CCG AGG ATG CAA GGC TTG TTT CAG A 

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG Sản phẩm 

đích +   

200  

M13R AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 

Ghi chú:  

M: aMino (A hoặc C);   N: aNy (A hoặc C hoặc G hoặc T/U); 

R: puRine (A hoặc G);   Y: pYrimidine (C hoặc T/U). 



48 
 

2.2.4. Tế bào 

 Dòng tế bào thường trực Vero (Eurobio, Cộng hòa Pháp): là tế bào thận 

khỉ xanh Châu Phi, phát triển trên môi trường MEM 3% huyết thanh bê bào 

thai (Fetal Calf Serum - FCS), ở điều kiện khí trường 5% CO2 và 37oC. Thời 

gian nhân đôi là 24 giờ, tách tế bào 3-4 ngày một lần theo tỷ lệ 1:5 và cần có 

enzyme trypsin 0,25%. Khi lấy tế bào từ điều kiện bảo quản âm sâu, tế bào 

được tách chuyển ổn định ít nhất 3 lần trước khi làm thử nghiệm. Nồng độ tế 

bào sử dụng cho thử nghiệm khi tách là 1,3x104 tế bào/ml; 

 Môi trường nuôi cấy tế bào (MEM được bổ sung kháng sinh, 

glutamine, FCS, trypsin, HEPES, NaHCO3, đỏ phenol). Môi trường MEM ở 

dạng bột, đóng gói theo từng lít, được pha trong nước cất 3 lần hoặc nước khử 

ion và hấp ướt trước 121oCx 30 phút trước khi thêm các thành phần bổ sung, 

nồng độ cuối cùng là MEMx1. Hóa chất NaHCO3 ở dạng bột, pha 7,5% (w/v) 

trong nước khử ion và hấp ướt 121oCx 30 phút, nồng độ cuối cùng là 0,26% 

(w/v). Đỏ phenol ở dạng bột, pha 5% (w/v) trong nước khử ion và hấp ướt ở 

121oCx 30 phút, nồng độ cuối cùng là 0,1% (w/v). Glutamin và HEPES ở 

dạng bột, được hòa tan trong nước cất 3 lần và lọc 0,22μm, nồng độ cuối cùng 

tương ứng là 0,02 và 0,1M. Huyết thanh bê bào thai, trypsin với nồng độ hoạt 

động 0,25%, được cấp giấy chứng nhận chất lượng (certified) và là sản phẩm 

thương mại, sẵn dùng. 

2.2.5. Phần mềm phân tích và nguồn thông tin 

 Phần mềm phân tích trình tự gen, vẽ cây di truyền, và so sánh từng cặp:  

Genetyx 7.0, Biodit, Mega 5.0; 

 Thông tin về vật liệu di truyền: Trang thông tin của Trung tâm Quốc 

gia về Thông tin Công nghệ sinh học (National Center for Biotechnology 
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Information - NCBI) Hoa Kỳ (http://www.ncbi.com) và trang thông tin mạng 

lưới cúm toàn cầu (http://www.flunet.int.com).  

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Sản xuất chứng dương ARN in vitro 

2.3.1.1. Phương pháp nghiên cứu  

 Nghiên cứu cơ bản phòng thí nghiệm. 

2.3.1.2. Cỡ mẫu nghiên cứu  

 Không áp dụng công thức tính cỡ mẫu. Mẫu nguồn là 1-2,5μl ARN cho 

mỗi loại được tách chiết từ chủng virus hoặc bệnh phẩm. 

2.3.1.3. Kỹ thuật  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ quá trình phiên mã (cổ điển và trực tiếp)  
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 Áp dụng 2 kỹ thuật i./ phiên mã cổ điển (virus cúm mùa A và cúm B 

(đoạn gen 7 mã hóa protein M) và cúm A/H5N1 (đoạn gen 7, 4, 6 mã hóa 

tương ứng protein M, HA, NA cho real-time RT-PCR và đoạn gen 7, 4 cho 

RT-PCR cổ điển) và ii./ phiên mã trực tiếp (gen N virus sởi và đoạn gen 7 

virus cúm A/H1N1pdm09).  

 Phiên mã là một quá trình gồm nhiều bước (Hình 2.1), sản phẩm của 

mỗi bước trung gian sẽ là khuôn mẫu cho bước tiếp theo và luôn phải đảm bảo 

tinh khiết, không có mặt nuclease. 

 Phiên mã cổ điển:  

Trước tiên, ARN được tách chiết bằng bộ sinh phẩm tách chiết ARN 

(Qiagen) theo đúng hướng dẫn của nhà sản xuất (trừ ARN virus cúm A/H5N1 

do Trung tâm cúm quốc gia cung cấp, sẵn dùng), có thể sử dụng ngay hoặc 

được bảo quản ở -80oC cho đến khi sử dụng. Sau đó, ARN được khuếch đại 

bằng RT-PCR với đoạn mồi đặc hiệu để có được sản phẩm đích ADN.  

Sản phẩm sau tinh sạch được nối với vec-tơ pGEM T Easy hoặc 

TOPO®pCR2.1 để tạo plasmid tái tổ hợp, rồi được đưa vào tế bào cảm biến 

E.coli (Invitrogen) với sự có mặt của kháng sinh ampicilline và X-gal. Khuẩn 

lạc chuyển nạp sẽ được kiểm tra qua đánh giá mầu sắc (trắng và xanh nhạt 

hay xanh đậm), bằng PCR cổ điển, giải trình tự gen với cả đoạn mồi đặc hiệu 

và mồi của vec-tơ để khẳng định chắc chắn sản phẩm đã được cài vào vec-tơ 

trước khi vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường canh thang LB và plasmid 

tái tổ hợp được tinh sạch.  

 

 

 

\ 
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Bảng 2.2.a. Pha hỗn dịch tạo dòng (TOPO®pCR2.1 - Invitrogen)[132]. 

Sinh phẩm Số lượng Ghi chú 

Sản phẩm PCR 0,5 - 4μl  

Dung dịch muối 1μl 1,2M NaCL và 0,06M MgCL2 

Nước cất vô trùng Vừa đủ 5μl  

Vec-tơ TOPO 1μl  

Tổng số  6μl  

 
Trộn nhẹ hỗn dịch và để 5 phút ở nhiệt độ phòng và đặt lên đá vảy.  

 

Bảng 2.2.b. Pha hỗn dịch tạo dòng (pGEM® T Easy – Promega) [133]. 

Sinh phẩm Số lượng Ghi chú 

Đệm x2 5μl  

Vec-tơ pGEM T Easy 1μl  

Sản phẩm PCR X*μl  

Enzyme T4 DNA ligase 1μl  

Nước cất vô trùng 10-(X+7) μl  

Tổng số  10μl  

 
Ghi chú: *: Tỷ lệ so với trọng lượng vec-tơ khoảng (1:3) đến (3:1). 

Trộn nhẹ hỗn dịch, ủ 1 giờ ở nhiệt độ phòng và đặt lên đá vảy.  
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Các bước của quy trình chuyển nạp: 

Bước 1: Thêm vào ống tế bào cảm biến (DH5α) 2μl sản phẩm tạo dòng 

và ủ trên đá vảy 5-30 phút; 

Bước 2: Sốc nhiệt ở 42oC trong 30 giây, sau đó thêm 250μl môi trường 

SOC (2% tryptone, 0,5% chiết xuất nấm men, 10mM NaCL, 2,5mM KCL, 

10mM MgCL2, 10mM MgSO4, và 20mM Glucose) rồi lắc 200 vòng/phút ở 

37oCx1 giờ; 

Bước 3: Trảng đều 10-50μl hỗn dịch chuyển nạp này lên đĩa thạch LB 

với nồng độ kháng sinh ampicilline 50-100μg/ml mà trước đó đã được trảng 

khô cơ chất X-Gal nồng độ 60μg/ml; 

Bước 4: Lật ngược hộp lồng và ủ ở 37oC qua đêm. Sau 24 giờ có thể gặt 

khuẩn lạc trắng và xanh nhạt. 

Sau khi đã có đủ một lượng plasmid tái tổ hợp, tiến hành tạo mạch 

thẳng plasmid bằng cắt enzyme giới hạn sử dụng SalI cho pGEM T Easy và 

HindIII cho TOPO®pCR2.1 để có một vị trí cắt duy nhất và đặc hiệu, gần vị 

trí sản phẩm và đầu cắt tận cùng nằm phía đối diện với trình tự phiên mã T7 

(Hình 2.2). Sau bước cắt plasmid tạo mạch thẳng, sản phẩm được tinh sạch 

trong điều kiện không có nuclease trước khi đưa vào làm khuôn mẫu cho thử 

nghiệm phiên mã in vitro.  
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Hình 2.2. Sơ đồ cơ chế phiên mã cổ điển. 

Phiên mã được thực hiện nhờ enzyme phiên mã T7 và luôn kèm theo 

chứng phiên mã của nhà sản xuất (pGEM). Sau phiên mã, dùng enzyme RQ1 

phá hủy hoàn toàn khuôn mẫu ADN và chỉ giữ lại ARN. Sau cùng, sản phẩm 

ARN được tinh sạch bằng hóa chất theo phương pháp phenol:chloroform. 

Mật độ quang học (Optical Density - OD), hệ số chuyển đổi Avogadro, kích 

thước sản phẩm đích và cấu trúc ARN sẽ là những thông số cơ sở để tính sản 

lượng và nồng độ sản phẩm ARN đích. Sản phẩm ARN mới được tổng hợp 

được pha loãng trong nước khử ion đã xử lý diethylpyrocarbonate (DEPC) và 

không có nuclease thành các hỗn dịch chứng ARN có nồng độ mong muốn 

trong một đơn vị thể tích phản ứng, được kiểm tra bằng RT-PCR có bước RT 

(RT +) và không có bước RT (RT-). 

 

 

 

Vị trí cắt RFLP 

Sản phẩm ADN  

T7 Promotor 

Vị trí cắt RFLP 

RQ1 

Sản phẩm ARN đích 
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Bảng 2.3. Pha hỗn dịch phiên mã [37]. 

Sinh phẩm Số lượng/phản ứng Chứng dương (pGEM) 

Đệm phiên mã T7x2 10μl 10μl 

ADN mạch thẳng 1μg 1-8μl 0μl 

Chứng dương pGEM 0μl 1μl 

Nước không có nuclease 0-7μl* 7μl 

Enzyme phiên mã  2μl 2μl 

Tổng số 20μl 20μl 

Ghi chú: *: Cho vừa đủ tổng thể tích phản ứng là 20µl. 

 Phiên mã trực tiếp:  

 Đoạn mồi cổ điển đặc hiệu được cải biên bằng cách cài thêm tương ứng 

ở đầu 5’ của mồi xuôi và mồi ngược một trình tự kích thích phiên mã T7 và 

poly T. Trước tiên, khuếch đại ARN nguồn bằng RT-PCR cổ điển với mồi cải 

biên. Sau khi kiểm tra sản phẩm với kích thước mong muốn là tổng kích 

thước của sản phẩm đích khi sử dụng mồi đặc hiệu và kích thước của 2 đoạn 

mồi xuôi và ngược thì khẳng định bằng giải trình tự gen (Hình 2.3). Sau cùng, 

tinh sạch sản phẩm ADN và tiến hành bước phiên mã in vitro mà không cần 

qua các bước tạo dòng và chuyển nạp vào E.coli. Phá hủy ADN khuôn mẫu 

và tính toán số bản sao ARN giống như phiên mã cổ điển.   

 

Hình 2.3. Sơ đồ cơ chế phiên mã trực tiếp. 

Phiên mã 

RNA 
T7 

Mồi PolyT 
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2.3.1.4. Phân tích và tính toán số liệu 

 Nồng độ ARN được tính toán dựa vào kích thước, OD, cấu trúc phân tử 

ARN (ARN sợi đơn) và hệ số chuyển đổi Avogadro. 

2.3.2. Xác định tỷ lệ nhiễm cúm 

2.3.2.1. Phương pháp nghiên cứu 

Quan sát mô tả cắt ngang sử dụng kỹ thuật RT-PCR đơn mồi, đa mồi 

và PCR bán tổ với biến số có tính chất định tính và là biến nhị phân (nhận giá 

trị dương tính hoặc âm tính). Các biến số sẽ được phân tích theo giới tính 

(nam, nữ), nhóm tuổi (<1 tuổi, 1-5 tuổi, 6-18 tuổi, 19-64 tuổi, và >64 tuổi), và 

thời gian (tháng, mùa, năm).  

2.3.2.2. Cỡ mẫu nghiên cứu 

Tính theo công thức tính cỡ mẫu cho nghiên cứu mô tả cắt ngang, sử 

dụng tỷ lệ mắc cúm trung bình toàn cầu không phải đại dịch (5 - 20%) [27]; 

 

Trong đó:  

n: cỡ mẫu nghiên cứu; 

Z = 1,96 với độ tin cậy 95%; 

p: tỷ lệ nhiễm ước lượng = 15%; 

q = 1-p; 

d: độ chính xác tuyệt đối của p = 1,5% = 0,015. 

 

2

2
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d
qpZ

n
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Thay vào công thức trên ta có: 

݊ =
1,96 × 0,15 × 0,85

(0,015)ଶ = 1110 

 

Số mẫu nghiên cứu tối thiểu là 1110 mẫu. Trên thực tế, 1273 bệnh 

phẩm đã được thu thập liên tục trong 2,5 năm cho đề tài nghiên cứu này. 

2.3.2.3. Kỹ thuật xét nghiệm 

 Lấy bệnh phẩm dịch mũi họng: Mỗi bệnh nhân SARI được lấy bệnh 

phẩm bằng 2 tăm bông sợi polyester vô trùng, một tăm bông lấy bệnh phẩm ở 

mũi, một tăm bông lấy bệnh phẩm ở hai bên niêm mạc miệng và thành sau 

họng. Đưa tăm bông vào lỗ mũi (cả hai lỗ mũi) theo chiều song song với vòm 

họng, giữ vài giây, sau đó rút nhẹ nhàng, vừa rút vừa xoay. Với bệnh phẩm 

họng, bệnh nhân há miệng, thầy thuốc dùng dụng cụ chuyên dụng đè lưỡi 

bệnh nhân, dùng tăm bông xát và xoay nhẹ nơi tổn thương 2 bên niêm mạc 

má và thành sau họng. Xác định chất lượng lấy bệnh phẩm bằng cách quan sát 

sẽ thấy có một ít bệnh phẩm dính vào tăm bông là được. Cho cả 2 tăm bông 

vào ống nhựa vô trùng đựng sẵn dung dịch môi trường bảo quản và vận 

chuyển virus và vận chuyển ở điều kiện 4oC về Trung tâm Y tế dự phòng Tỉnh 

Hải Dương cùng ngày để giữ lâu dài ở -80oC trước khi chuyển về Viện Vệ 

sinh Dịch tễ Trung ương để xử lý mẫu, tách chiết ARN và tiến hành phản ứng 

khuếch đại.  
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Hình 2.4. Sơ đồ xét nghiệm của dự án SISEA 

 
 Quá trình xử lý, tách chiết bệnh phẩm và xét nghiệm được thực hiện tại 

Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương (Hình 2.4). ARN được tách chiết từ 140 μl 

hỗn dịch bệnh phẩm bằng bộ sinh phẩm tách chiết ARN (Qiagen) theo đúng 

hướng dẫn của nhà sản xuất. Virus cúm mùa A (A/H3N2 và A/H1N1) và cúm 

B được phát hiện bằng khuếch đại ARN đoạn gen 7 mã hóa protein M bằng 

RT-PCR một bước, đa mồi (phát hiện đồng thời cúm A, hRSV, cúm B, và 

hMPV) sử dụng bộ sinh phẩm RT-PCR một bước (Qiagen) và các cặp mồi 

đặc hiệu (Bảng 2.1) theo đúng quy trình của Dự án SISEA - Viện Vệ sinh 

Dịch tễ Trung ương (Bảng 2.4). Chứng dương được pha thành một hỗn hợp 

2,5 µl chứa ARN của 4 virus gồm 104 bản sao ARN cho mỗi loại virus cúm 

mùa A, hRSV, hMPV và 105 bản sao cho virus cúm B. Chứng dương chính là 

mẫu nội kiểm cho mỗi phản ứng khuếch đại. Kích thước tương ứng của sản 

phẩm vòng một là 212, 278, 365, và 537bp. Chu kỳ nhiệt của RT-PCR cổ 

điển một bước là 50oC x 30 phút, 94oC x 3 phút, tiếp theo là 40 chu kỳ 94oC x 
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30 giây, 55oC x 30 giây, 72oC x 1 phút, sau cùng là 72oC x 10 phút và sản 

phẩm được giữ ở 10oC.  

Bảng 2.4. Pha hỗn dịch phản ứng RT-PCR đa mồi 

phát hiện cúm A, hRSV, cúm B, và hMPV. 

Thành phần  n = 1 (μl) n = ... (μl) Ống phản ứng Khuôn mẫu 

H2O 6,0  M1R1(-) 1 ...................... 

Buffer x 5 5,0  M1R1(-) 2 ...................... 

dNTP 1,0  M1R1 (+) ...................... 

Cane p1 (RSV) 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

Cane p2 (RSV) 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

A1 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

A2 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

B1 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

B2B 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

M1a (MPV) 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

M2 (MPV) 1,2  M1R1 ............. ARN .......... 

Enzyme mix 1,0  M1R1 ............. ARN .......... 

Khuôn mẫu 2,5  M1R1 ............. ARN .......... 

Tổng số 25,0  M1R1 ............. ARN .......... 
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Sản phẩm vòng một của cúm mùa A và cúm B được khẳng định bằng 

PCR bán tổ, đơn mồi (vòng 2) (Bảng 2.5). Kích thước sản phẩm đích vòng 2 

của virus cúm A là 130bp (±212bp) và của virus cúm B là 260bp (±365bp). 

Mỗi phản ứng đều kèm theo 2 chứng âm (nước cho vòng hai, và chứng âm 

của vòng một). Chu trình nhiệt của phản ứng bán tổ khẳng định cúm mùa A 

và cúm B gồm 94oC x 5 phút, tiếp theo là 40 chu kỳ 94oC x 10 giây, 55oC x 

30 giây, 72oC x 30 giây, sau cùng là 72oC x 10 phút, và sản phẩm được giữ ở 

10oC.  

Bảng 2.5. Khẳng định cúm mùa A và cúm B bằng PCR bán tổ. 

PCR bán tổ cúm mùa A PCR bán tổ cúm B 

Thành phần n=1 n=….. Thành phần n=1 n=….. 

Master mix x 2 12,5  Master mix x 2 12,5  

MIA3  1,0  B1  1,0  

A2 0,5  MIB3  0,5  

H2O 10,5  H2O 10,5  

Khuôn mẫu 0,5  Khuôn mẫu 0,5  

Tổng số 25,0  Tổng số 25,0  

 

Nghiên cứu này không xác định phân típ của virus cúm mùa A. Chỉ đọc 

kết quả khi trên thạch điện di có mặt thuốc nhuộm SYBR cho hình ảnh thang 

ADN chuẩn rõ nét, các chứng âm tính không có dải ADN nào, chứng dương 

tính có các dải ADN với kích thước như mong đợi. 
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 Cúm A/H1N1pdm09 và cúm gia cầm A/H5N1 (nếu nghi ngờ trên lâm 

sàng) được phát hiện bằng khuếch đại ARN đoạn gen 7 mã hóa protein M 

bằng real-time RT-PCR một bước, đơn mồi sử dụng bộ sinh phẩm RT-PCR 

(Invitrogen) và các cặp mồi, đầu dò đặc hiệu (Bảng 2.1). Sau khi có kết quả 

khuếch đại đoạn gen 7 dương tính, khẳng định phân típ HA và NA. Mỗi phản 

ứng có nồng độ ion Mg là 3mM, mồi và đầu dò đặc hiệu tương ứng là 0,8 μM 

và 0,2 μM, đều kèm theo 2 chứng âm tính (khuôn mẫu là nước cất và hỗn 

dịch phản ứng). Chu kỳ nhiệt của real-time khuếch đại cúm gia cầm A/H5N1 

và A/H1N1pdm09 (các đoạn gen) đều là 50oC x 15 phút, 95oC x 2 phút, tiếp 

theo là 50 chu kỳ gồm 95oC x 15 giây, 60oC x 40 giây. 

2.3.2.4. Phân tích kết quả 

 Kết quả được phân tích tại phòng thí nghiệm của dự án SISEA, nghiên 

cứu sinh thực hiện sản xuất chứng dương, chịu trách nhiệm và tham gia hầu 

hết các thử nghiệm khuếch đại phát hiện cúm, và phân tích kết quả. Tỷ lệ 

nhiễm cúm mùa A, cúm B, và cúm A/H1N1pdm09 được tính chung cho 2,5 

năm nghiên cứu và theo từng năm. Phân tích tỷ lệ nhiễm cúm theo giới tính, 

nhóm tuổi và tháng trong năm. Sự khác biệt của các biến rời rạc được tính 

bằng thuật toán Khi bình phương (χ2). Giá trị p<0,05 được coi là có ý nghĩa 

thống kê. 

2.3.2.5. Y đức 

Số liệu về tỷ lệ nhiễm cúm của đề tài nghiên cứu này là một phần của 

Dự án SISEA, đã được thông qua Hội đồng Y đức của Viện Vệ sinh Dịch tễ 

Trung ương. Bệnh nhân hoặc/và người nhà bệnh nhân được giải thích rõ ràng 

về mục đích nghiên cứu, được ký vào bản thỏa thuận tham gia nghiên cứu 

tình nguyện và không phải trả kinh phí xét nghiệm. Các trường hợp bệnh 

nhân không đưa vào nghiên cứu tuân theo các tiêu chí loại trừ của dự án 
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SISEA. Đề tài này có phân tích biến số giới tính nhưng chỉ với mục đích 

nghiên cứu dịch tễ học, không nhằm mục đích phân biệt giới. SISEA là dự án 

hợp tác quốc tế khoa học giữa Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương và FDA 

thông qua Viện Pasteur Paris, Cộng hòa Pháp và là dự án phi lợi nhuận. Giám 

đốc Dự án đồng ý cho Nghiên cứu sinh sử dụng và công bố số liệu trong đề 

tài nghiên cứu. Đề tài này không có xung đột về quyền lợi.  

2.3.3. Xây dựng phương pháp kiểm định vắc xin sởi  

2.3.3.1. Phương pháp nghiên cứu 

Nghiên cứu cơ bản phòng thí nghiệm với biến số của hiệu giá các loạt 

vắc xin có tính chất định lượng và là biến liên tục (nhận giá trị số PFU hoặc 

Log10 của PFU và số bản sao ARN hoặc Log10 của số bản sao ARN trong 

một đơn vị thể tích mẫu nghiên cứu (liều/0,5ml)).   

2.3.3.2. Cỡ mẫu nghiên cứu  

Phương pháp chọn mẫu tiện lợi và ngẫu nhiên với 10 loạt vắc xin sởi 

thành phẩm được sản xuất trong giai đoạn 2010-2013. Không áp dụng công 

thức tính cỡ mẫu. Trong tổng số 20 loạt vắc xin thành phẩm sản xuất 2010-

2013 hiện có của POLYVAC, một cán bộ không làm việc cho POLYVAC, 

không biết rõ mục đích nghiên cứu lựa chọn ngẫu nhiên 10 loạt cho nghiên 

cứu này. 

2.3.3.3. Kỹ thuật xét nghiệm  

 Xác định hiệu giá đơn vị tạo đám hoại tử: Hiệu giá gây nhiễm virus 

được xác định bằng phương pháp tạo đám hoại tử trên tế bào Vero ở các tấm 

nhựa 24 giếng. Cấy 200μl hỗn dịch virus đặc và pha loãng bậc 10 từ 10-1 đến 

10-4 lên tế bào Vero kín 95%, mỗi nồng độ cấy 2 giếng. Sau ủ 1 giờ ở 37oC x 

5% CO2 và láng đều dịch cấy 15 phút/lần, hút dịch cấy rồi rửa sạch tế bào 
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bằng MEM 0% FCS và thêm môi trường phủ là 1% methylcellulose với 3% 

FCS. Sau 9 ngày ủ ở cùng điều kiện như trên, cố định tế bào bằng 10% 

formaldehyde (38%) trong PBS 1/75M và nhuộm tế bào bằng dung dịch tím 

crystian 0,25% trong formaldehyde 38% và tính số đám hoại tử trung bình 

của mỗi nồng độ pha loãng virus. Đơn vị tính là số PFU/0,5ml vắc xin mẫu 

chuẩn hoặc vắc xin thành phẩm (Hình 2.5). Thử nghiệm này được làm 6 lần 

với mẫu chuẩn, hiệu giá được so với khoảng giới hạn công bố của nhà sản 

xuất (POLYVAC). 

Hi u giá PFU/0,5ml =  
Trung bình s  đám ho i t  x 5x đ  pha loãng

2
 

 

Hình 2.5. Sơ đồ thử nghiệm tạo đám hoại tử. 

 

 Xác định hiệu giá ARN bên trong tế bào bằng real-time RT-PCR 

TaqMan và tối ưu điều kiện phản ứng: Thử nghiệm thăm dò được tiến hành 

trên tế bào Vero nuôi cấy ở tấm nhựa 24 giếng tương tự như thử nghiệm tạo 

đám hoại tử (Hình 2.6). Dựa vào kết quả chuẩn độ virus, cấy vắc xin mẫu 

Đặc 10-… 10-4 
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chuẩn M-0107 do POPYVAC cung cấp ở các nồng độ đặc và pha loãng bậc 

10 từ 10-1 đến 10-4
 sau khi đã trả đông khô theo đúng quy định của nhà sản 

xuất (5,5ml nước cất/lọ 10 liều), mỗi nồng độ cấy 2 giếng, mỗi tấm nhựa đều 

có kèm 01 hàng chứng âm là tế bào không gây nhiễm virus. Chính xác sau khi 

cấy tại các thời điểm 24, 48, và 72 giờ, tách chiết ARN toàn phần trong tế bào 

bằng 3 phương pháp: i./ sử dụng trypsin tách tế bào như quy trình tách tế bào 

thông thường để làm bong rời tế bào khỏi bề mặt bám, sau đó rửa sạch tế bào 

bằng PBS 1/75M và ly tâm (2500 vòng/phút x 15 phút x 4oC) rồi trả lại 300μl 

PBS và tách chiết ARN sử dụng bộ sinh phẩm tách chiết ARN (Qiagen), sau 

cùng, định lượng ARN virus sởi bằng real-time RT-PCR một bước sử dụng 

các đoạn mồi và đầu dò đặc hiệu sởi là Ms1131-1160F/Ms1213-

1190R/Ms1136-1187P (Bảng 2.1); ii./ sử dụng dung dịch ly giải nhanh tế bào 

(TpLR) 300μl/giếng và ủ ở 37oC x 4 phút để ly giải toàn bộ tế bào, sau đó 

ARN được tách chiết bằng bộ sinh phẩm tách chiết ARN (Qiagen) và được 

định lượng bằng real-time RT-PCR như mục (i.) đã trình bày ở trên. iii./ chỉ ly 

giải tế bào bằng TpLR 300μl/giếng và ủ ở 37oC x 4 phút, hỗn dịch này được 

sử dụng trực tiếp làm khuôn mẫu của phản ứng real-time RT-PCR một bước 

như như mục (i.) đã trình bày ở trên. Sản phẩm ARN của cả 3 phương pháp 

tách chiết tại các thời điểm 24, 48, và 72 giờ được giữ ở -80oC, không làm 

đông-tan băng ARN quá 5 chu kỳ và được làm xét nghiệm đồng thời. Thành 

phần và điều kiện phản ứng giống với phản ứng real-time phát hiện cúm 

A/H5N1 hoặc A/H1N1pdm09 nhưng khác về cặp mồi và đầu dò đặc hiệu. Kết 

quả âm tính khi giá trị Ct xuất hiện sau chu kỳ 40, kết quả dương tính được 

định lượng trực tiếp nhờ gam chuẩn ngoài 101-106 bản sao/5µl khuôn mẫu: 

Hiệu giá RNA/0,5ml =  
Số bản sao RNA/5µlx15x 5x độ pha loãng

2  
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 So sánh sự khác biệt tuyệt đối và tương quan hiệu giá hai phương pháp 

qua hệ số tương quan từng cặp ở các thời điểm 24, 48, và 72 giờ để xác định 

điều kiện tối ưu của kỹ thuật về nồng độ pha loãng virus, thời gian và phương 

pháp tách chiết ARN.   

 Sau khi tối ưu độ pha loãng vắc xin khi gây nhiễm và thời gian gặt 

ARN, thử nghiệm được thích ứng từ tấm nhựa 24 giếng sang 96 giếng với 

lượng hóa chất, sinh phẩm và thể tích virus gây nhiễm (vắc xin mẫu chuẩn M-

0107) giảm còn ¼. 

 
 

Hình 2.6. Xây dựng phương pháp xác định công hiệu vắc xin sởi  

bằng real-time RT-PCR. 
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 Xác định công hiệu vắc xin sởi thành phẩm: Sau khi đã xác định mối 

tương quan hiệu giá của hai phương pháp và tối ưu hóa được độ pha loãng 

virus, thời gian gặt ARN, phương pháp gặt ARN thì tiến hành xác định hiệu 

giá 10 loạt vắc xin thành phẩm sản xuất tại POLYVAC bằng định lượng ARN 

virus sởi bên trong tế bào gây nhiễm bằng real-time RT-PCR TaqMan. Đồng 

thời, vẫn tiến hành xác định hiệu giá PFU để bước đầu thẩm định phương 

pháp. 

2.3.3.4. Phương pháp phân tích 

Độ tuyến tính của phương pháp sinh học được tính toán và vẽ hình 

bằng phần mềm BioAssist của WHO, hệ số tương quan (R) và công thức 

đường thẳng tuyến tính y=ax+b của real-time được tính toán tự động dựa vào 

phần mềm của hệ thống thiết bị Applied Biosystems 7500 FAST. Độ chính 

xác trong phản ứng xác định công hiệu dựa vào giá trị ngưỡng của phản ứng 

(Ct), kết quả định lượng dựa vào gam chuẩn ngoài 101-106 bản sao/5µl khuôn 

mẫu và chỉ nhận giá trị nguyên dương. So sánh trung bình từng cặp của biến 

liên tục sử dụng test t và giữa các cặp dựa vào phân tích INOVA một chiều. 

Giá trị p<0,05 được coi là có ý nghĩa thống kê. Các số liệu thống kê khác 

được tính toán dựa trên phần mềm Excel hoặc SPSS. 

2.3.3.5. Thẩm định phương pháp kiểm định công hiệu vắc xin sởi 

Phương pháp kiểm định công hiệu vắc xin sởi đơn, sống giảm độc lực 

sản xuất tại Việt Nam bằng định lượng ARN bên trong tế bào gây nhiễm sử 

dụng kỹ thuật real-time RT-PCR một bước được thẩm định theo hướng dẫn 

của WHO về thẩm định các phương pháp sinh học có tính chất định lượng 

bao gồm các tiêu chí i./ Độ đúng. ii./ Độ chính xác (bao gồm độ lặp lại trong 

cùng một lần làm phản ứng và độ lặp lại trung gian). iii./ Độ tương quan 

tuyến tính và Hệ số tương quan của hai phương pháp cũng như của gam 
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chuẩn ngoài (101-106). iv./ Giới hạn phát hiện và Giới hạn định lượng. v./ 

Tính đặc hiệu và Tính lựa chọn. vi./ Độ mạnh. Tiêu chí chấp nhận của 

phương pháp dựa theo khuyến cáo của Phòng thí nghiệm Kiểm định Quốc 

gia, Viện Sức khỏe Quốc gia (National Institute of Health - NIH), Bộ Y tế 

Thái Lan là độ đúng PFU so với khoảng giới hạn công hiệu công bố của nhà 

sản xuất (4,2-4,7 Log10/liều 0,5ml), độ chính xác phải nằm trong khoảng giới 

hạn 3 độ lệch chuẩn (±3SD), tuân theo Dược điển Châu Âu (không khác biệt 

quá ±0,3Log10) và khuyến cáo của NIH Thái Lan (không khác biệt quá 

±0,5Log10), hệ số biến thiên (Coefficient of Variation - CV) phải dưới 10% 

(áp dụng tiêu chí của thử nghiệm enzyme). Hệ số tương quan (R) của phản 

ứng real-time phải >0,97. Giới hạn định lượng phải nằm trong khoảng tuyến 

tính của gam chuẩn ngoài, độ mạnh phải có CV <10%, kết quả tương quan 

của hai phương pháp xác định công hiệu bằng PFU và định lượng ARN dựa 

theo thang phân loại 4 mức độ tương quan (0-0,25 là không tương quan; 0,26-

0,5 là tương quan lỏng lẻo; 0,51-0,75 là có tương quan; và 0,76-1,0 là tương 

quan chặt chẽ). Giá trị trong khoảng [0;1] là tương quan thuận và [-1;0] là 

tương quan nghịch. 
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CHƯƠNG 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 

3.1. Sản xuất chứng dương ARN  

3.1.1. Tạo khuôn mẫu cho phương pháp phiên mã cổ điển 

3.1.1.1. Khuếch đại ARN 

 
 

Hình 3.1. Khuếch đại các đoạn gen cho phản ứng tạo dòng. 

Giếng 1, 16: thang ADN chuẩn 100bp (Promega)   

Giếng 2,4,6,8,10,12,14: Chứng âm 

Giếng 3: đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm mùa A (212bp) 

Giếng 5: đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm mùa B (365bp) 

Giếng 7: đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm gia cầm A/H5N1 (245bp) 

Giếng 9: đoạn gen 4 mã hóa protein HA virus cúm gia cầm A/H5N1 (361bp) 

Giếng 11: đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm gia cầm A/H5N1 (144bp) 

Giếng 13: đoạn gen 4 mã hóa protein HA virus cúm gia cầm A/H5N1 (140bp) 

Giếng 15: đoạn gen 6 mã hóa protein NA virus cúm gia cầm A/H5N1 (157bp) 

 

 1     2      3     4      5      6      7     8     9     10   11   12   13     14    15   16   
          Áp dụng cho RT-PCR cổ điển    Áp dụng cho PCR  real-time  

 

100bp  

300bp  
500bp  
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ARN các mẫu dương tính với các tác nhân nghiên cứu là virus cúm 

mùa A, cúm B, virus cúm gia cầm A/H5N1 được khuếch đại để có sản phẩm 

ADN làm khuôn mẫu cho tạo dòng. Cụ thể, đoạn gen 7 mã hóa protein M 

virus cúm mùa A, virus cúm B, các đoạn gen 7, 4, 6 mã hóa tương ứng các 

protein M, HA, NA của virus cúm gia cầm A/H5N1 (áp dụng cho RT-PCR cổ 

điển và real-time) đã được khuếch đại (Hình 3.1). 

Sản phẩm ADN được chèn vào vec-tơ pGEM T Easy nhờ enzyme nối 

T4 ADN ligase để tạo plasmid tái tổ hợp hoặc được chèn trực tiếp vào vec-tơ 

TOPO®pCR2.1 mà không cần bước nối sản phẩm vào vec-tơ. Plasmid tái tổ 

hợp được chuyển nạp vào E. coli. 

3.1.1.2. Kiểm tra chuyển nạp qua mầu sắc khuẩn lạc 

Kết quả chuyển nạp trước tiên được đánh giá sơ bộ qua mầu sắc khuẩn 

lạc. Hầu hết trong số hàng trăm khuẩn lạc thu được từ hộp lồng 9 cm sau 24 

giờ đều có mầu trắng hoặc xanh nhạt, chỉ một vài khuẩn lạc có mầu xanh đậm 

(Hình 3.2). Đôi khi, có những trường hợp chuyển nạp không có khuẩn lạc nào 

mầu xanh đậm. Kết quả thu được của đề tài này là 7 plasmid tái tổ hợp chứa 

các đoạn gen đích. Cụ thể, plasmid chứa đoạn gen 7 virus cúm mùa A, cúm 

mùa B, các đoạn gen 7, 4 virus cúm gia cầm A/H5N1 dùng cho phản ứng 

khuếch đại cổ điển và các đoạn gen 7, 4, 6 virus cúm gia cầm A/H5N1 dùng 

cho phản ứng real-time. Các chủng vi khuẩn sau đó được nuôi cấy ở môi 

trường canh thang LB với nồng độ ampicilline 100μg/ml và được giữ ở -80oC 

tại phòng thí nghiệm trong môi trường LB có glycerol 50% theo khuyến cáo 

của nhà sản xuất. 
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Hình 3.2. Chuyển nạp đoạn gen 7 virus cúm mùa A.  

(cơ chất X-gal, vec-tơ pGEM T Easy) 

3.1.1.3. Kiểm tra chuyển nạp bằng PCR 

Khoảng 10% số khuẩn lạc trắng và xanh nhạt sẽ được gặt để kiểm tra 

bằng PCR với cặp mồi đặc hiệu và cặp mồi của vec-tơ (T7/M13R). Hình 3.3 

là kết quả khuếch đại plasmid tái tổ hợp chứa đoạn gen 7 mã hóa protein M 

Khuẩn lạc xanh đậm: Tự đóng vòng 
Khuẩn lạc trắng: Chuyển nạp thành công 
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virus cúm mùa A sử dụng mồi đặc hiệu A1/A2 và mồi T7/M13R với sản 

phẩm tương ứng khoảng 210bp và 410bp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.3. Kiểm tra chuyển nạp đoạn gen 7 virus cúm mùa A bằng PCR. 

Giếng 1: Thang ADN 100bp (Promega) 

Giếng 2: Chứng âm mồi đặc hiệu 

Giếng 3-9: Khuếch đại với mồi đặc hiệu (cúm mùa A), sản phẩm 212bp 

Giếng 10: Chứng âm mồi T7/M13R 

Giếng 11-17: Khuếch đại với mồi vec-tơ (cúm mùa A), sản phẩm 412bp 

3.1.1.4. Kiểm tra chuyển nạp bằng giải trình tự gen 

Kết quả chuyển nạp được khẳng định bằng giải trình tự gen với mồi 

đặc hiệu và mồi của vec-tơ cho tất cả các sản phẩm. Hình 3.4 là kết quả giải 

trình tự gen đoạn gen 4 mã hóa protein HA của virus cúm gia cầm A/H5N1 

với mồi T7 và M13R. 

 
 
 
 

1    2    3    4   5    6    7    8   9   10   11  12  13 14  15 16  17  

400bp 
200bp 
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a. 

 

b. 
Hình 3.4.Kiểm tra chuyển nạp bằng giải trình tự gen.  

(Đoạn gen 4 mã hóa protein HA của virus cúm gia cầm A/H5N1 
a. Dạng tập tin giải trình tự (megafile). b. Dạng trình tự ghép 2 chiều). 

BioEdit v ers ion 7.1.9 (12/17/2012)
A C CA GG C TC

10
CCCG GG C CG C

20
CAT G G C G G C C

30
G CG G G A T T C G

40
AT T G C CA T T C

50
CACA A C A T A C

60
A C C C T C T C AC

70
CA T CG G G G A A

80
T G C C C CA A AT

90
AT G T G A A AT C

100
AA A C A A AT T A

110
G T T C T T G C G A

120

AG A A A
150
G G AG A AG AA A

160
A AG AG G AC T A

170
T T T G G AG C T A

180
T AG C AG G T TT

190
T AT A G AG G GC

200
G G ATG G C AG G

210
G A AT G G C A G A

220
TG G T TG G T AT

230
G GG T T T CAC C

240
A T A G TA AT G A

250
G C AG GG G AG T

260
G G G T ACG C TG

270

AT AG
300
AT G G AG T C AC

310
CA A T A A G GT C

320
A A C T CA A T CA

330
T TG A CA A AA T

340
G A AC A C T C AG

350
T T TG AG G C C G

360
T T GG AAG G G A

370
AT T T AA T A AC

380
T T G G A AAG G A

390
GG AT AG A G A A

400
T T T AA T C A C T

410
A G T G A A T T C G

420
C G

AG A
450
G C T C CC A A C G

460
C G T TG G AT G C

470
A T A G C T TG A G

480
T AT T C T AT AG

490
T G T C A C C T A A

500
A T AG C T T G GC

510
G T A A T C AT G G

520
T C AT AGC TTG

530
T T T C C T G AG A

540
A AA A TTG T T A

550
T CC G C T C ACA

560
A T T CCC A CA C

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 1 TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGC 60
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 1 ------------------------------------------------GGCCGCCATGGC 12

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 61 GGCCGCGGGAATTCGATTGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCC 120
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 13 GGCCGCGGGAATTCGATTGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCC 72

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 121 CAAATATGTGAAATCAAACAAATTAGTTCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGTCCTCTAAG 180
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 73 CAAATATGTGAAATCAAACAAATTAGTTCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGTCCTCTAAG 132

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 181 AGAAAGGAGAAGAAAAAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGCGGATG 240
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 133 AGAAAGGAGAAGAAAAAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGCGGATG 192

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 241 GCAGGGAATGGCAGATGGTTGGTATGGGTTTCACCATAGTAATGAGCAGGGGAGTGGGTA 300
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 193 GCAGGGAATGGCAGATGGTTGGTATGGGTTTCACCATAGTAATGAGCAGGGGAGTGGGTA 252

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 301 CGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTC 360
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 253 CGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTC 312

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 361 AATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTGGA 420
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 313 AATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTGGA 372

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 421 AAGGAGGATAGAGAATTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATG 480
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 373 AAGGAGGATAGAGAATTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATG 432

H5N1. H5-1 H5-2. M13R.gnu 481 GGAGAGCT------------------------------------------------- 488
H5N1. H5-1 H5-2. T7.gnu 433 GGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT 489

T7 Vec-tơ 

H5N1 
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3.1.1.5. So sánh trình tự ở Ngân hàng gen thế giới (GenBank) 

 
Hình 3.5. Hình ảnh Blast với ngân hàng gen của virus cúm mùa A. 

Mỗi vạch đỏ là một trình tự, mức độ tương đồng giảm dần từ trên xuống. 

 

 
 

Hình 3.6. Sơ đồ vị trí khuếch đại virus cúm mùa A (H3N2 và H1N1). 

 Dựa theo sơ đồ của J.C. Donofrio và cộng sự, Italia [150]. 

0 1027 101 312 

5’ 3’ 

3’ 5’ 

A1 

A2 
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Sau khi có kết quả giải trình tự gen, các trình tự này được so sánh với 

các trình tự chuẩn của NCBI (Blast) qua trang mạng http://www.ncbi.com để 

có được chủng gần nhất của loài virus đó. Hình 3.5 và Hình 3.6 là kết quả so 

sánh trình tự gen virus cúm A/H3N2 tại trang thông tin này, chủng gần nhất 

có số đăng nhập CY112354 và vị trí khuếch đại là 101-312.  

Kết quả Blast của tất cả các đoạn gen của sởi và cúm trong nghiên cứu 

này được trình bày chi tiết ở Bảng 3.1.  

Bảng  3.1. Chiều dài các đoạn gen đích và ngưỡng phát hiện thấp. 

Virus Chiều dài (bp) 

và gen đích 

Vị trí        

khuếch đại 

Virus cúm mùa A (M) 212/Seg7 (M) 101-312 

Virus cúm mùa B (M) 365/Seg7 (M) 100-464 

A/H5N1 (M) cổ điển 245/Seg7 (M) 31-276 

A/H5N1 (HA) cổ điển 361/Seg4 (HA) 943-1303 

A/H5N1 (M) real-time 144/Seg7 (M) 39-183 

A/H5N1(HA) real-time 140/Seg4 (HA) 205-326 

A/H5N1 (NA) real-time 157/Seg6 (NA) 474-631 

A/H1N1pdm09(M) real-time, cổ điển 154/Seg7 (M) 7-161 

Virus sởi (N) real-time 74 (N) 1131-1213 

Ghi chú: Seg: đoạn gen ARN 

3.1.1.6. Tạo plasmid mạch thẳng 

Sau khi nuôi cấy qua đêm ở môi trường canh thang LB với nồng độ 

kháng sinh ampicillin 100μg/ml, tiến hành tách chiết plasmid tái tổ hợp và tạo 
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mạch thẳng bằng cắt enzyme giới hạn đặc hiệu (SalI cho pGEM T Easy và 

HindIII cho TOPO®pCR2.1) theo đúng hướng dẫn của nhà sản xuất. Hình 3.7 

là kết quả tạo mạch thẳng từ plasmid tái tổ hợp virus cúm A/H3N2 có kích 

thước khoảng 3200bp.  

 
 

Hình 3.7. Tạo plasmid mạch thẳng chứa đoạn gen 7 virus cúm mùa A.  

(Vec-tơ pGEM T Easy, enzyme SalI, và thạch 0,8%) 

Giếng 1: Thang ADN chuẩn 1Kb (Promega) 

Giếng 2: Trống 

Giếng 3: Plasmid dạng vòng 

Giếng 4: Plasmid mạch thẳng sau cắt enzyme giới hạn 

3.1.2. Tạo khuôn mẫu cho phương pháp phiên mã trực tiếp 

Khác với phiên mã cổ điển, phương pháp phiên mã trực tiếp không qua 

bước tạo dòng để tạo plasmid tái tổ hợp mà chỉ khuếch đại ARN nguồn với 

cặp mồi cải biên. Hình 3.8 là kết quả khuếch đại với mồi cải biên virus cúm 

A/H1N1pdm09 và kích thước sản phẩm khoảng 200bp. 

Plasmid Plasmid sau tạo mạch thẳng 

  1   2   3                         4 
3000bp 



75 
 

 

Hình 3.8. Khuếch đại với mồi cải biên đoạn gen 7 virus cúm A/H1N1pdm09.  

Giếng 1: Thang ADN chuẩn 100bb (Promega) 

Giếng 2: Trống 

Giếng 3: DNA H1N1 cúm A/H1N1 (2009) khuếch đại bằng cặp mồi đặc hiệu 

cài trình tự T7 và Poly T 

3.1.3. Phiên mã 

3.1.3.1. Kiểm tra chất lượng phản ứng phiên mã 

Mỗi phản ứng phiên mã đều phải có chứng kèm theo (pGEM) do nhà 

sản xuất cung cấp. Hình 3.9 là kết quả điện di chứng của phản ứng phiên mã 

với 2 dải ARN khoảng 1,1Kbp và 2,3Kbp. 

 

  1     2                                3 

100bp 
200bp 
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Hình 3.9. Chứng dương phiên mã (2 dải ARN 1,1Kbp và 2,3Kbp). 

Giếng 1: Thang ARN chuẩn 0,1-2,0Kbp (Invitrogen) 

Giếng 2: Thang ADN chuẩn 1Kbp (Promega) 

Giếng 3: Trống 

Giếng 4: Chứng dương phiên mã 

3.1.3.2. Kiểm tra độ tinh khiết của ARN 

Hình 3.10 là kết quả quả kiểm tra độ tinh khiết của ARN sau phá hủy 

ADN khuôn mẫu của virus cúm mùa A, hRSV, cúm B, hMPV. Hình 3.10.a là 

kết quả khuếch đại ARN mới được tổng hợp và có bước phiên mã ngược 

(RT+) sử dụng các cặp mồi đặc hiệu, Hình 3.10.b là kết quả khuếch đại ARN 

mới được tổng hợp nhưng không có bước RT (RT-), Hình 3.10.c là kết quả 

khuếch đại không có bước RT nhưng sử dụng khuôn mẫu là plasmid. 

 
 

Chứng dương pGEM  

    1         2          3         4 

2000bp 

1000bp 
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Hình 3.10. Kiểm tra độ tinh sạch ARN (a-c). RT-PCR đa mồi  
a. Chứng dương sau phiên mã: PCR, RT+ 

Giếng 1: Thang ADN 100bp (Promega)  

Giếng 2: Chứng âm   Giếng 3: Trống 

Giếng 4,5,6,7: Tương ứng cúm mùa A, hRSV, cúm B, hMPV  

Giếng 8: Hỗn hợp ARN của cúm mùa A, hRSV, cúm B, hMPV 

b. Chứng dương sau phiên mã: PCR, RT- 

Giếng 1: Chứng âm 

Giếng 2,3,4,5: Tương ứng cúm mùa A, hRSV, cúm B, hMPV  

c. Plasmid: PCR, RT- 

Giếng 6,7,8,9: Tương ứng cúm mùa A, hRSV, cúm B, hMPV           

Giếng 10: Thang ADN 1Kb (Promega). 

3.1.3.3. Đo mật độ quang học của hỗn dịch ARN 

Sau khi có được sản phẩm ARN tinh khiết, tiến hành đo OD các mẫu 

để tính nồng độ ARN trong một đơn vị thể tích (1μl). Hình 3.11 cho thấy 

nồng độ ARN đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm A/H1N1pdm09 là 

RT-PCR (RT +) 
Khuôn mẫu: ARN 

RT-PCR (RT -) 
Khuôn mẫu: ARN 

RT-PCR (RT -) 
Khuôn mẫu: Plasmid 

a.         b.               c. 

1    2   3    4    5   6      7   8  1      2      3     4    5    6      7     8     9    10 

500bp 

300bp 

100bp 
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1774ng/μl. Bảng 3.2 trình bày nồng độ ARN thu được sau phiên mã của 9 

gam ARN chuẩn của đề tài nghiên cứu này. 

 

 

Hình 3.11. Đo nồng độ ARN virus cúm A/H1N1pdm09. 

 

3.1.3.4. Tính sản lượng và nồng độ ARN 

Sau khi đo nồng độ ARN, tính sản lượng cho từng mẫu chứng dựa vào 

kích thước của sản phẩm đích, bản chất cấu trúc ARN đích và hệ số chuyển 

đổi Avogadro (6,022x10-23).  

 

 

 

 

 

 

H1N1pdm09  

M pha 1/1 
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Bảng 3.2. Sản lượng phiên mã. 

Virus Chiều dài 
(bp) 

Nồng độ 
(ng/μl) 

Sản lượng 
(bản sao) 

Độ nhạy  
(bản sao) 

Virus cúm mùa A (M) cổ điển 212 50,16 5,8 x 1012  104* 

Virus cúm B (M) ) cổ điển 364 54,00 4,15 x 1012  105* 

H5N1 (M) cổ điển 245 36,12 1,59 x 1011 101 

H5N1 (HA) cổ điển 361 22,57 1,1 x 1014 101 

H5N1 (M) real-time 144 33,07 4,0 x 1014  101 

H5N1 (HA) real-time 140 24,61 1,1 x 1014  101 

H5N1 (NA) real-time 157 21,58 2,4 x 1014  101 

H1N1pdm09 (M) real-time 154 3548,00 3,08 x 1016  101 

Virus sởi (N) real-time 74 978,16 1,2 x 1019 101 

Ghi chú: 

*: Áp dụng cho phản ứng RT-PCR đa mồi. 

Tùy thuộc vào số bản sao ARN trong một đơn vị thể tích nhất định và 

tùy thuộc vào từng thể tích khuôn mẫu được sử dụng cho mỗi phản ứng RT-

PCR mà pha loãng dung dịch để có số bản sao được sử dụng làm khuôn mẫu 

cho mỗi phản ứng là 101-106/đơn vị thể tích. Bảng 3.2 là sản lượng phiên mã 

của 9 gam ARN chuẩn và độ nhạy phát hiện. Độ nhạy được xác định qua ít 

nhất 5 lần làm thử nghiệm theo đúng quy trình và đều cho kết quả như nhau. 

Ngoài ra, độ nhạy còn có thể được kiểm tra bằng real-time RT-PCR (Hình 

3.13). 
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Hình 3.12. Hỗn dịch chứng dương virus cúm mùa A (104) và cúm B (105). 

Giếng 1: Thang ADN chuẩn 100bp (Promega) 

Giếng 2: Chứng âm tính 

Giếng 3: Chứng dương tính cúm mùa A và cúm B 

 

Hình 3.13. Chuẩn độ chứng dương ARN gen N virus sởi 101-1012 bản sao/5µl. 

Ghi chú:  Trục tung: ∆Rn;   Trục hoành: chu kỳ khuếch đại. 

  1          2           3 

400bp 

200bp 

100bp 
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Sau sản xuất, gam chuẩn được tinh sạch và giữ ở -80oC ở các ống ly 

tâm 50ml (gốc) và 1,8ml, có nắp xoáy và không có nuclease. Chứng dương 

hoạt động được pha loãng hàng loạt ở các ống Eppendorf và giữ ở -30oC, 

được đánh giá tính ổn định trong suốt thời gian nghiên cứu tại phòng thí 

nghiệm (03/2011 - 04/2014 với 41 lần xét nghiệm phức hợp ARN 104 bản sao 

cho mỗi virus cúm mùa A, hRSV, hMPV và 105 bản sao cho virus cúm B; 18 

lần xét nghiệm cho mỗi gam chuẩn của thử nghiệm real-time phát hiện cúm) 

và tại khoa virus, Viện Pasteur Nha Trang (năm 2012 với 18 lần xét nghiệm 

phức hợp ARN 104 bản sao cho mỗi virus cúm mùa A, hRSV, hMPV và 105 

bản sao cho virus cúm B) (số liệu cụ thể không được chỉ ra trong đề tài 

nghiên cứu này). Chứng dương sau đó được sử dụng làm i./ mẫu nội kiểm ở 

dạng phức hợp ARN của 4 tác nhân là virus cúm mùa A, virus cúm B, hRSV 

và hMPV cho mục tiêu 2; ii./ gam chuẩn ngoài sởi 101-106 bản sao/5µl thể 

tích khuôn mẫu để định lượng cho mục tiêu 3 của đề tài. 

3.2. Xác định tỷ lệ nhiễm cúm bằng RT-PCR 

3.2.1. Đặc điểm đối tượng nghiên cứu 

Trong nghiên cứu này, 336; 452; và 485 mẫu bệnh phẩm là tăm bông 

ngoáy mũi và họng của bệnh nhân SARI đã được thu thập liên tục theo đúng 

định nghĩa ca bệnh từ 1/2009 đến hết 6/2011 (tổng số 1273 mẫu). Tỷ lệ 

nam/nữ = 1,3; tuổi dao động từ 2 tháng đến 84 tuổi, trung vị là 2 tuổi và trẻ 

<5 tuổi chiếm 63,3%.  

3.2.2. Đặc điểm trường hợp tử vong do cúm 

Trong tổng số 1273 bệnh nhân SARI, có một trường hợp nam, 70 tuổi 

tử vong năm 2011 (chiếm 0,08% các trường hợp dương tính) và chẩn đoán 

lâm sàng là nhiễm cúm nhưng không xác định là cúm A/H1N1pdm09 hay 

cúm gia cầm A/H5N1. Bệnh phẩm của trường hợp này đã được xét nghiệm 
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đồng thời để phát hiện gen M và HA virus cúm A/H1N1pdm09 và cúm gia 

cầm A/H5N1. Kết quả dương tính với cúm A/H1N1pdm09. Ca bệnh tử vong 

không đồng nhiễm với 18 tác nhân virus khác và kết quả khuếch đại gen nội 

chuẩn (house keeping gene) dương tính. 

3.2.3. Ứng dụng chứng dương trong xác định tỷ lệ nhiễm cúm 

Các chứng dương, trong đó có chứng dương của nghiên cứu này được 

sử dụng làm mẫu nội kiểm cho các thử nghiệm RT-PCR đa mồi phát hiện 

ARN của 18 tác nhân virus gây bệnh đường hô hấp của dự án SISEA qua 5 

phản ứng: phản ứng 1 phát hiện virus cúm mùa A (A/H3N2 và A/H1N1), 

hRSV, cúm B, và hMPV; phản ứng 2 phát hiện 4 parainfluenza (hPIV 1-4); 

phản ứng 3 phát hiện các virus rhino (HRV), cúm C và SARS; phản ứng 4 

phát hiện các virus corona (hCoV) gồm các chủng OC43, 229E, HKU1, và 

NL63; và phản ứng 5 phát hiện virus adeno (hAdV) và virus boca (hBoV). 

Ngoài ra các phản ứng RT-PCR đơn mồi phát hiện virus cúm 

A/H1N1pdm09). Trong số 1273 mẫu bệnh phẩm, có 818 mẫu dương tính với 

bất cứ loại virus nào trong số này và chiếm 64,3%. Nghiên cứu này chỉ đề cập 

đến số liệu của cúm (nhưng không bao gồm chi tiết số liệu cúm C). 

Tỷ lệ nhiễm cúm chung và nhiễm cúm từng năm được trình bày ở Bảng 

3.3. Tỷ lệ dương tính trung bình của virus cúm mùa A (A/H3N2, A/H1N1), 

cúm B, và cúm A/H1N1pdm09 tương ứng là 1,9%; 6,4%; và 10,4% trong 

suốt 2,5 năm nghiên cứu. Nghiên cứu này có tỷ lệ dương tính với cúm C là 

0,5%, không phát hiện được trường hợp nào dương tính với cúm gia cầm 

A/H5N1 (Hình 3.14). 
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Bảng 3.3. Tỷ lệ nhiễm cúm ở bệnh nhân SARI tại Hải Dương, 2009-2011 

Tác nhân 2009 2010 2011 2009-2011 

Cúm mùa A 14 (4,2%) 2 (0,4%) 8 (1,6%) 24 (1,9%) 

Cúm B 23 (6,8%) 30 (6,6%) 28 (5,8%) 81 (6,4%) 

A/H1N1pdm09 81 (24,1%) 1 (0,2%) 51 (10,5%) 133 (10,4%) 

Virus khác 6 mẫu (0,5%) là virus cúm C 580 (45,6%) 

Âm tính    455 (35,7%) 

Tổng số 336 452 485 1273 (100%) 

 
Hình 3.14. Tỷ lệ dương tính với virus cúm ở bệnh nhân SARI tại Hải Dương. 

Trong số 818 mẫu dương tính với virus nói chung, có 244 mẫu dương 

tính với virus cúm (cúm mùa A, cúm B, cúm C, cúm A/H1N1pdm09), chiếm 

29,8% (Hình 3.15). 
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Hình 3.15. Tỷ lệ nhiễm cúm trong tổng số các ca SARI dương tính với virus. 

 

3.2.4. Tỷ lệ đồng nhiễm cúm và các virus khác 

Bảng 3.4. Tỷ lệ đồng nhiễm của cúm. 

1 tác nhân 2 tác nhân 

Số lượng % Số lượng % 

2 8,3 3 12,5 

16 18,5 5 6,2 

7 5,3 0 0 

25 10,5 8 3,4 

 

Trong tổng số 238 mẫu dương tính với cúm (không tính 6 mẫu dương 

tính với virus cúm C), có 33 ca cúm đồng nhiễm, trong đó 25 ca đồng nhiễm 

với 1 tác nhân virus khác (10,5%), cụ thể đồng nhiễm cúm A là 8,3%, cúm B 

2.9 9.9

16.3

70.2

0.0

0.7
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là 19,8%, cúm A/H1N1pdm09 là 5,3%. Đồng nhiễm 2 tác nhân virus trong 

nghiên cứu này có 8 ca (3,4%), trong đó cúm mùa A chiếm 12,5%, cúm B là 

6,2% và không có trường hợp cúm A/H1N1pdm09 nào đồng nhiễm 2 tác 

nhân virus. Tỷ lệ đồng nhiễm virus được trình bày ở Bảng 3.4. và Hình 3.16. 

 

Hình 3.16. Đồng nhiễm cúm với các virus khác. 

 

Ba mươi ba (33) mẫu virus cúm đồng nhiễm với 13 trong số 18 virus 

gây bệnh đường hô hấp được nghiên cứu trong khuôn khổ dự án SISEA. Loại 

virus và số lượng mẫu đồng nhiễm được trình bày ở Bảng 3.5. 
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Bảng 3.5. Các loại virus và số lượng đồng nhiễm với virus cúm (N= 33). 

Đồng nhiễm Cúm mùa A Cúm B A/H1N1pdm09 

Cúm mùa A  3   

Cúm B 3    

A/H1N1pdm09   1  

Cúm C     1 

hRSV   1   

hMPV   4 2 

hPIV-3 2 1   

hPIV-4   1   

HRV 2 11 3 

hCoV OC43     1 

hCoV 229E   1   

hAdV 1 1   

hBoV 1 2   

 

3.2.5. Phân bố nhiễm cúm theo giới tính, nhóm tuổi và thời gian 

Tỷ lệ nhiễm cúm theo giới tính là 54,6% với nam và 45,4% với nữ, hay 

nam/nữ = 1,2 lần. Phân tích cụ thể theo từng loại cúm, tỷ lệ nam/nữ nhiễm 

cúm mùa A, cúm B, và cúm A/H1N1pdm09 lần lượt là 2,4; 1,5; và 1,1%. 

Bảng 3.6 và Hình 3.17 mô tả tỷ lệ nhiễm cúm theo giới tính. 
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Bảng 3.6. Phân bố cúm theo giới tính ở bệnh nhân SARI. 

Loại virus 

Nam Nữ Tổng số 

Số 

mẫu % 

Số 

mẫu % 

Số 

mẫu % 

Cúm mùa A 17 70,8 7 29,2 24 100,0 

Cúm B 48 59,3 33 40,7 81 100,0 

Cúm A/H1N1pdm09 65 48,9 68 51,1 133 100,0 

Tổng 130 54,6 108 45,4 238 100,0 

 

Hình 3.17. Phân bố cúm theo giới tính ở bệnh nhân SARI. 
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Bảng 3.7. Phân bố cúm theo nhóm tuổi ở bệnh nhân SARI (N=1273). 

Nhóm tuổi 
< 1 

tuổi 

1-5 

tuổi 

6-18 

tuổi 

19-64 

tuổi 

> 64 

tuổi 

Không có 

thông tin 

Tổng 

số 

Cúm mùa A (1) 5 11 3 3 2 0 24 

Cúm B (2) 9 44 21 5 1 1 81 

Tổng cúm (1+2) 14 55 24 8 3 1 105 

A/H1N1pdm09 (3) 18 32 62 27 3 1 143 

Tổng (1+2+3) 32 87 86 35 6 2 248 

 

Hình 3.18. Phân bố cúm theo nhóm tuổi ở bệnh nhân SARI tại Hải Dương. 

Bảng 3.7 và Hình 3.18 cho thấy bệnh nhân nhiễm cúm mùa A và cúm 

B chủ yếu rơi vào nhóm 1-5 tuổi với 55 trong tổng số 105 trường hợp của tất 

cả các nhóm tuổi (52,4%), tiếp đó đến nhóm 6-18 tuổi với 24 trường hợp 
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(22,8%) trong khi con số này ở nhóm dưới 1 tuổi chỉ là 14 trường hợp 

(13,3%) nhưng lại chiếm tới 43,8% trong tổng số 32 trường hợp nhiễm cúm 

các loại của nhóm tuổi này. Số bệnh nhân nhiễm cúm A và B của nhóm 19-64 

tuổi và >64 tuổi ở nghiên cứu này tương ứng là 8 và 3 trường hợp hay 7,6% 

và 2,9%. 

Tỷ lệ nhiễm cúm A/H1N1pdm09 cao nhất (72,1%) ở nhóm 6-18 tuổi 

với 62 trường hợp trong tổng số 86 trường hợp dương tính với các loại cúm 

của nhóm tuổi này và 43,4% trong tổng số 143 trường hợp nhiễm cúm 

A/H1N1pdm09. Đứng sau nhóm 6-18 tuổi là nhóm 1-5 tuổi với 32 trường 

hợp (22,4%).  

Trong nghiên cứu này, nhóm người có tuổi (>64 tuổi) có tỷ lệ nhiễm 

cúm nói chung thấp với 6 trường hợp nhiễm cúm các loại trong tổng số 248 

trường hợp dương tính (2,4%). Riêng với cúm A/H1N1pdm09, con số 3 trong 

tổng số 143 trường hợp dương tính chỉ chiếm 2,1%.  

Tổng số 238 mẫu dương tính với cúm mùa A, cúm B và cúm 

A/H1N1pdm09 được phân tích theo thời gian (tháng). Kết quả phân bố của 

cúm được trình bày ở Hình 3.19. Trước khi đại dịch cúm xảy ra vào tháng 

09/2009 tại Hải Dương, cả virus cúm mùa A và virus cúm B cùng lưu hành. 

Virus cúm A/H1N1pdm09 được phát hiện từ tháng 09/2009 và ngay lập tức 

đạt đỉnh và kéo dài đến đầu năm 2010, sau đó không phát hiện trường hợp 

nào nữa cho đến tận 2011. Thời kỳ đầu của đỉnh dịch, từ tháng 09/2009 đến 

10/2010, vẫn còn một số trường hợp cúm B lưu hành. Trong thời gian lưu 

hành cúm A/H1N1pdm09, đề tài nghiên cứu không phát hiện được trường 

hợp cúm mùa A nào. Sau dịch cúm A/H1N1pdm09, cúm B chiếm ưu thế 

nhưng vẫn có những trường hợp cúm mùa A lưu hành đồng thời với cúm B. 

Nghiên cứu này không xác định phân típ cúm mùa A. 
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Hình 3.19. Phân bố cúm theo thời gian. 

 

Bảng 3.8 là tỷ lệ nhiễm cúm theo quý trong năm. Chỉ quý III có số mắc 

thấp nhất, chiếm 6,7%, còn lại các quý I, II, IV có tỷ lệ nhiễm tương ứng là 

21,9%; 45,7%; và 25,7%. 

Bảng 3.8 Phân bố của cúm mùa A và cúm B theo thời gian trong năm. 

Tác nhân Quý I Quý II Quý III Quý IV Tổng số 

Cúm mùa A 8 14 1 1 24 

Cúm B 15 34 6 26 81 

Tổng số (%) 23 (21,9) 48 (45,7) 7 (6,7) 27 (25,7) 105 
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3.3. Kiểm định công hiệu vắc xin sởi 

3.3.1. Công hiệu vắc xin mẫu chuẩn bằng tạo đám hoại tử 

Xác định công hiệu được tiến hành 6 lần độc lập với vắc xin mẫu chuẩn 

M-0107. Kết quả ở Bảng 3.9 cho thấy số đám hoại tử trung bình của mỗi 

giếng cấy 200μl hỗn dịch vắc xin pha loãng 10-2, luôn nằm trong khoảng 40-

46, công hiệu mỗi liều vắc xin (0,5ml) của cả 6 lần thử nghiệm dao động 

trong khoảng [1,00x104-1,15x104] PFU hay luôn đạt giá trị 4,00-4,06Log10. 

Bảng 3.9. Hiệu giá PFU/0,5ml của vắc xin mẫu chuẩn M-0107. 

Số thứ tự Số đám hoại tử PFU (số mũ) PFU (Log10) 

1 42 1,05x104 4,02Log10 

2 41 1,03x104 4,01Log10 

3 40 1,00x104 4,00Log10 

4 41 1,03x104 4,01Log10 

5 44 1,10x104 4,04Log10 

6 46 1,15x104 4,06Log10 

 

3.3.2. Công hiệu vắc xin mẫu chuẩn bằng real-time RT-PCR 

Sau khi cấy vắc xin mẫu chuẩn, gặt tế bào chính xác ở 24, 48, và 72 

giờ, sau đó tách chiết ARN toàn phần trong tế bào bằng 3 phương pháp: i./ 

trypsin hóa tế bào rồi tách chiết ARN bằng bộ sinh phẩm thương mại 

(Qiagen); ii./ ly giải tế bào bằng dung dịch ly giải nhanh (TpLR) 300μl/giếng 

và ủ ở 37oC x 4 phút, sau đó tách chiết ARN bằng bộ sinh phẩm thương mại 
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(Qiagen); iii./ ly giải tế bào bằng TpLR, sử dụng trực tiếp hỗn dịch này làm 

real-time mà không dùng bộ sinh phẩm tách chiết thương mại.  

Bảng 3.10. Hiệu giá ARN (số bản sao/5µl) ở 24, 48, và 72 giờ (M-0107). 

Phương 
pháp Trypsine + Qiagen TpLR+Qiagen TpLR 

Nồng độ / 
Thời gian 24 giờ 48 giờ 72 giờ 24 giờ 48 giờ 72 giờ 24 giờ 48 giờ 72 giờ 

Đặc 3,37E4 3,23E7 8,65E7 4,74E4 3,70E7 6,67E7 8,35E4 1,74E7 1,98E7 

10-1 1,56E3 1,32E6 2,33E7 1,10E3 2,48E6 2,13E7 1,47E3 9,13E5 1,44E7 

10-2 4,67E0 9,97E3 1,76E5 3,00E0 5,60E4 1,27E5 2,00E0 2,00E4 1,59E5 

10-3 0,00E0 1,00E0 1,12E4 0,00E0 3,33E0 2,37E4 0,00E0 3,33E0 5,97E3 

10-4 0,00E0 0,00E0 5,67E0 0,00E0 0,00E0 1,93E1 0,00E0 0,00E0 2,07E1 

Neg 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 

Ghi chú: E: Số mũ của 10, ví dụ 3,37E4 = 3,37x104 

 
 

  
         a.              b. 

Hình 3.20. Tương quan của 3 phương pháp tách chiết ARN (a)  

và hiệu giá sau gây nhiễm (b). 

Cả 3 phương pháp tách chiết ARN đều cho kết quả tương đương nhau, 

với hệ số tương quan (R) từng cặp dao động trong khoảng 0,96-0,99 và không 

có sự khác biệt tuyệt đối (p > 0,5). Bảng 3.10 và Hình 3.20 là kết quả định 

lượng ARN ở các thời điểm 24, 48, và 72 giờ của cả 3 phương pháp tách 

chiết.  
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3.3.3. Sự ổn định của ARN tách chiết bằng TpLR 

Chất lượng của ARN tách chiết bằng TpLR còn được đánh giá thông 

qua hệ số tương quan (R) và giá trị khác biệt tuyệt đối khi ARN của cả ba 

phương pháp tách chiết được kiểm tra sau khi được bảo quản 12 tháng (-

80oC), 15 tháng (-80oC), và tiếp đó 2 tháng (-30oC). Bảng 3.11 là kết quả định 

lượng ARN của cả 3 phương pháp tách chiết sau khi bảo quản ở các điều kiện 

nhiệt độ và thời gian thực.  

Bảng 3.11. Bền vững của ARN (số bản sao/5µl)  

ở các điều kiện nhiệt độ và thời gian thực (M-0107).  

  
Thời 
gian 

Trypsine + Qiagen TpLR+Qiagen TpLR 

Gốc 
(-80oC) 

12 
tháng 
(-80oC) 

15 
tháng 
(-80oC) 

2 
tháng 
(-30oC) 

Gốc 
(-80oC) 

12 
tháng 
(-80oC) 

15 
tháng 
(-80oC) 

2 
tháng 
(-30oC) 

Gốc 
(-80oC) 

12 
tháng 
(-80oC) 

15 
tháng 
(-80oC) 

2 
tháng 
(-30oC) 

24 
giờ 

5,70E4 2,63E4 3,90E4 6,87E3 7,81E4 1,65E4 7,49E4 1,10E4 1,61E5 8,69E4 7,65E4 1,05E4 

3,34E3 1,71E3 7,07E3 1,44E3 1,08E3 5,63E2 1,18E4 3,10E3 2,08E3 4,40E3 7,80E3 2,08E3 

1,00E0 1,90E1 4,51E2 1,74E2 1,00E0 7,00E0 6,36E2 1,10E2 1,00E0 8,00E0 2,44E2 1,01E2 

0,00E0 0,00E0 0,00E0 3,90E1 0,00E0 0,00E0 1,43E2 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 

48 
giờ  

4,00E7 2,77E7 2,28E6 2,39E5 1,22E7 5,57E7 2,91E6 3,04E5 1,81E7 3,09E7 4,15E6 2,03E5 

1,26E6 1,18E6 3,47E5 4,55E4 1,16E6 2,94E6 6,03E5 7,78E4 9,18E5 1,22E6 3,60E5 4,14E4 

3,98E2 1,00E3 8,13E3 1,70E3 6,65E3 1,17E5 9,25E4 1,38E4 5,60E3 6,03E4 5,96E4 7,57E3 

8,90E1 2,00E0 1,75E2 4,10E1 0,00E0 3,00E0 2,39E2 6,30E1 0,00E0 0,00E0 0,00E0 0,00E0 

72 
giờ 

1,82E8 2,53E7 2,31E6 2,63E5 1,17E8 3,04E7 2,15E6 2,27E5 3,67E7 2,21E7 1,98E6 1,62E5 

5,96E7 5,68E6 9,58E5 1,16E5 2,14E7 1,51E7 1,47E6 1,71E5 3,43E7 7,85E6 9,77E5 1,22E5 

1,82E5 1,41E5 1,06E5 1,58E5 2,77E5 7,63E4 7,68E4 1,27E4 4,33E5 4,09E4 4,68E4 1,27E4 

3,35E4 1,00E0 1,62E2 0,00E0 5,70E1 1,00E0 1,14E2 0,00E0 5,60E1 0,00E0 0,00E0 0,00E0 

 

Ghi chú: E: Số mũ của 10, ví dụ 5,70E4 = 5,70x104 
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Hiệu giá ARN vắc xin sởi khi chuyển từ tấm nhựa 24 giếng sang tấm 

nhựa 96 giếng được trình bày ở Bảng 3.12. Kết quả cho thấy R≈1 và sự khác 

biệt tuyệt đối theo chu kỳ phát hiện (Ct) dao động từ 1,0-1,1 lần.  

Bảng 3.12. Sự khác biệt Ct khi thử nghiệm trên tấm nhựa 24 và 96 giếng  

(M-0107). 

M-0107 24 giếng (Ct) 96 giếng (Ct) Khác biệt tuyệt đối 

Đặc 23,7 23,9 1,0 

10-1 27,9 28,9 1,0 

10-2 38,8 35,3 1,1 

10-3 Âm tính Âm tính Khớp 

10-4 Âm tính Âm tính Khớp 

Tế bào Âm tính Âm tính Khớp 

R ≈1,0 

 

3.3.4. Công hiệu vắc xin sởi thành phẩm  

Hiệu giá ARN của 10 loạt vắc xin thành phẩm sản xuất giai đoạn 2010-

2013 được xác định bằng real-time RT-PCR một bước ở nồng độ cấy vắc xin 

đặc, pha loãng 10-1 và 10-2. Hiệu giá ARN của vắc xin mẫu chuẩn và của 

chính vắc xin thành phẩm của 10 loạt này cũng được xác định trực tiếp mà 

không qua nuôi cấy chủng virus vắc xin trên tế bào Vero. Ngoài ra, công hiệu 

PFU vẫn được xác định bằng thử nghiệm tạo đám hoại tử.  



95 
 

 

Hình 3.21. Tương quan hiệu giá PFU và ARN 

 

Hình 3.21 và Bảng 3.13 trình bày tương quan hiệu giá PFU so với hiệu 

giá ARN khi cấy vắc xin đặc (R=0,67), vắc xin pha loãng 10-1 (R=0,90), và 

vắc xin pha loãng 10-2 (R=0,88). Hệ số tương quan của hiệu giá PFU và hiệu 

giá ARN chung là 0,80. Hệ số tương quan của ARN tách chiết trực tiếp từ vắc 

xin so với hiệu giá PFU <0,4. Hiệu giá ARN của 10 loạt vắc xin dao động 

trong khoảng [4,71x107-1,20x108] trong khi hiệu giá PFU dao động trong 

khoảng [1,75x104-2,85x104]. Hiệu giá ARN trung bình cao hơn hiệu giá PFU 

3,1x103 lần và hiệu giá ARN thành phẩm trung bình cao hơn hiệu giá PFU 

1,4x102 lần. 
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Bảng 3.13. Hiệu giá ARN vắc xin sởi thành phẩm sản xuất tại Việt Nam       

Loạt 
Hiệu giá 

PFU/0,5ml 
Hiệu giá ARN (số bản sao ARN/0,5ml) 

ARN 
đặc 

ARN  
10-1 

ARN  
10-2 

ARN  
chung 

Thành  
phẩm 

M-0610 9,40E3 2,48E7 3,19E7 3,86E7 3,18E7 1,63E6 

M-0211 1,20E4 3,88E7 3,71E7 7,15E7 4,91E7 1,58E6 

M-0411 1,07E4 2,31E7 2,67E7 2,34E7 2,44E7 2,05E6 

M-0511 1,17E4 2,21E7 2,88E7 5,10E7 3,39E7 1,72E6 

M-0112 8,75E3 2,13E7 2,19E7 2,75E7 2,36E7 1,32E6 

M-0212 1,43E4 3,77E7 4,58E7 9,70E7 6,00E7 1,62E6 

M-0412 1,40E4 3,89E7 4,67E7 9,05E7 5,90E7 1,78E6 

M-0213 1,39E4 3,07E7 5,40E7 6,10E7 4,86E7 1,87E6 

M-0513 1,27E4 4,16E7 4,38E7 6,95E7 5,15E7 1,76E6 

M-0613 1,10E4 3,69E7 3,42E7 6,95E7 4,69E7 1,30E6 

M-0107 1,14E4 4,43E7 4,73E7 3,94E7 4,36E7 ND 

M 1,18E4 3,16E7 3,71E7 5,99E7 4,29E7 1,66E6 

SD 1,92E3 8,08E6 1,02E7 2,48E7 1,35E7 2,31E5 

M-2SD 7,99E3 1,54E7 1,66E7 1,03E7 1,59E7 1,20E6 

M+2SD 1,57E4 4,77E7 5,75E7 1,10E8 6,98E7 2,12E6 

M-3SD 6,08E3 7,34E6 6,38E6 0,00E0 2,42E6 9,68E5 

M+3SD 1,76E4 5,58E7 6,78E7 1,34E8 8,33E7 2,35E6 
 

Ghi chú: E: Số mũ của 10, ví dụ 9,40E3 = 9,40x103. 

M: Trung bình;  SD: Độ lệch chuẩn;  ND: Không làm 
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 a. 

 
 b. 
Hình 3.22. Biểu đồ Levey-Jennings hiệu giá PFU (a) và ARN (b) vắc xin sởi. 
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Hình 3.22 là biểu đồ theo dõi xu hướng (biểu đồ Levey-Jennings) hiệu 

giá PFU (a) và số bản sao ARN (b) được chuyển từ đơn vị số mũ sang đơn vị 

Log10 của 10 loạt vắc xin sởi sản xuất tại Việt Nam 2010-2013. Đường mầu 

đen là giá trị hiệu giá trung bình nhân (Geomean), hai đường mầu xanh là 

khoảng M±1SD, hai đường mầu vàng là khoảng M±2SD, và hai đường mầu 

đỏ là khoảng M±3SD. Đường mầu xanh nước biển là giá trị hiệu giá của từng 

loạt vắc xin thành phẩm. Kết quả cho thấy đường biểu diễn hai loại hiệu giá 

rất tương đồng, luôn nằm trong khoảng M±2SD. Sự khác biệt giữa các loạt 

đều <0,5 Log10, trong đó khác biệt PFU <0,21 Log10 và ARN <0,41 Log10. 

3.3.5. Độ lặp lại của phản ứng 

Độ chính xác của phản ứng được đánh giá qua độ lặp lại trong cùng 

một thực hiện phản ứng (repeatability) của gam chuẩn ngoài 101-106 bản sao 

ARN/5µl khuôn mẫu (7 lần). Kết quả Hình 3.23 và Bảng 3.14 cho thấy CV 

trung bình của 7 gam chuẩn ngoài của nghiên cứu này là 0,8% [0,4-1,3%]. 

 

Hình 3.23. Độ lặp lại trong cùng một lần làm phản ứng (gam chuẩn 101-106). 

Ghi chú:  Trục tung: ∆Rn;   Trục hoành: chu kỳ khuếch đại. 
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Bảng 3.14. Độ lặp lại trong cùng một lần làm phản ứng (Ct). 

 

Lần thử 

nghiệm 

Gam chuẩn 

101 102 103 104 105 106 

1 37,5 33,7 30,5 26,7 22,9 20,2 

2 37,0 33,6 30,5 26,8 23,1 20,1 

3 36,9 33,8 30,7 26,8 23,1 20,3 

4 37,2 33,9 30,9 26,9 23,4 19,9 

5 37,3 34,2 30,7 26,9 23,4 20,6 

6 38,1 33,7 30,9 27,0 23,5 20,3 

7 37,9 34,1 30,8 26,8 23,3 20,6 

SD 0,42 0,24 0,16 0,11 0,21 0,26 

M 37,4 33,9 30,7 26,9 23,2 20,3 

CV(%) 1,1 0,7 0,5 0,4 0,9 1,3 

CV TB 0,8 [0,4 - 1,3] 

Ghi chú:  

M: Trung bình;  SD: Độ lệch chuẩn; CVTB: CV trung bình. 

Độ lặp lại trung gian (intermediate precision) của gam chuẩn ngoài 102-

106 bản sao ARN/5µl khuôn mẫu của 7 lần thử nghiệm khác biệt được trình 

bày ở Bảng 3.15. Hệ số biến thiên trung bình là 3,3% [2,3-4,6%]. 
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Bảng 3.15. Độ lặp lại trung gian của gam chuẩn ngoài (Ct). 
 

Lần thử nghiệm Gam chuẩn 

102 103 104 105 106 

1 33,0 29,3 25,8 22,4 19,4 

2 33,7 30,5 26,7 22,9 20,2 

3 33,7 30,4 26,9 23,7 19,9 

4 32,0 29,4 26,0 22,2 20,2 

5 33,1 30,5 27,1 23,7 20,2 

6 34,7 31,0 29,2 24,2 20,2 

7 34,8 31,7 28,4 25,1 21,0 

SD 0,99 0,84 1,24 1,01 0,47 

M 33,6 30,4 27,2 23,5 20,2 

CV(%) 2,9 2,8 4,6 4,3 2,3 

CV TB 3,3 [2,3 - 4,6] 
 
Ghi chú:  

M: Trung bình;  SD: Độ lệch chuẩn; CVTB: CV trung bình. 
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Bảng 3.16 . Độ lặp lại của 10 loạt vắc xin giữa 2 ngày thử nghiệm (Ct). 

Loạt 
Đặc 10-1 10-2 

Ngày 1 Ngày 2 Ngày 1 Ngày 2 Ngày 1 Ngày 2 

M-0112 21,66 21,62 26,52 26,34 30,95 30,59 

M-0211 20,38 20,47 25,40 25,56 28,92 29,32 

M-0212 20,44 20,44 24,94 24,87 28,26 28,40 

M-0513 20,23 20,55 25,04 25,06 28,97 29,21 

M-0610 21,34 21,12 25,72 26,45 30,23 30,25 

M-0613 20,48 20,38 25,57 25,97 28,97 29,26 

M-0412 20,37 20,67 24,90 25,14 28,40 28,59 

M-0411 21,48 21,38 26,10 26,08 31,30 31,11 

M-0213 20,88 20,26 24,60 24,74 29,24 30,32 

M-0511 21,58 21,09 25,93 25,53 29,64 29,40 

M-0107 20,10 19,95 24,87 24,40 30,18 30,36 

CV 2,7% 2,3% 2,4% 2,4% 3,5% 3,0% 

CV TB 2,7% [2,3-3,5%] 

Ghi chú:  

CVTB: CV trung bình.    M-0107 là vắc xin chuẩn. 
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Để đánh giá độ mạnh của phương pháp, hiệu giá ARN ở các nồng độ 

cấy vắc xin đặc, pha loãng 10-1 và 10-2 của 10 loạt vắc xin được thử nghiệm 

hai ngày khác nhau (ARN được bảo quản 5 tuần ở -80oC). Kết quả Bảng 3.16 

cho thấy số chu kỳ khác biệt giữa hai lần thử nghiệm là 0-1,08 chu kỳ và 

trung vị là 0,19 chu kỳ. Giá trị CV của 2 ngày thử nghiệm ở các nồng độ cấy 

vắc xin đặc, 10-1, và 10-2 là 2,7% [2,3-3,5%]. 

Đường thẳng tuyến tính y = ax + b của phản ứng real-time và R được 

tính tự động bởi hệ thống Applied Biosystems mỗi lần chạy phản ứng và luôn 

>0,97 (Hình 3.24). 

 

Hình 3.24. Đường thẳng tuyến tính của phản ứng real-time. 

y = -3,51x + 40,029 và R2 = 0,998. 
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CHƯƠNG 4 

BÀN LUẬN 

 

4.1. Kết quả sản xuất các gam chuẩn 

4.1.1. Tạo dòng plasmid tái tổ hợp và chuyển nạp 

Trước tiên, để thực hiện phản ứng tạo dòng thì cần một sản phẩm PCR 

[132-134]. ARN/ADN tách chiết từ chủng virus, chủng vắc xin hoặc từ bệnh 

phẩm xác định được sử dụng làm khuôn mẫu cho RT-PCR/PCR [28-30]. Sản 

phẩm được kiểm tra bằng chạy điện di trên thạch agarose có nồng độ phù hợp 

với trọng lượng đích của sản phẩm và có mặt thuốc nhuộm dải ADN (SYBR) 

[135]. Kích thước của sản phẩm được kiểm tra và khẳng định dựa vào thang 

ADN chuẩn phù hợp. Hình 3.1 là kết quả phản ứng khuếch đại 7 đoạn gen  

mã hóa protein M, HA, và NA virus cúm mùa và A/H5N1. Mỗi sản phẩm chỉ 

có một dải ADN duy nhất, nhìn rõ ràng và sắc nét, có kích thước phù hợp với 

vị trí khuếch đại (Bảng 3.1). Đây là một trong số các yếu tố đảm bảo sản 

phẩm chuyển nạp không bị tạp nhiễm bởi các sản phẩm không đặc hiệu. 

Với cúm, mặc dù khu vực khuếch đại đều là những đoạn gen ổn định 

nhất nhưng ARN nguồn sử dụng để sản xuất chứng dương đều được tách 

chiết từ chủng virus (cúm gia cầm A/H5N1 gây bệnh ở người) hoặc mẫu bệnh 

phẩm (A/H3N2, A/H1N1pdm09) được thu thập từ những bệnh nhân Việt 

Nam để đảm bảo không có sự khác biệt quá lớn về di truyền vì sản phẩm 

ARN được sử dụng trong chẩn đoán tại khu vực nghiên cứu của Việt Nam. 

Tạo dòng là một kỹ thuật đơn giản, chỉ mất 5 phút thực hiện, tùy 

thường quy mà có một bước (TOPO®pCR2.1 - Invitrogen) hoặc hai bước thực 

hiện (pGEM-T Easy - Promega) để cài trực tiếp một đoạn ADN vào một véc-

tơ mạch thẳng biết trước tạo plasmid tái tổ hợp. Véc-tơ TOPO®pCR2.1 
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(Invitrogen) ở dạng mạch thẳng với đầu 3’ gắn sẵn Thymine (T) và 

topoisomerase bằng phương pháp đồng hóa trị (véc-tơ hoạt hóa). Do Taq 

polymerase có hoạt tính vận chuyển (transferase) đầu tận cùng không phụ 

thuộc khuôn mẫu nên nó sẽ thêm một deoxyadenosine (A) vào đầu 3´ của sản 

phẩm PCR. Véc-tơ mạch thẳng của bộ sinh phẩm có một đầu treo 1 

deoxythymidine. Điều này cho phép sản phẩm PCR chèn và nối được với 

véc-tơ một cách hiệu quả (cầu nối A-T) (Hình 4.1) [132],[134].  

 
Hình 4.1. Sơ đồ cơ chế phản ứng tạo dòng (clonning). 

Nguồn:www.Invitrogen.com [132]. 

 

 

 

SẢN PHẨM PCR 
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Theo Shuman và cộng sự, topoisomerase I của virus đậu gắn vào ADN 

kép ở một vị trí đặc hiệu và cắt các khung phosphodiester sau 5′-CCCTT của 

một chuỗi. Năng lượng từ khung phosphodiester sau khi bị cắt được bảo toàn 

bằng cách hình thành một cầu nối đồng hóa trị giữa 3′ phosphate của chuỗi bị 

cắt và một tyrosyl (Tyr-274) của topoisomerase I. Cầu nối phospho-tyrosyl 

giữa ADN và enzyme sau đó bị tấn công bởi 5′ của chuỗi bị cắt ban đầu, làm 

đảo chiều phản ứng và giải phóng topoisomerase. TOPO® Cloning khai thác 

phản ứng này để tạo dòng sản phẩm PCR một cách có hiệu quả (Hình 4.1). 

Với trường hợp sử dụng vec-tơ pGEM T Easy, do không có sẵn 

topoisomerase nên cần thực hiện thêm bước gắn sản phẩm vào véc-tơ nhờ 

enzyme T4 ligase (Bảng 2.2.b), các bước tiếp theo thực hiện tương tự như với 

véc-tơ TOPO [132],[133]. 

4.1.2. Kiểm tra chuyển nạp 

Phản ứng chuyển nạp cho phép lựa chọn các tế bào cảm biến chứa 

plasmid tái tổ hợp để sau đó có thể nhân dòng. Có thể chuyển nạp bằng 

phương pháp sốc điện hoặc sốc nhiệt tế bào, nhưng nhiều phòng thí nghiệm y 

học thường dùng phương pháp sốc nhiệt tế bào. Với những phương tiện có 

sẵn, đề tài nghiên cứu này cũng áp dụng quy trình sốc nhiệt cho cả 2 loại vec-

tơ theo đúng hướng dẫn của nhà sản xuất và sử dụng tế bào cảm biến là E.coli 

chủng lacZΔDH5α, lựa chọn chuyển nạp bằng cơ chế bù α của gen β-

galactosidase (Hình 4.2).  

Enzyme β-galactosidase là một protein được mã hóa bởi nhóm gen lac 

(operon) và tồn tại ở dạng cấu trúc bậc 4 đồng nhất (homotetramer) có hoạt 

tính. Tuy nhiên, đột biến β-galactosidase của chủng E.coli M15 làm tổng hợp 

peptide ω và ở dạng bất hoạt do tetramer không được hình thành. Dạng  hoạt 

tính tetramer sẽ được hồi phục khi có mặt peptide α. Sự hồi phục chức năng 

của β-galactosidase đột biến nhờ peptide α gọi là sự bù α. E.coli lacZΔDH5α 
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là tế bào cảm biến mang gen đột biến lacZ (lacZΔM15) nên tổng hợp peptide 

ω còn plasmid có trình tự lacZα nên tổng hợp được peptide α. Cả 2 dạng 

peptide ω và α đều không có hoạt tính chức năng nhưng khi chúng cùng có 

mặt thì tạo ra được một enzyme β-galactosidase có hoạt tính chức năng giống 

như khi trình tự lacZα được chuyển nạp vào tế bào cảm biến mà không có 

lacZΔM15. Enzyme β-galactosidase có cơ chất là X-gal - một đồng phân 

không mầu của lactose - enzyme này thủy phân X-gal để tạo thành 5-bromo-

4-chloro-indoxyl, chất này ngay lập tức tạo thành cấu trúc bậc 2 (dimer hóa) 

và được oxy hóa để tạo thành một sắc tố không hòa tan có mầu xanh nhạt là 

5,5-dibromo-4,4dichloro-indigo. Như vậy, những tế bào có chứa enzyme β-

galactosidase có hoạt tính sẽ có mầu xanh đậm, hay nói cách khác, khuẩn lạc 

mầu xanh đậm có nghĩa là tế bào cảm biến chứa véc-tơ mang lacZα không bị 

phá hủy (không có hiện tượng chèn trình tự đích vào hay chuyển nạp không 

thành công). Phương pháp sàng lọc bằng chọn khuẩn lạc mầu trắng/xanh dựa 

vào việc phá hủy quá trình bù α. Khi ADN được chèn vào véc-tơ giữa gen 

lacZα thì gen này bị phá hủy và do vậy không tổng hợp được peptide α nên 

không tạo thành được enzyme β-galactosidase có hoạt tính dẫn đến X-gal 

không bị thủy phân để chuyển thành dạng sắc tố mầu xanh, hay nói cách 

khác, khuẩn lạc mầu trắng là những khuẩn lạc không tạo được enzyme β-

galactosidase có hoạt tính do plasmid chứa trình tự đích đã chèn vào lacZα 

(chuyển nạp thành công). Hình 3.2 cho thấy trong số hàng trăm khuẩn lạc 

E.coli mọc trên các đĩa thạch LB đường kính 9cm, không có hoặc chỉ có vài 

khuẩn lạc mầu xanh đậm, còn lại toàn bộ đều có mầu trắng hoặc xanh nhạt. 

Điều này cho thấy phản ứng chuyển nạp của đề tài này đã thành công [136].  
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Hình 4.2. Cơ chế bù α lựa chọn các tế bào cảm biến. Véc-tơ TOPO pCR2.1. 

 

Mặc dù có thể lựa chọn chuyển nạp bằng cách dựa vào màu sắc khuẩn 

lạc nhưng kháng sinh ampicillin với nồng độ cao 50-100μg/ml được thêm vào 

môi trường để đảm bảo những vi khuẩn tạp nhiễm không thể mọc được còn 

những vi khuẩn chứa plasmid tái tổ hợp vẫn có thể phát triển bình thường do 

véc-tơ có chứa các gen đề kháng kháng sinh này [132],[133].  

Sau khi đã có những khuẩn lạc trắng hoặc xanh nhạt (chuyển nạp thành 

công), sản phẩm chuyển nạp được kiểm tra bằng khuếch đại sử dụng mồi đặc 

hiệu và mồi của véc-tơ (cặp mồi T7/M13R) để khẳng định về mặt kích thước 

sản phẩm ADN đích đã chèn được vào véc-tơ. Nếu chỉ sử dụng cặp mồi đặc 

hiệu mà không phải mồi của véc-tơ thì vẫn có thể có trường hợp dương tính 

giả do ADN khuôn mẫu của phản ứng chuyển nạp vẫn tồn tại trong môi 

P P O Laci Lac

Β-galactosidase bất hoạt 

X-gal Sản phẩm mầu xanh 

lacZ 
LacZ 

Β-galactưosidase hoạt 
tính 
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trường và được khuếch đại chứ chưa thực sự được chèn vào vec-tơ. 

[132],[133].  

 

 
 

Hình 4.3. Bản đồ genome của véc-tơ pGEM T-Easy. 

Nguồn: www.promega.com [133]. 

 

Hình 3.3. là kết quả khuếch đại đoạn gen 7 mã hóa protein M virus cúm 

mùa A, trọng lượng đích khi khuếch đại với mồi đặc hiệu A1/A2 là 212bp 

(giếng 3-9) còn trọng lượng đích khi khuếch đại với mồi vec-tơ T7/M13R là 
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khoảng 410bp (giếng 11-17). Về lý thuyết, PCR là một quá trình nhắc lại của 

3 phản ứng liên tục: biến tính ADN sợi kép thành ADN sợi đơn; gắn mồi đặc 

hiệu vào chuỗi ADN sợi đơn tại đầu 5’-3’; và kéo dài chuỗi nhờ hoạt tính 

enzyme từ đầu 3’ theo hướng 3’-5’ để tổng hợp chuỗi ADN bổ trợ mới. Chiều 

dài của sản phẩm là tổng chiều dài của 2 đoạn mồi và chiều dài khoảng cách 

giữa 2 đoạn mồi của khuôn mẫu [2],[47]. Dựa vào cấu trúc của bản đồ 

genome của vec-tơ pGEM T Easy ta có chiều dài mồi T7 và M13R tương ứng 

là 20bp và 17bp, trình tự chức năng giữa 2 mồi là 163bp, và sản phẩm đích là 

212bp. Tổng kích thước sản phẩm đích khi khuếch đại với cặp mồi T7/M13R 

phải là 212bp + 37bp + 163bp = 412bp. Như vậy, xét về mặt kích thước, sản 

phẩm đích đã cài được vào vec-tơ [133]. 

Trên thực tế, vẫn có những trường hợp sản phẩm khuếch đại có kích 

thước như mong muốn nhưng đó lại là sản phẩm không đặc hiệu, một điều rất 

hay xảy ra ở những người mới làm thử nghiệm tạo dòng và chuyển nạp. Giải 

trình tự gen với cặp mồi của véc-tơ, ví dụ T7 và M13 R, và tốt nhất là giải 

trình tự 2 chiều để khẳng định chuyển nạp ở mức nucleotide. Hình 3.4.b cho 

thấy, sau trình tự T7 “TAATACGACTCACTATAGGG” là các trình tự chức 

năng khác của vec-tơ 

“GGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGC

GGGATT” và trình tự này được nối liền với trình tự của đoạn gen 4 mã hóa 

protein HA của virus cúm A/H5N1 (“CGATT......”), điều này có thể khẳng 

định ở mức độ nucleotide rằng trình tự đích đoạn gen 4 mã hóa protein HA 

của virus cúm A/H5N1 đã được cài vào vec-tơ [132],[133],[137],[138].  

Sau khi có kết quả giải trình tự gen, so sánh với trình tự của NCBI tại 

http://www.ncbi.com để xác định chính xác vị trí của đoạn gen đích, tên 

chủng, các chủng gần nhất, tỷ lệ đồng nhất và vị trí khác biệt ở mức 

nucleotide của các chủng gần nhất do đây là một trong những trang mạng 
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chứa nhiều thông tin di truyền của virus nhất. Hình 3.5 và Hình 3.6 cho thấy 

chủng virus cúm mùa sử dụng trong đề tài nghiên cứu này được khẳng định 

bằng Blast và gần với chủng virus cúm mùa H3N2 A/Rotterdam/577/1980 với 

số đăng nhập là CY112354 và vị trí khuếch đại là 101-312, đúng với thông tin 

về vị trí và trình tự mồi mà tác giả Donofrio và cộng sự thiết kế cặp mồi đặc 

hiệu A1/A2 đã công bố. Bảng 3.1 là tổng hợp các thông tin về chiều dài và 

gen đích của các tác nhân nghiên cứu trong đề tài này. Khu vực khuếch đại 

đều là những vùng ổn định nhất nên hoàn toàn phù hợp cho chẩn đoán [139].  

4.1.3. Tạo mạch thẳng ADN plasmid bằng cắt enzyme giới hạn (RFLP) 

ADN phải ở dạng mạch thẳng để sản phẩm ARN tổng hợp có chiều dài 

đồng nhất (Hình 2.2). Hiệu giá ARN tối ưu phụ thuộc vào khuôn mẫu phản 

ứng phiên mã, tức là ADN mạch thẳng của giai đoạn cắt ADN mạch vòng 

bằng phản ứng cắt enzyme giới hạn (restriction fragment length 

polymorphism - RFLP) [37],[134].   

Mỗi véc-tơ thường có một hoặc một vài enzyme tạo mạch thẳng mà vị 

trí cắt enzyme tạo ra một khoảng tối ưu tính từ trình tự chức năng phiên mã. 

Với véc-tơ TOPO®pCR 2.1, enzyme tạo mạch thẳng là Hind III và kích thước 

ADN của mạch thẳng là 3890bp, trong khi enzyme tạo mạch thẳng của 

pGEM-T Easy là SalI với kích thước 3015bp [132],[133]. Sau khi tạo mạch 

thẳng, điện di kiểm tra sản phẩm để bảo đảm plasmid đã được cắt hoàn toàn, 

có kích thước đích như mong muốn (kích thước đích bằng tổng kích thước 

của véc-tơ và sản phẩm đích), luôn điện di cùng với chứng dương là plasmid 

mạch vòng (không cắt enzyme giới hạn). Hình 3.7 cho thấy plasmid tái tổ hợp 

chứa một đoạn gen mã hóa protein M của virus cúm mùa A được tạo mạch 

thẳng từ plasmid mạch vòng sử dụng vec-tơ pGEM T Easy nên kích thước 

đích mong muốn là 3015bp + 212bp = 3227bp. Cùng phân tử nhưng mạch 

vòng luôn có kích thước khác mạch thẳng với 3 dải ADN đại diện cho cấu 
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trúc vòng, xoắn và siêu xoắn. Sản phẩm RFLP chỉ có một dải ADN duy nhất, 

không có các dải phụ, điều này cho thấy phản ứng RFLP đã cắt hoàn toàn 

plasmid mạch vòng, đảm bảo sản phẩm của phản ứng phiên mã là đồng nhất. 

Ngoài ra mạch thẳng luôn nằm giữa trọng lượng mạch vòng và mạch xoắn 

của plasmid mạch vòng cho thấy đây chính là kích thước mong muốn.  

Với phiên mã trực tiếp, do trình tự chức năng được gắn vào mồi nên 

sản phẩm luôn là ADN mạch thẳng với kích thước bằng tổng chiều dài trình 

tự đích, chiều dài của cặp mồi, và chiều dài trình tự chức năng được cài vào 

mồi. Hình 3.8 cho thấy sản phẩm khuếch đại với mồi cải biên khoảng gần 

200bp, chính là tổng chiều dài (191bp) đoạn gen 7 mã hóa protein M của cúm 

A/H1N1pdm09 (154bp) và chiều dài của 2 cặp mồi cải biên (37bp). Sản phẩm 

sáng, rõ rét, không có dải ADN phụ. Điều này khẳng định sản phẩm đích đã 

được khuếch đại với cặp mồi cải biên và không có các sản phẩm không đặc 

hiệu [140-142].  

4.1.4. Kết quả phiên mã in vitro 

Phiên mã in vitro có thể sản xuất đến mức mg ARN/phản ứng 20µl 

trong khoảng 30 phút [37],[143]. Đề tài nghiên cứu này sử dụng bộ sinh phẩm 

phiên mã với hiệu giá cao (T7RiboMAXTM) [37].  

Cơ chế của phản ứng phiên mã in vitro cổ điển là sử dụng trình tự chức 

năng phiên mã T7 vốn có của véc-tơ. Sau khi cắt bằng enzyme giới hạn tạo 

ADN mạch thẳng, đầu phiên mã của sản phẩm đích là trình tự chức năng 

phiên mã T7, cách trình tự đích một khoảng tối ưu, đầu còn lại tự do, thường 

là vị trí cắt enzyme giới hạn (Hình 4.3), điều này làm cho sản phẩm đích ARN 

luôn có chiều dài bằng nhau (đồng nhất) [37],[143].  

Theo tác giả Innis và cộng sự, một trong số các ứng dụng của thiết kế 

cặp mồi sử dụng trong PCR là đánh dấu mồi. Có thể gắn một số trình tự chức 

năng hoặc chất đánh dấu vào đầu 5’ của một hoặc cả hai mồi để chèn vào sản 
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phẩm PCR trong quá trình khuếch đại biotin hay dig, chất huỳnh quang, 

enzyme, vị trí cắt enzyme giới hạn, các trình tự hoạt hóa ARN polymerase... 

để phục vụ cho bước tóm bắt, phát hiện sản phẩm PCR, và các mục đích 

khác. Đề tài nghiên cứu này đã cải biên mồi bằng cách cài thêm vào cặp mồi 

đặc hiệu trình tự phiên mã T7 ở một đầu của mồi xuôi và poly T ở đầu còn lại 

của mồi ngược (cải biên cả 2 mồi) để chèn được các trình tự chức năng này 

vào sản phẩm khuếch đại nhằm mục đích phiên mã trực tiếp. Cơ chế của phản 

ứng phiên mã in vitro trực tiếp là cặp mồi cải biên cũng chứa trình tự chức 

năng phiên mã T7, cách trình tự đích khoảng 20 nucleotide và đầu tự do là 

đuôi poly T nên sản phẩm phiên mã luôn có đuôi poly A, một tín hiệu kết 

thúc chuỗi. Như vậy, sản phẩm vẫn chứa một trình tự chức năng phiên mã mà 

không cần qua bước tạo dòng và tạo mạch thẳng [47],[134].  

Phản ứng phiên mã luôn phải có chứng dương đi kèm bộ sinh phẩm 

(pGEM) đóng vai trò kiểm soát chất lượng phản ứng. Hình 3.9 cho thấy sản 

phẩm phiên mã có 2 dải ARN khi điện di là 1,1Kbp và 2,3Kbp, đúng với 

khuyến cáo của nhà sản xuất. Điều này khẳng định phản ứng phiên mã chạy 

tốt [37]. 

Hình 3.10.a cho thấy khuếch đại khuôn mẫu ARN vừa được tổng hợp 

bằng phiên mã in vitro với các cặp mồi đặc hiệu đều cho các sản phẩm đích 

như mong muốn của 4 tác nhân virus cúm mùa A, hRSV, cúm B, hMPV 

tương ứng là 212bp, 278bp, 365bp, và 537bp. Sau phiên mã in vitro, khuôn 

mẫu ADN bị phá hủy bằng enzyme RQ1 để đảm bảo quá trình khuếch đại 

không bị ảnh hưởng vì nếu ADN còn sót lại thì cho dù phản ứng RT không 

chạy nhưng vẫn thu được sản phẩm đích như mong muốn nên ngoài việc 

kiểm tra sản phẩm bằng RT-PCR như quy trình cổ điển, cần phải kiểm tra 

khuôn mẫu ADN đã được phá hủy hết hay chưa bằng cách tiến hành RT-PCR 

như thông thường nhưng không có bước RT (sinh phẩm RT-PCR nhưng chu 
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kỳ nhiệt không có bước RT). Hình 3.10.b cho thấy khi không có bước RT, tất 

cả các giếng đều âm tính hoàn toàn, như vậy kết quả này chứng minh rằng 

ADN khuôn mẫu của quá trình phiên mã đã được phá hủy hết. Ngược lại, 

plasmid là khuôn mẫu ADN vẫn cho sản phẩm đích như mong muốn mặc dù 

không có bước RT (Hình 3.10.c). Kết quả nghiên cứu chứng minh được rằng 

khi ADN đã bị phá hủy hoàn toàn thì kết quả khuếch đại là từ khuôn mẫu 

ARN vừa được tổng hợp. Đây cũng là cách kiểm tra sản phẩm mà một số tác 

giả sử dụng khi sản xuất chứng dương ARN bằng phiên mã in vitro [6],[121]. 

Hình 3.11 là dạng đường cong điển hình khi đo nồng độ ARN 

[144],[145]. Từ kết quả này và kích thước đích của sản phẩm sau phiên mã 

(Bảng 3.1 và Hình 4.3) có thể tính toán sản lượng phiên mã cho từng sản 

phẩm. Bảng 3.2 và Hình 3.13 cho thấy sản lượng phiên mã của đề tài rất cao, 

ổn định, dao động từ 1,59x1011-1,2x1019 bản sao. Như vậy, sản lượng ARN 

này là đủ để sử dụng trong một thời gian lâu dài. Trong vòng 30 phút, từ một 

lượng khuôn mẫu là 1-2,5μl, chỉ bằng một phản ứng phiên mã 20μl, sản lượng 

ARN thu được đạt thấp nhất là 1011 bản sao cho phương pháp phiên mã cổ 

điển và 1019 bản sao cho phương pháp phiên mã trực tiếp. Mỗi phản ứng RT-

PCR cổ điển sử dụng 102-103 bản sao thì lượng ARN mới được tổng hợp có 

thể sử dụng cho khoảng 1010 phản ứng. Nếu áp dụng cho real-time với gam 

chuẩn ngoài 101-106 bản sao/phản ứng thì sản lượng 1,2x1019 bản sao cũng có 

thể sử dụng cho 1013 phản ứng. Đây không những là phương pháp sản xuất 

chứng dương ổn định, có hiệu giá cao dùng cho chẩn đoán, nghiên cứu, mà 

còn có thể làm cơ sở cho sản xuất các bộ mẫu chuẩn ARN sử dụng trong 

chương trình EQA NAT với một phạm vi rộng. 

Một hỗn dịch ARN tinh khiết và có trình tự đích đồng nhất, ngắn hơn 

so với ARN toàn bộ genome virus, có chứa vị trí gắn cho cặp mồi đặc hiệu đã 

được tổng hợp in vitro. Kết quả đánh giá độ nhạy phát hiện của chứng dương 
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của nghiên cứu này (Bảng 3.2) trùng với số liệu khuyến cáo của dự án SISEA, 

kết quả của các đơn vị thành viên tham gia dự án [123]. Dựa vào kết quả đánh 

giá tính ổn định của ARN này trong suốt thời gian nghiên cứu tại phòng thí 

nghiệm (03/2011 - 04/2014 với 41 lần xét nghiệm phức hợp ARN 104 bản sao 

cho mỗi virus cúm mùa A, hRSV, hMPV và 105 bản sao cho virus cúm B; 18 

lần xét nghiệm cho mỗi gam chuẩn của thử nghiệm real-time) và tại khoa 

virus, Viện Pasteur Nha Trang (năm 2012 với 18 lần xét nghiệm phức hợp 

ARN 104 bản sao cho mỗi virus cúm mùa A, hRSV, hMPV và 105 bản sao 

cho virus cúm B) (số liệu cụ thể không được chỉ ra trong đề tài nghiên cứu 

này), ARN tổng hợp bằng phiên mã in vitro này vẫn có thể sử dụng được ít 

nhất sau 3 năm (số liệu của đề tài nghiên cứu tuyển chọn cấp Bộ Y tế đã 

nghiệm thu 06/2014 và không được chỉ ra trong đề tài nghiên cứu này) [126]. 

Như vậy, ARN được sản xuất theo phương pháp phiên mã in vitro thật sự đã 

tránh được một số nhược điểm của ARN tự nhiên mà chúng ta vẫn sử dụng 

cho các phản ứng sinh học phân tử. Các gam chuẩn này thực sự hữu ích cho 

khâu kiểm soát chất lượng của quá trình đảm bảo chất lượng phòng thí 

nghiệm, áp dụng cho cả chẩn đoán và nghiên cứu. Gam chuẩn ngoài cúm của 

nghiên cứu đã được sử dụng như các mẫu nội kiểm cho chính đề tài này để 

đảm bảo phản ứng chạy tốt và hạn chế âm tính giả do nồng độ chứng dương 

sử dụng làm khuôn mẫu không cao (mục tiêu 2) và trong xét nghiệm hàng 

loạt virus đường hô hấp của một số nghiên cứu khác và trong đào tạo tại Viện 

Vệ sinh Dịch tễ Trung ương cho các tuyến cơ sở [64],[124],[146],[147]. Gam 

chuẩn ngoài sởi của nghiên cứu 101-106 bản sao/5µl khuôn mẫu được sử dụng 

để định lượng số bản sao ARN virus sởi cho mục tiêu nghiên cứu 3 của chính 

đề tài này. Ngoài ra, các gam chuẩn ngoài này cũng được sử dụng để sản xuất 

bộ mẫu chuẩn (panel) sinh học phân tử trong đánh giá năng lực xét nghiệm 

(số liệu không được chỉ ra ở đề tài nghiên cứu này). 
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Mặc dù phiên mã cổ điển gồm nhiều bước và sản lượng thấp hơn phiên 

mã trực tiếp nhưng có thể giữ được chủng E.coli tái tổ hợp vĩnh viễn và 

những chu kỳ phiên mã sau không cần bước tạo dòng và kiểm tra chuyển nạp 

nữa (Hình 2.1). Sử dụng phương pháp phiên mã cổ điển hoặc trực tiếp đều có 

thể áp dụng cho cả các trình tự chức năng phiên mã T3 hay SP6 

[37],[132],[133]. Phiên mã trực tiếp có thể áp dụng cho bất cứ một đoạn mồi 

nào, áp dụng cho cả virus ARN sợi kép như các Alphavirus hoặc cho những 

trình tự rất nhỏ, hoặc cho trường hợp chèn cả genome vào vec-tơ và vị trí 

phiên mã đích nằm quá xa trình tự chức năng phiên mã [140-142]. 

4.2. Tỷ lệ nhiễm cúm tại Hải Dương năm 2009-2011 

4.2.1. Đặc điểm đối tượng nghiên cứu 

Trong nghiên cứu này, 336; 452; và 485 mẫu bệnh phẩm SARI đã được 

thu thập liên tục theo đúng định nghĩa ca bệnh từ 1/2009 đến 6/2011, cỡ mẫu 

lớn và khá đồng đều giữa các năm bảo đảm lực nghiên cứu trong một số tính 

toán thống kê cũng như độ tin cậy khi phân tích theo thời gian. Tuy nhiên, sự 

phân bố không đều theo giới tính (nam/nữ = 1,3 lần) và nhóm tuổi (63,3% đối 

tượng nghiên cứu là trẻ <5 tuổi) có ảnh hưởng đến việc phân tích và biện luận 

kết quả.  

4.2.2. Tỷ lệ tử vong và nhiễm cúm của bệnh nhân SARI 

Trong nghiên cứu này, có 1 trường hợp tử vong (bệnh nhân nam, 70 

tuổi) do cúm A/H1N1pdm09, chiếm 0,08% các trường hợp dương tính với 

cúm. Với trường hợp này, trước tiên, bệnh phẩm được tách chiết để khuếch 

đại gen nội chuẩn. Đây là một gen luôn có mặt ở mọi tế bào người, kết quả 

khuếch đại gen này dương tính khẳng định chất lượng tách chiết ARN được 

đảm bảo [148],[149]. Kết quả khuếch đại với virus cúm A/H1N1pdm09 (đoạn 

gen 7 mã hóa protein M, đoạn gen 6 mã hóa protein HA, và đoạn gen 4 mã 
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hóa protein NA) dương tính và kết quả khuếch đại với virus cúm A/H5N1 âm 

tính khẳng định trường hợp này nhập viện vì cúm A/H1N1pdm09 chứ không 

phải vì cúm A/H5N1. Kết quả phát hiện vật liệu di truyền của 18 tác nhân 

virus khác của dự án SISEA đều âm tính (số liệu không được nêu ra ở nghiên 

cứu này) có thể hướng tới khẳng định nguyên nhân tử vong của bệnh nhân 

này là cúm A/H1N1pdm09. Theo phân tích của tác giả Field và cộng sự, quá 

trình làm sạch virus cúm ở đường hô hấp nhờ interferon và đáp ứng miễn dịch 

gây độc qua trung gian tế bào phụ thuộc kháng thể (Antibody-Dependent 

Cellular Cytotoxicity - ADCC), tế bào diệt tự nhiên (Natural Killer - NK) và 

tế bào lympho T [1]. Đáp ứng miễn dịch ở người có tuổi bị hạn chế, đây có 

thể là một trong số các lý do gây tử vong của bệnh nhân này. Do không có 

thông tin khác nên chúng tôi không phân tích được nguyên nhân tử vong liên 

quan đến các bệnh lý kèm theo. 

Bảng 3.3 và Hình 3.14 cho thấy, tỷ lệ nhiễm virus cúm B là 6,4%, khá 

ổn định giữa các năm (6,8%; 6,6%; và 5,8%) (p>0,05) trong khi virus cúm A 

chiếm 1,9%, lại dao động (4,2; 0,4; và 1,6%) (p<0,01), điều này có thể do 

năm 2009, số lượng mắc cúm A được phát hiện rơi vào thời điểm trước khi 

đại dịch cúm A/H1N1pdm09 xảy ra. Tỷ lệ nhiễm cúm A/H1N1pdm09 là 

10,4%, tỷ lệ phát hiện khác biệt có ý nghĩa giữa các năm (p<0,0005). Đại dịch 

xảy ra năm 2009, số lượng bệnh nhân mắc nhiều nên tỷ lệ nhiễm cao nhất 

(24,1%), năm 2010, tỷ lệ dương tính chỉ còn 0,2% do đây là giai đoạn cuối 

của đại dịch và trong quần thể có thể đã có miễn dịch với chủng virus mới 

này. Năm 2011, tỷ lệ nhiễm là 10,5%, như vậy đây là vụ dịch mới. Do bệnh 

phẩm chỉ được thu thập đến tháng 6 năm 2011 nên có thể đây chưa phải là 

con số thống kê cuối cùng. Con số mắc cúm A/H1N1pdm09 của từng năm 

tương đồng với các công bố của nhiều tác giả Việt Nam và quốc tế 

[61],[62],[64],[85],[86],[123],[150]. 
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Có thể có một tỷ lệ bảo vệ chéo giữa cúm A/H1N1pdm09 và cúm mùa 

A/H1N1 nên tỷ lệ nhiễm cúm mùa A giảm đi rõ rệt vào năm 2010 và 2011 

(p<0,0005) hoặc cũng có thể do đặc điểm sinh học của virus cúm, khi có một 

chủng virus cúm mới xuất hiện thì nó thường chiếm ưu thế hơn những chủng 

đã tồn tại trước đó [1],[38],[45]. Nghiên cứu này không xác định phân típ cúm 

mùa A nên không thể phân tích được phân típ của chủng lưu hành trước và 

sau khi xuất hiện đại dịch. Nguyên nhân chính làm dịch cúm xảy ra hàng năm 

là do sự đa dạng kháng nguyên làm xuất hiện liên tục các biến chủng mà có 

thể không chịu tác dụng của miễn dịch từ những lần nhiễm cúm trước và gây 

tái nhiễm [1],[38]. Hiện tượng thay đổi đột ngột kháng nguyên chính là 

nguyên nhân của các vụ đại dịch cúm, trong đó có đại dịch cúm 

A/H1N1pdm09 [83]. Điều này giải thích tại sao tỷ lệ nhiễm cúm 

A/H1N1pdm09 rất cao vào năm 2009 và giảm xuống một cách rõ rệt còn 

0,2% ở năm tiếp theo. 

Cũng theo tác giả Field và cộng sự, virus cúm truyền bệnh từ người 

sang người qua đường không khí, điều này giải thích hình thái xuất hiện bệnh 

đột ngột và mức độ lan truyền dịch nhanh trong cộng đồng [1]. Virus cúm 

truyền bệnh từ người sang người do dịch tiết được đào thải qua các hạt không 

khí 1-5μm, chủ yếu do ho. Vị trí xâm nhập là lớp màng nhày chứa thụ thể bao 

phủ niêm mạc đường hô hấp và cây khí phế quản. Lượng virus trong dịch tiết 

và mức độ trầm trọng của bệnh tương quan tuyến tính với nhau. Virus có mặt 

trong dịch tiết khoảng 3-5 ngày ở người lớn và lâu hơn ở trẻ nhỏ hoặc người 

lớn có lâm sàng thể nặng, hiếm khi phát hiện được virus trong máu 

[1],[38],[44],[45]. Cơ sở lý thuyết này cùng với hiện tượng thay đổi đột ngột 

kháng nguyên giải thích tại sao đại dịch cúm A/H1N1pdm09 lại có tỷ lệ 

nhiễm rất cao năm 2009, hình thái dịch hình chữ ‘V” và “W” của cúm mùa và 

cúm đại dịch, và thời gian kéo dài dịch cúm tại địa phương [44]. 
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Nghiên cứu này không phát hiện được trường hợp nào nhiễm cúm gia 

cầm A/H5N1 ở người. Kết quả nghiên cứu phù hợp với một số công bố của 

các nước thuộc cùng dự án và trong khu vực [62],[82],[86]. Mặc dù vậy, có tử 

vong và con số 18,7% dương tính với cúm (chưa tính 0,5% dương tính với 

cúm C) và chiếm 29,3% trong tổng số các mẫu dương tính với virus cho thấy 

vai trò quan trọng của virus cúm gây SARI ở trẻ em tại tỉnh Hải Dương (Hình 

3.14 và Hình 3.15). Một tỷ lệ nhiễm cúm cao cũng phù hợp với một số nghiên 

cứu trong cùng khuôn khổ dự án [85],[123],[150]. 

Do nghiên cứu không thu thập bệnh phẩm của tất cả các bệnh nhân đáp 

ứng định nghĩa ca bệnh nên chúng tôi không thể tính và phân tích theo tỷ lệ 

nhiễm mới (incidence) hay tỷ lệ hiện nhiễm (prevalence). 

Hình 3.16 cho thấy tỷ lệ đồng nhiễm của cúm với một tác nhân virus 

khác trong 2,5 năm nghiên cứu liên tục là 10,5%, một con số khá cao và 

tương đồng với các nghiên cứu khác [123],[150]. Trong số này, đồng nhiễm 

cúm B cao nhất, chiếm tới 18,5%, tiếp đó là đồng nhiễm cúm mùa A chiếm 

8,3% và đồng nhiễm cúm A/H1N1pdm09 thấp nhất với 5,3%. Tỷ lệ đồng 

nhiễm cúm với 2 tác nhân virus khác chiếm 3,4% và không có trường hợp nào 

cùng lúc nhiễm 4 virus. Tỷ lệ đồng nhiễm cao và mức độ đồng nhiễm nhiều 

với cùng lúc có thể nhiễm tới 3 tác nhân virus (Bảng 3.5) cũng là một khó 

khăn khi xác định tác nhân gây bệnh chính, nhất là khi phản ứng định lượng 

trực tiếp không được áp dụng cho từng tác nhân và đây là một nghiên cứu mô 

tả chứ không phải là một nghiên cứu bệnh-chứng. Trong số các tác nhân đồng 

nhiễm, HRV và hMPV chiếm cao nhất, bao gồm cả đồng nhiễm với 1 và 2 tác 

nhân virus. Điều này có thể giải thích là do hiện tượng cùng lưu hành của 

virus cúm và các virus khác, trong đó HRV và hMPV là 2 trong số các virus 

có tỷ lệ nhiễm cao nhất, tương ứng là 17,4% và 5,0% [123],[150-152]. Ngoài 

ra, HRV là virus đường ruột, không có vỏ ngoài nên khá bền vững, lưu hành 
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quanh năm, thời gian đào thải tới vài tuần, và theo một số nghiên cứu thì virus 

này còn được phát hiện ở cả người lành nên tỷ lệ nhiễm và đồng nhiễm với 

HRV có thể cao hơn các tác nhân khác [153]. Một nghiên cứu khác trong 

cùng khuôn khổ dự án, Nguyễn Thị Thường và cộng sự đã chứng minh được 

sự tương quan chặt chẽ (R=0,95) giữa tỷ lệ nhiễm và tỷ lệ đồng nhiễm của 

hMPV với các tác nhân virus khác [154]. Nhiễm và đồng nhiễm các virus 

cúm có thể cũng tương tự. Kết quả này cho thấy việc giám sát virus học, dịch 

tễ học hàng loạt tác nhân và định lượng từng virus trong chẩn đoán có thể 

đóng một vai trò quan trọng góp phần xác định nguyên nhân gây bệnh thực 

sự. Một điểm đáng lưu ý trong nghiên cứu này là có hiện tượng đồng nhiễm 

giữa các virus cúm với nhau như cúm mùa A và cúm B, cúm B và cúm 

A/H1N1pdm09, cúm A/H1N1pdm09 và cúm C. Bằng chứng này cho thấy vai 

trò quan trọng trong nghiên cứu bệnh học cúm do hiện tượng tái tổ hợp giữa 

các chi cúm có thể làm biến đổi về độc lực và khả năng lây bệnh ở người 

[1],[44],[45]. Kết quả của nghiên cứu này cũng phù hợp với những công bố 

trước đây rằng cúm A và B có thể đồng thời lưu hành trong cùng một năm và 

sự lưu hành của virus này không ảnh hưởng đến sự lưu hành của virus khác 

và ngược lại. Theo nhiều tác giả, trong cùng một năm thường chỉ có một phân 

típ cúm A nổi lên, do đề tài nghiên cứu này không xác định phân típ cúm A 

nên chúng tôi không phân tích sự lưu hành của các phân típ và đồng nhiễm 

giữa các phân típ [1],[38],[44]. 

So sánh với số liệu của Viện Pasteur Thành phố Hồ Chí Minh thực hiện 

tại Bến Tre trong cùng khuôn khổ hợp tác nghiên cứu, tỷ lệ nhiễm cúm 

A/H1N1pdm09, cúm mùa A, và cúm B tương ứng là 1,4%, 2,7%, và 1,0%. 

Cúm tại Miền Nam thường lưu hành vào mùa hè và có hiện tượng chuyển 

sang tháng 5-7. Điều kiện thời tiết có thể là một trong số các lý do làm kết 

quả khác biệt giữa 2 đơn vị nghiên cứu [61],[150]. 
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So với nghiên cứu của Thẩm Chí Dũng và cộng sự tại một xã của 

huyện Cẩm Sơn, cũng thuộc tỉnh Hải Dương, nghiên cứu này cũng có một số 

điểm tương đồng là đỉnh nhiễm cúm A/H1N1pdm09 đều rơi vào tháng 9 và 

tháng 10 năm 2009. Chúng tôi không so sánh được tỷ lệ và sự lưu hành của 

cúm mùa A và cúm B vì nghiên cứu của Thẩm Chí Dũng có cỡ mẫu được xét 

nghiệm nhỏ (54 mẫu) [64]. 

So với các con số của Trung tâm cúm quốc gia và Khoa Dịch tễ Viện 

Vệ sinh Dịch tễ Trung ương tổng hợp số liệu cúm toàn quốc bằng xét nghiệm 

RT-PCR, kết quả của đề tài này có tỷ lệ nhiễm cúm nhìn chung thấp hơn so 

với số liệu của nghiên cứu giám sát trọng điểm ILI (22%), điều này có thể 

giải thích do trong công bố của Nguyễn Thu Yến và cộng sự, đối tượng 

nghiên cứu được giám sát ở cộng đồng, chỉ có triệu chứng cúm, không phải 

bệnh nhân SARI nhập viện nên định nghĩa ca bệnh rộng hơn nhiều so với 

SARI. Khi so sánh với số liệu của bệnh nhân phải nhập viện, tỷ lệ dương tính 

của nghiên cứu này vẫn thấp hơn so với con số nghiên cứu của Nguyễn Thu 

Yến và cộng sự (19%) do nhóm bệnh nhân ILI mặc dù phải nhập viện nhưng 

định nghĩa ca bệnh vẫn rộng hơn SARI [62],[86].  

So với nghiên cứu về SVP giai đoạn 2006-2012 trên 888 bệnh nhân 

viêm phổi nặng của Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương (Nguyễn Thu Yến và 

cộng sự), tỷ lệ dương tính với cúm nói chung (A/H1N1, A/H3N2, A/H5N1, 

A/H1N1pdm2009, và cúm B) là 145 ca chiếm 14,0%, trong khi kết quả của 

đề tài này lại cao hơn (18,7%), rõ ràng có tiệm cận hơn nhưng vì nghiên cứu 

của Nguyễn Thu Yến và cộng sự chỉ nhằm vào các bệnh nhân viêm phổi nặng 

nên có thể định nghĩa ca bệnh lại chặt chẽ hơn so với nghiên cứu của dự án 

SISEA là SARI mà không cần phải chẩn đoán xác định SVP. Cả hai số liệu 

đều đáng tin cậy do cỡ mẫu rất lớn (1273 và 1034 mẫu) [62],[86].  
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Trong nghiên cứu này, tỷ lệ dương tính ở bệnh nhân SARI từ cao đến 

thấp là A/H1N1pdm09 (10,4%), cúm B (6,4%) và A/H1N1 và A/H3N2 

(1,9%), tương đương với nghiên cứu SVP của Nguyễn Thu Yến và cộng sự, 

trong đó A/H1N1pdm09 chiếm tỷ lệ cao nhất là 7,1%, cao hơn so với các loại 

cúm khác [62],[86]. 

So sánh với nghiên cứu trên bệnh nhân SARI năm 2011-2012 của 

Nguyễn Thu Yến và cộng sự tiến hành trên 1578 bệnh nhân ở 5 cơ sở y tế, tỷ 

lệ nhiễm cúm A/H1N1pdm09, A/H1N1 và A/H3N2, cúm B, và A/H5N1 lần 

lượt là 2,9% (1,1-4,4%), 1,5% (0-2,2%), 3,9% (0-5,8%), và 0,1 (0-0,3%). 

Như vậy mặc dù vẫn có sự khác biệt trong định nghĩa ca bệnh, quy trình xét 

nghiệm nhưng số liệu của đề tài này về cúm mùa A và cúm B rất gần với số 

liệu của nghiên cứu của Nguyễn Thu Yến và cộng sự, trừ trường hợp cúm 

A/H1N1pdm09 do năm 2011-2013, phân típ cúm A này vẫn còn lưu hành 

nhưng không chiếm ưu thế nữa mà chỉ ở một mức thấp. Một số cơ sở nghiên 

cứu của Nguyễn Thu Yến và cộng sự không phát hiện được trường hợp nào 

nhiễm cúm B hoặc cúm A nên có thể ảnh hưởng đến số liệu trung bình (tác 

giả không sử dụng con số trung vị). Tỷ lệ nhiễm cúm có thể khác biệt tùy 

thuộc vào định nghĩa ca bệnh (triệu chứng lâm sàng và thời gian bệnh nhân 

được lấy mẫu), chuẩn hóa theo cơ cấu dân số của khu vực và những yếu tố 

khác. Ngoài ra, một số yếu tố có thể ảnh hưởng đến sự khác biệt của kết quả 

là quy trình xét nghiệm, bao gồm cả trình tự cặp mồi và đầu dò, thời gian lấy 

mẫu làm xét nghiệm, loại phản ứng áp dụng (đơn mồi hay đa mồi).... Mặc dù 

vậy, rõ ràng kết quả của đề tài có nhiều điểm tương đồng so với nghiên cứu 

của Nguyễn Thu Yến và cộng sự khi cùng nghiên cứu trên các bệnh nhân 

SARI [62],[86]. 

So với nghiên cứu cùng khuôn khổ tại Camphuchia, tỷ lệ dương tính 

với cúm A từ năm 2006-2010 tương ứng là 5,8%; 7,7%; 15,3%; 15,2%; và 
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1,4%. Con số nhiễm cúm 2009-2010 có tương quan với nghiên cứu này 

nhưng tác giả không tách biệt tỷ lệ nhiễm cúm mùa A và cúm A/H1N1pdm09 

[150]. Tại Lào, số liệu chỉ được ghi nhận từ 9 tuần cuối cùng của năm 2010 

đến nay với con số thu thập từ 0-26 ca/tuần, tỷ lệ dương tính với cúm A trung 

bình là 9,0% (bao gồm cả cúm A/H1N1pdm09), rất gần với con số 10,4% của 

nghiên cứu này [85]. Tỷ lệ nhiễm cúm của nghiên cứu này cũng nằm trong 

khoảng 5-20%, là con số thống kê mắc cúm của Hoa Kỳ và Pháp [38],[82]. 

Như vậy tỷ lệ nhiễm cúm của nghiên cứu này cũng tương đồng với 

nhiều nghiên cứu khác.  

4.2.3. Phân bố nhiễm cúm theo giới tính, nhóm tuổi và thời gian  

Phân tích theo giới tính, Bảng 3.6 và Hình 3.17 cho thấy nghiên cứu 

này luôn có tỷ lệ nam lớn hơn nữ, cụ thể với cúm mùa A là 2,4 lần (<0,05), 

cúm B là 1,5 lần (p>0,05) và cúm A/H1N1pdm09 là 1,1 lần (p>0,1) và tỷ lệ 

chung là 1,2 lần (p>0,1). Sự khác biệt theo giới của cúm A có ý nghĩa thống 

kê, tuy nhiên, con số này có thể chưa chính xác do số mẫu dương tính của 

cúm A quá nhỏ, chỉ là 24 trường hợp nên chưa có tính đại diện. Với cúm B, tỷ 

lệ nam và nữ giảm xuống còn 1,5 khi tổng số ca dương tính tăng lên 81 

trường hợp. Ngoài ra, một yếu tố có thể làm ảnh hưởng đến tỷ lệ dương tính 

giữa nam và nữ là tỷ lệ đối tượng tham gia nghiên cứu cũng không đồng đều, 

nam/nữ = 1,3 và số liệu không được chuẩn hóa theo cơ cấu dân số của thực 

địa nghiên cứu. Điều này có thể gây ảnh hưởng đến kết quả phân tích tỷ lệ 

nhiễm cúm theo giới tính. Với cúm A/H1N1pdm09, tỷ lệ nam/nữ là 1,1 và sự 

khác biệt này không có ý nghĩa thống kê (p>0,1). Số liệu này có lẽ chính xác 

hơn số liệu của cúm mùa A do số mẫu dương tính lớn hơn (133 mẫu), có tính 

đại diện hơn. Sự không khác biệt về giới tính cũng tương đồng với một số 

nghiên cứu khác của Việt Nam [62],[86]. 
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Phân tích theo nhóm tuổi, nhóm trẻ dưới 12 tháng tuổi nhiễm cúm mùa 

A và B là 5,9%, tỷ lệ này của nhóm 1-5 tuổi là 23,1%. Như vậy, có tới 29,0% 

số trẻ em dưới 5 tuổi được chẩn đoán SARI phải nhập viện tại Hải Dương, 

nhiều hơn một cách có ý nghĩa thống kê (p<0,001) so với các nhóm còn lại là 

5-18 tuổi (10,1%), 19-64 tuổi (3,4%), và >64 tuổi (1,3%) (Bảng 3.7). Đây là 

một trong số các bằng chứng cho thấy gánh nặng bệnh tật của cúm gây SARI 

ở trẻ em và phải nhập viện. Đề tài này không phân tích gánh nặng bệnh tật 

theo thời gian nằm viện của từng nhóm tuổi. 

Hình 3.18 cho thấy cúm mùa chủ yếu gây bệnh ở trẻ nhỏ, đây có thể 

phù hợp với biểu đồ diễn biến của cúm, đó là hình chữ “V”, nghĩa là 2 nhóm 

tuổi bị tấn công nhiều nhất là trẻ nhỏ và người có tuổi [1],[44],[45]. Tuy 

nhiên, do đặc điểm đối tượng tham gia của nghiên cứu này có tới 63,3% là trẻ 

em, nhóm >64 tuổi rất ít (4,1%) nên chỉ có thể nhìn thấy nhánh trẻ em mà 

không thể nhìn thấy nhánh còn lại của hình chữ “V”. Đây là một trong số 

những hạn chế của nghiên cứu.  

Ngược lại, cúm A/H1N1pdm09 lại có số mắc chủ yếu rơi vào nhóm 6-

18 tuổi, tiếp theo là các nhóm 1-5 tuổi và 19-64 tuổi. Do số mẫu dương tính 

không nhiều nên chúng tôi không chia nhỏ hơn nhóm tuổi mắc cúm. 

Một điểm lý thú của nghiên cứu là cúm A/H1N1pdm09 có lẽ cũng tuân 

theo biểu đồ diễn biến của một virus cúm đại dịch, đó là hình chữ “W” với 3 

đỉnh là trẻ nhỏ, nhóm tuổi thanh niên và người trẻ tuổi; và nhóm người có tuổi 

[44]. Trong nghiên cứu này, chỉ trong vòng 2 tháng diễn ra đại dịch cúm, có 

tới 46,6% số ca bệnh rơi vào nhóm tuổi trẻ lớn và thanh niên (6-18 tuổi) và 

chiếm tới 72,1% các ca dương tính của nhóm tuổi này. Hai đỉnh nhóm tuổi 

mắc cúm mùa và cúm đại dịch khác biệt rõ rệt (Hình 3.18). Tuy nhiên, cũng 

giống với kết quả phân tích cúm mùa, virus cúm đại dịch có số đối tượng 
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nghiên cứu ở nhóm >64 tuổi thấp nên không nhìn được nhánh người có tuổi. 

Ngoài ra, chúng tôi cũng đồng ý với phân tích của CDC Hoa Kỳ rằng có thể 

do đặc điểm tích hợp của virus cúm A/H1N1pdm có gen HA khởi nguồn từ 

chủng A/H1N1pdm1918 nên có thể có hiện tượng bảo vệ chéo cho nhóm đối 

tượng >64 tuổi, vì vậy với trường hợp cúm đại dịch, nhánh còn lại của hình 

“W” không xuất hiện rõ ràng [81]. 

Phân tích nhiễm cúm theo thời gian, cũng giống với nhiều số liệu tại 

trang mạng http://www.flunet.int.com, trước khi đại dịch cúm A/H1N1pdm09 

xuất hiện, tại tỉnh Hải Dương vẫn đồng thời có sự lưu hành của cả cúm A và 

cúm B. Khi cúm đại dịch xuất hiện, vẫn còn một số trường hợp nhiễm cúm B 

và sau khi kết thúc đại dịch, cúm B lại tiếp tục chiếm ưu thế và đồng thời vẫn 

có sự lưu hành của cúm mùa A. Như vậy, sự lưu hành cúm B không chịu sự 

tác động của lưu hành cúm mùa A và ngược lại và dường như khi chủng cúm 

đại dịch xuất hiện, nó chiếm ưu thế hơn so với các chủng cúm khác. Hình 

3.19 cho thấy sự lưu hành đồng thời của cả cúm mùa A và cúm B vào năm 

2009 và 2011, một nguy cơ gây tái tổ hợp các virus cúm tại tỉnh Hải Dương. 

Năm 2009, đỉnh nhiễm cúm mùa A và cúm B xảy ra từ tháng 4-6. Đại dịch 

xảy ra vào tháng 9/2009 - 3/2010. Đỉnh cúm B kéo dài ở giai đoạn tháng 10-

01 và tháng 4-5 của năm 2011. Diễn tiến của cúm tại tỉnh Hải Dương cũng 

giống với mô hình chung của Việt Nam và nhiều nước khác (Hình 1.9 và 

Hình 3.19) [62],[64],[86].  

Tại Camphuchia, cúm A thường lưu hành vào tháng 8-11. Cúm B lưu 

hành quanh năm và cúm A/H1N1pdm09 cùng lưu hành với cúm B vào những 

tháng cuối năm 2009 [82],[150]. Số liệu không giống hoàn toàn với lưu hành 

cúm ở nghiên cứu này mà khá tương đồng với kết quả của Thái Lan hoặc 

Thành phố Hồ Chí Minh, lý do có thể do điều kiện khí hậu của Camphuchia 
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giống với miền Nam Việt Nam và Thái Lan hơn là miền Bắc Việt Nam 

[61],[82].  

Tại Lào, cúm lưu hành chủ yếu vào quý IV năm trước tới hết quý I năm 

sau (mùa đông-xuân). Những tuần cuối của 2010 có sự lưu hành đồng thời 

của cả cúm A/H1N1pdm09 và cúm B. Năm 2011, chủ yếu là cúm A/H3 và 

cúm B, tập trung vào những tháng cuối năm. Như vậy, kết quả nghiên cứu của 

Lào cũng có một số điểm tương đồng với nghiên cứu này [82],[85].  

Lưu hành cúm tại nghiên cứu này khác với công bố của Úc là giữa 

năm, có thể do Úc ở bán cầu khác Việt Nam nên tuân thủ mô hình cúm của 

khu vực nam bán cầu [82]. 

Tỷ lệ nhiễm virus cúm ở một số nghiên cứu khác của cùng khuôn khổ 

dự án cao rõ ràng ở quý IV và I khi so với quý II và III [123]. Tuy nhiên, ở 

nghiên cứu này, tỷ lệ nhiễm cúm mùa A và B cao nhất ở quý II (34 mẫu, 

chiếm 45,7%), sau đó là quý IV (27 mẫu, chiếm 25,7%), quý I (23 mẫu, 

chiếm 21,9%) và sự khác biệt giữa các quý I, II, IV không có ý nghĩa thống 

kê với p>0,05. Riêng quý III, tỷ lệ nhiễm virus cúm thấp hơn hẳn với 7 mẫu, 

chiếm 6,7% (p<0,01) (Bảng 3.8).  Kết quả này gợi ý rằng tại Hải Dương, các 

virus cúm thường gây gánh nặng bệnh tật và nhập viện cho trẻ em gần như 

quanh năm, chỉ trừ những tháng hè-thu.  

Chúng tôi cũng tin rằng đây là một trong số các số liệu đầu tiên của Hải 

Dương về một số đặc điểm dịch tễ học của cúm ở bệnh nhân SARI trong suốt 

2,5 năm nghiên cứu.  

4.3. Bước đầu xây dựng phương pháp xác định hiệu giá vắc xin sởi đơn 

bằng real-time RT-PCR  

4.3.1. Thử nghiệm tối ưu hóa các điều kiện phản ứng 

4.3.1.1. Bàn luận về thời gian gặt ARN và độ pha loãng vắc xin 
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Các tài liệu kinh điển về đặc điểm sinh học virus sởi đã thừa nhận chu 

kỳ nhân lên của sởi rất nhanh, chỉ mất vài giờ nên số bản sao ARN bên trong 

tế bào gây nhiễm sau 24 giờ rất cao và nhờ những ứng dụng rộng rãi của real-

time mà phương pháp định lượng số bản sao ARN bên trong tế bào gây nhiễm 

cho phép đọc kết quả chỉ sau 24 giờ cấy mà không cần theo dõi CPE hay 

TCID50, đây là cơ sở để xây dựng một phương pháp cho kết quả nhanh và có 

tính tự động hóa cao [1],[3]. Real-time PCR/RT-PCR đã được áp dụng để 

phát hiện ADN và ARN trong các mẫu bệnh phẩm cũng như vắc xin nên việc 

thực hiện rất thuận lợi, chỉ cần các thiết bị và đào tạo cơ bản [5-

8],[22],[32],[34-36],[121],[124],[155].  

Hiệu giá của vắc xin sởi đơn, sống giảm độc lực tại Việt Nam (cả vắc 

xin mẫu chuẩn và vắc xin thành phẩm) ổn định và luôn đạt 103-104 PFU/liều 

0,5ml [99]. Cùng với thử nghiệm thăm dò xác định hiệu giá với các độ pha 

loãng khi gây nhiễm vắc xin là đặc đến 10-7 (số liệu không được chỉ ra trong 

nghiên cứu này), chúng tôi xác định được chỉ cần sử dụng 5 độ pha loãng bậc 

10 là đặc đến 10-4 và chứng tế bào là đủ vì khi pha loãng >10-4 thì không có 

CPE nữa. Ngoài ra, các tài liệu cũng chứng minh rằng pha loãng virus bậc 10 

là đủ để đánh giá sự khác biệt trong đáp ứng sinh học [2],[156]. 

Bảng 3.10 cho thấy có thể đo lường được hiệu giá ARN 24 giờ sau cấy 

ở nồng độ đặc và 10-1, dao động trong khoảng [1,10x103-8,35x104] bản 

sao/5μl khuôn mẫu ([3,37x104-8,35x104] với đặc và [1,10x103-1,56x103] với 

10-1), như vậy kết quả đều rơi vào khoảng tuyến tính của gam chuẩn ngoài 

(101-106 bản sao) nên đảm bảo được độ tin cậy. Mặc dù có thể phát hiện được 

ARN ở độ pha loãng vắc xin 10-2 nhưng hiệu giá rất thấp, dao động trong 

khoảng [2,00x100-4,67x100], nằm ngoài khoảng tuyến tính của gam chuẩn 

(<10 bản sao) nên không đảm bảo độ tin cậy của kết quả. Không phát hiện 
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được ARN ở nồng độ pha loãng 10-3 và 10-4. Hiệu giá ARN trong thử nghiệm 

thăm dò cao hơn hiệu giá PFU khoảng 1,83x103 lần. 

Ở 48 và 72 giờ, có thể đo lường được ARN ở các nồng độ từ 10-1 đến 

10-3, thậm chí 10-4 nhưng 10-1 và 10-2 có hiệu giá ARN rơi ra ngoài khoảng 

tuyến tính của gam chuẩn ngoài (>107 bản sao - cực đối nghịch) nên cũng 

không đảm bảo độ tin cậy của kết quả (Bảng 3.10 và Hình 3.20). Kết quả này 

chứng minh được thời gian tối ưu để gặt ARN là 24 giờ và nồng độ pha loãng 

vắc xin là đặc và 10-1. Khi so sánh với thời gian đọc công hiệu thông thường 

là 9 ngày, rõ ràng 24 giờ có một ưu điểm rõ ràng, điều này thật sự hữu ích khi 

thị trường có nhu cầu vắc xin gấp. 

4.3.1.2. Bàn luận về phương pháp gặt ARN 

Sử dụng TpLR xử lý ARN bên trong tế bào phức tạp hơn ở dịch nổi 

nhưng lại cho phép đọc kết quả sớm hơn và pha loãng vắc xin 10-1 thì các 

chất ức chế trong vắc xin có thể không ảnh hưởng đến quá trình nhân lên của 

virus [7]. Trên thực tế, khi so sánh với các phương pháp tách chiết sử dụng bộ 

sinh phẩm thương mại thì cả 3 phương pháp tách chiết ARN đều cho kết quả 

như nhau, với hệ số R từng cặp dao động trong khoảng 0,96-0,99 ở cả 24, 48, 

và 72 giờ và không có sự khác biệt tuyệt đối về số lượng bản sao ARN 

(p>0,05).  

Acid nucleic có thể được tách chiết từ virus, vi khuẩn, nấm, thực vật, 

môi trường, plasmid, và bệnh phẩm từ động vật hay người (máu, dịch não tủy, 

đờm, phân, nước tiểu, tiêu bản, mô sinh thiết tươi hay đúc trong nến 

paraffin...) tùy theo mục đích áp dụng trong chẩn đoán phòng thí nghiệm hay 

trong nghiên cứu và sản xuất [28-30],[157-162]. Trong trường hợp này, ARN 

không được gặt từ dịch nổi (ngoài tế bào) mà được gặt từ bên trong tế bào 

Vero gây nhiễm virus sởi và nhằm mục đích nghiên cứu. 
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Tách chiết acid nucleic là bước vô cùng quan trọng trước khi tiến hành 

PCR/RT-PCR [47]. Mặc dù có rất nhiều phương pháp song về mặt nguyên lý, 

một thường quy cụ thể cần phù hợp với từng loại tác nhân, tổ chức mà ta cần 

tách chiết vì cấu trúc và thành phần của các tổ chức rất khác nhau [28-

30],[157-164]. Một đặc điểm chung của các phương pháp tách chiết là trước 

tiên tế bào hoặc virus được phá hủy để giải phóng acid nucleic, sau đó acid 

nucleic được tách rời ra khỏi các thành phần khác như protein, lipid và 

carbohydrate [47]. Quá trình tách chiết ARN phức tạp và khó hơn nhiều so 

với ADN do enzyme phá hủy ARN là ribonuclease có mặt ở khắp mọi nơi 

trong tế bào và tổ chức. Điều quan trọng là tại thời điểm phá hủy tế bào hay tổ 

chức - là thời điểm tính toàn vẹn của ARN bị đe dọa - thì các chất làm biến 

tính nuclease phải tiếp xúc được với các thành phần trong tế bào. Để thành 

công, các thường quy tách chiết ARN thường phải sử dụng các chất gây biến 

tính mạnh như GITC, LiCL, SDS, phenol. Sự có mặt của EDTA là rất quan 

trọng để ức chế các nuclease có trong mẫu. Để giữ ARN trong thời gian ngắn, 

có thể dùng đệm EDTA 0,1mM hay đệm TE và điều kiện nhiệt độ -20oC, để 

giữ ARN trong thời gian dài thì bảo quản ở -80oC. Ion Mg2+ và các ion kim 

loại khác thủy phân không đặc hiệu các vị trí cắt trong ARN do vậy cần thêm 

EDTA trong môi trường bảo quản nếu cần giữ ARN nguyên vẹn [47],[28-

30],[157-164]. ARN của nghiên cứu này được bảo quản ở -80oC và dung dịch 

TpLR là đệm Tris HCL pH=8 chứa 50mM KCL, 50mM MgCL2, 0,45% 

Nonidet-P40, và 0,45% Tween 20 đáp ứng được đầy đủ yêu cầu của nguyên 

lý tách chiết và bảo quản ARN. 

Đặc biệt, Bảng 3.11 cho thấy hiệu giá ARN của cả 3 phương pháp vẫn 

không khác biệt tuyệt đối sau 1 năm bảo quản ở -80oC (p>0,05), như vậy chỉ 

cần sử dụng TpLR, vừa giảm đáng kể khối lượng công việc, tiết kiệm thời 

gian (trung bình chỉ 1-2 phút/mẫu), và tiết kiệm kinh phí tách chiết (kinh phí 
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sinh phẩm trung bình giảm từ 180.000 đồng/mẫu xuống 5.000 đồng/mẫu), 

lượng mẫu thu được nhiều (300μl thay vì 60μl). Đây là một ưu điểm đáng kể 

của nghiên cứu này, đặc biệt khi có một lượng mẫu lớn. Thêm vào đó, chu kỳ 

nhân lên của virus sởi rất nhanh, chỉ mất vài giờ nên ARN trong tế bào rất 

cao, đây là một trong số những đặc điểm sinh học để có thể định lượng ARN 

trong vòng 24 giờ sau gây nhiễm. Như vậy, xét đến quá trình nhân lên của 

acid nucleic thì gặt ARN trong tế bào rất thuận lợi.  

ARN của cả 3 phương pháp sau khi được cất giữ ở -80oC sau 12 tháng 

vẫn ổn định, tương quan chặt chẽ với R từng cặp dao động trong khoảng 0,8-

1,0 và không có sự khác biệt (p>0,05). Cụ thể, sau 12 tháng, lượng ARN gặt ở 

24 giờ ổn định, giữ nguyên được hiệu giá 104-105/5µl với vắc xin đặc và 103 

khi pha loãng 10-1. ARN ở 48 giờ giữ nguyên được hiệu giá 107 với vắc xin 

đặc và 105-106 khi pha loãng 10-1, hiệu giá giảm khoảng 1 Log10 ở độ pha 

loãng 10-2. ARN ở 72 giờ giữ nguyên được hiệu giá 107-108 với vắc xin đặc 

và 106-107 khi pha loãng 10-1, hiệu giá cũng giảm khoảng 1Log10 ở độ pha 

loãng 10-2. Sau 15 tháng, hiệu giá ARN của cả 3 phương pháp tách chiết vẫn 

không bị giảm ở 24 giờ nhưng có giảm đi khoảng 1Log10 ở 48 và 72 giờ và 

sự giảm hiệu giá rõ ràng hơn ở những mẫu >106. Hiệu giá ARN sau khi giữ 

tiếp ở -30oC vẫn ổn định ở 24 giờ nhưng giảm tiếp khoảng 1Log10, tức là 

khoảng 2Log10 so với hiệu giá tại thời điểm ban đầu và hiệu giá cũng giảm rõ 

hơn ở mẫu >106. Nguyên nhân của hiện tượng giảm hiệu giá của những mẫu 

có ARN >106 có thể do trong một thể tích dung dịch đệm bảo quản, lượng 

ARN quá nhiều sẽ bị biến tính nhanh hơn hoặc khi đông-tan băng nhiều chu 

kỳ thì dung dịch có nhiều ARN bị biến tính nhiều hơn, hoặc do lượng ARN 

nằm ngoài khoảng tuyến tính của gam chuẩn làm giảm độ tin cậy của kết quả. 

Đây là một cơ sở nữa để lựa chọn gặt ARN sau 24 giờ cấy vì lượng ARN 

khoảng 103-104/5µl, nằm giữa khoảng tuyến tính nên đảm bảo được độ tin cậy 
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của kết quả và hạn chế ảnh hưởng của sai số ngẫu nhiên và sai số hệ thống 

nếu có. Với số liệu đánh giá tính bền vững của ARN theo điều kiện thời gian 

thực và nhiệt độ thực, kết quả này chứng minh rằng có thể gặt ARN bằng 

TpLR và giữ được ARN ổn định ở -80oC ít nhất sau 12 tháng, tương tự như 

khi tách chiết sử dụng sinh phẩm thương mại Qiagen.  

4.3.1.3. Bàn luận chung về phương pháp 

Kỹ thuật PCR được Tiến sỹ Kary Mullis nghiên cứu và đã được nhận 

giải thưởng Nobel hóa học vì những ứng dụng to lớn của nó [165]. Tuy nhiên, 

phương pháp này cần hệ thống phát hiện sản phẩm PCR gồm nhiều bước, 

nhiều thiết bị và muối ethidium bromide hoặc SYBR để nhuộm sản phẩm 

ADN [47]. Ngoài ra, phương pháp cổ điển này có độ nhạy phát hiện sản phẩm 

thấp (ngưỡng tối thiểu khoảng 102-103 bản sao/5-10l khuôn mẫu), khả năng 

tự động hóa không hoàn toàn, sản phẩm được phân tích chủ yếu dựa vào kích 

thước số cặp ba-zơ nitơ, có thể có nhận định nhầm, không định lượng được 

chính xác số bản sao acid nucleic và phụ thuộc vào số lượng chu kỳ khuếch 

đại của phản ứng [47]. 

Tác giả Higuchi và cộng sự đã phân tích tính động học của PCR bằng 

một hệ thống phát hiện những sản phẩm PCR khi chúng tích tụ lại. Hệ thống 

"real-time" này cho ta một đường cong khuếch đại tương tự đường cong phát 

triển vi khuẩn gồm 3 giai đoạn: tích lũy đến khi dấu hiệu của sản phẩm PCR 

lớn hơn dấu hiệu nền của hệ thống, lũy thừa, và bình nguyên. Do vậy, một 

bức tranh hoàn thiện của cả quá trình PCR được thể hiện rõ hơn chứ không 

phải chỉ là một sản phẩm cuối cùng của phản ứng sau một số chu kỳ nhất định 

[22]. Với real-time PCR, kết quả được phân tích nhanh hơn, ngay trong lúc 

phản ứng đang chạy nên không bị nhiễm sản phẩm từ ngoài vào nhưng lại 

được kiểm soát tốt hơn, tự động hoàn toàn. Gam ARN chuẩn ngoài được sử 
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dụng để định lượng một cách chính xác [22]. Độ nhạy thông thường của real-

time RT-PCR TaqMan là 101-105 bản sao acid nucleic trong 5-10l khuôn 

mẫu. Với TaqMan trong nghiên cứu này, sau bước phiên mã ngược, đầu dò 

đánh dấu FAM-BHQ gắn vào khu vực ADN giữa 2 đoạn mồi, bị phân cắt 

khỏi chuỗi ADN khi ADN polymerase hoạt động nên làm chất huỳnh quang ở 

dạng tự do và phát sáng, vì vậy có thể định lượng kết quả bằng đo tín hiệu 

huỳnh quang sau mỗi chu kỳ. TaqMan là phổ biến nhất trong các kỹ thuật 

real-time PCR do có độ tích lũy tín hiệu huỳnh quang lớn nhất [22], [166]. 

Như vậy, nếu áp dụng phương pháp định lượng trực tiếp, real-time RT-PCR 

vừa có vai trò chẩn đoán, tiên lượng và vừa có vai trò đánh giá đáp ứng sinh 

học.  

Real-time PCR đã được áp dụng để phát hiện ADN và ARN trong các 

mẫu bệnh phẩm của người cũng như các mẫu vắc xin nên việc thực hiện rất 

thuận lợi và chỉ cần các thiết bị cơ bản của một phòng thí nghiệm sinh học 

phân tử và cán bộ thực hiện được đào tạo [5-8],[22],[32],[34-

36],[121],[124],[155]. Trong nghiên cứu, nhiều tác giả đã ứng dụng real-time 

PCR/RT-PCR để xây dựng phương pháp xác định tính nhạy cảm của virus 

với thuốc kháng virus, xác định công hiệu vắc xin trên mô hình động vật hoặc 

tế bào [5-8]. Hiện tại, xác định công hiệu vắc xin bằng real-time RT-PCR 

đang dần được đưa vào khuyến cáo của WHO với sởi và Rota [6],[118],[167]. 

Nghiên cứu này là sự phát triển tiếp theo của những mô hình đã được thử 

nghiệm trước đó và phù hợp với xu thế phát triển chung. 

Một số tác giả nghiên cứu về công hiệu sởi sử dụng vắc xin sống giảm 

độc lực phối hợp (sởi, quai bị, và rubella) nên phải loại bỏ hoàn toàn virus 

rubella và quai bị. Mặc dù bước loại bỏ này có độ tin cậy cao nhưng vẫn cần 

thẩm định [6],[7]. Trong nghiên cứu này, vắc xin sởi của POLYVAC là loại 

đơn, sống giảm độc lực nên không cần bước loại bỏ các virus khác. 
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Phương pháp xác định công hiệu vắc xin sởi sống, giảm độc lực bằng 

real-time RT-PCR được xây dựng trên cơ sở mô hình nghiên cứu sử dụng 

HSV, đã chứng minh được mối tương quan giữa số bản sao ADN bên trong tế 

bào gây nhiễm và PFU [5]. So với phương pháp tạo đám hoại tử, 2 phương 

pháp có cùng bản chất do đều đo lường các hạt virus có hoạt tính (hạt virus có 

khả năng gây nhiễm tế bào), đều dựa trên thử nghiệm nuôi cấy tế bào, đều cấy 

chuyển 1 lần trên nuôi cấy tế bào. Tuy nhiên, tín hiệu phát hiện của 2 phương 

pháp khác nhau. Phương pháp tạo đám hoại tử đo lường số hạt virus có hoạt 

tính ở mức độ tế bào (thông thường mỗi hạt virus tạo một đám hoại tử) nên 

thời gian đọc kết quả lâu hơn (9 ngày). Phương pháp mới cũng đo lường số 

hạt virus có hoạt tính nhưng ở mức độ phân tử qua định lượng ARN bên trong 

tế bào gây nhiễm (ARN của những hạt virus đã xâm nhập vào tế bào), không 

đo lường ARN ở dịch nổi, là ARN bên ngoài tế bào gây nhiễm (ARN của 

phần tử không hoàn chỉnh hoặc hạt virus có thể không có hoạt tính) nên thời 

gian đọc kết quả chỉ mất 24 giờ. Thêm vào đó, virus sởi không có dạng nhiễm 

chậm như một số virus khác như họ Herpesviridae nên không cần phải 

khuếch đại polymerase mới minh chứng là hạt virus đang nhân lên.  

Phương pháp này tránh được nhược điểm của các phương pháp sử dụng 

huyết thanh là đáp ứng kháng thể bị giảm đi ở các đối tượng là trẻ em, người 

có tuổi, suy dinh dưỡng, suy nhược, những người suy giảm hoặc ức chế miễn 

dịch sau ghép, hóa trị liệu, nhiễm virus gây suy giảm miễn dịch, những nhiễm 

trùng bề mặt, nhiễm trùng hô hấp, nhiễm trùng đã thoái lui và có kháng thể 

thụ động như truyền máu hoặc nhiễm trùng bẩm sinh làm kháng thể từ mẹ 

truyền sang con. Ngoài ra, bản thân xét nghiệm cũng có thể gây ra những kết 

quả âm tính giả (ví dụ cạnh tranh của IgG với IgM) [2]. 

Sau cùng, hiện tại chúng ta có ELISA để kiểm soát sản phẩm trong quá 

trình sản xuất (in process control) đối với vắc xin chết nhưng chưa có kỹ 
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thuật tương ứng để kiểm soát sản phẩm trong quá trình sản xuất đối với vắc 

xin sống nên có thể áp dụng kỹ thuật mới cho mục đích này. Ngoài ra, có thể 

nghiên cứu áp dụng kỹ thuật này cho những vắc xin virus sống giảm độc lực 

bài xuất virus ra khỏi tế bào rất thấp và cần rất nhiều thời gian như virus 

varicella-zoster (VZV) và cytomegalovirus (CMV) hoặc nghiên cứu để áp 

dụng cho những vắc xin virus không tạo CPE. 

4.3.2. Công hiệu vắc xin sởi thành phẩm 

Bảng 3.13 là kết quả hiệu giá PFU, hiệu giá ARN của 10 loạt vắc xin 

thành phẩm khi cấy vắc xin ở 3 nồng độ là đặc, pha loãng 10-1 và 10-2, và hiệu 

giá ARN định lượng trực tiếp từ vắc xin thành phẩm mà không qua cấy virus 

trên tế bào Vero. Kết quả cho thấy hiệu giá PFU tương quan với hiệu giá 

ARN cấy vắc xin đặc (R=0,67), tương quan chặt chẽ với vắc xin pha loãng 

10-1 (R=0,90), và vắc xin pha loãng 10-2 (R=0,88). Hiệu giá PFU tương quan 

chặt chẽ với hiệu giá ARN chung (R=0,80). Hiệu giá PFU không tương quan 

với hiệu giá ARN tách chiết trực tiếp từ vắc xin thành phẩm (R <0,4), lý do có 

thể do quá trình sản xuất vắc xin là từ dịch nổi nuôi cấy tế bào. Như vậy hai 

phương pháp xác định công hiệu vắc xin sởi bằng PFU và ARN bên trong tế 

bào gây nhiễm tương quan chặt chẽ với nhau theo thang phân loại R gồm 4 

cấp độ và hệ số tương quan chặt chẽ nhất ở nồng độ pha loãng vắc xin 10-1. 

Điều này có thể do khi cấy vắc xin đặc, một số thành phần có trong vắc xin có 

thể ức chế quá trình nhân lên của virus hoặc do lượng virus quá nhiều có thể 

tạo ra một tỷ lệ thấp hơn những phần tử có tính gây nhiễm. Kết quả này cũng 

trùng khớp với kết quả thăm dò trên vắc xin mẫu chuẩn M-0107 và một lần 

nữa khẳng định có thể xác định hiệu giá vắc xin ở 2 nồng độ cấy là đặc và pha 

loãng 10-1 nhưng độ pha loãng vắc xin tối ưu là 10-1. 

Hiệu giá ARN của 10 loạt vắc xin đều rất ổn định, dao động trong 

khoảng [2,36x107-6.00x107] trong khi hiệu giá PFU dao động trong khoảng 
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[8,75x103-1,43 x104]. Hiệu giá ARN trung bình cao hơn hiệu giá PFU 3,1 

x103 lần và hiệu giá ARN thành phẩm trung bình cao hơn hiệu giá PFU 1,4 

x102 lần.  

Kết quả này khẳng định tính ổn định hiệu giá ARN của vắc xin sởi sản 

xuất tại Việt Nam. Hay nói cách khác, có thể xác định hiệu giá vắc xin sởi ở 

mức độ phân tử rất sớm trong vòng 24 giờ, hiệu giá này rất ổn định và cao 

hơn hiệu giá kiểu hình khoảng 3000 lần. 

Hình 3.22 cho thấy kết quả theo dõi xu hướng hiệu giá PFU (a) và 

ARN (b) của 10 loạt vắc xin thành phẩm qua 4 năm sản xuất liên tục từ 2010 

đến 2013. Sự khác biệt hiệu giá PFU giữa các loạt là 0,21Log10 và các kết 

quả luôn ổn định trong khoảng ±2SD, đáp ứng được yêu cầu của Dược điển 

Châu Âu và WHO cho các thử nghiệm sinh học làm trên nuôi cấy tế bào 

(tương ứng 0,3Log10 và 0,5Log10 và khoảng ±3SD) [156],[168-170]. Biểu 

đồ theo dõi xu hướng hiệu giá ARN và PFU rất tương đồng với nhau. Sự khác 

biệt hiệu giá ARN là 0,41Log10 và luôn thuộc khoảng ±2SD. Hiệu giá ARN 

khác biệt giữa các loạt nhiều hơn PFU có thể vì khả năng đo lường ARN nhạy 

hơn đám hoại tử nhưng cũng luôn <0,5Log10. Với một thử nghiệm sinh học, 

kết quả theo dõi xu hướng nằm trong khoảng ±2SD cho phép khẳng định ở 

mức độ phân tử tính ổn định cao của vắc xin sởi sản xuất tại Việt Nam, giai 

đoạn 2010-2013 [171-173]. 

Sản xuất vắc xin sởi là từ dịch nổi của nuôi cấy chủng virus trên nuôi 

cấy tế bào và ARN tách chiết trực tiếp từ vắc xin thành phẩm không tương 

quan với hiệu giá PFU cho thấy kết quả này có tính logic do PFU đo lường 

hạt virus có hoạt tính gây nhiễm nên không tương quan với ARN trong dịch 

nổi (ARN ngoài tế bào), là ARN của các phần tử không hoàn chỉnh và của hạt 

virus không có tính gây nhiễm [1],[99]. Kết quả này trái ngược hẳn với hệ số 

tương quan giữa PFU và ARN nằm bên trong tế bào gây nhiễm. Mặc dù vậy, 
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rõ ràng lượng ARN được tách chiết từ vắc xin thành phẩm nằm trong khoảng 

tuyến tính của gam chuẩn, việc định lượng cực kỳ dễ dàng, đơn giản. Các thử 

nghiệm sinh học đôi khi không cần phải tương quan với nhau mà điểm rất 

quan trọng là phải ổn định. Số liệu ban đầu của nghiên cứu này cho thấy, hiệu 

giá ARN của vắc xin thành phẩm rất ổn định, luôn nằm trong khoảng tuyến 

tính, chính xác trong khoảng ±2SD và cao hơn hiệu giá PFU khoảng 1,4 x102 

lần nên có thể đây cũng là cơ sở để xây dựng phương pháp kiểm định hiệu giá 

ARN trực tiếp từ vắc xin thành phẩm [156]. 

4.3.3. Thẩm định phương pháp 

Theo khuyến cáo của WHO, quá trình thẩm định thực sự phức tạp và 

chỉ được thực hiện sau khi phương pháp đã được xây dựng và tối ưu [156]. 

Sau khi đã tối ưu hóa điều kiện phản ứng, cần xác định các tiêu chí chấp 

nhận, viết quy trình thực hành chuẩn (Standard Operating Prodecure - SOP) 

cho thẩm định và tiến hành bước tiền thẩm định (pre-validation) với ít nhất 6 

mẫu thử nghiệm. Sau khi kết quả thẩm định đạt theo các tiêu chí đặt ra, có thể 

áp dụng quy trình như các thử nghiệm thường quy. Nếu kết quả thẩm định 

chưa đạt thì phải xây dựng và tối ưu hóa lại điều kiện phản ứng cũng như các 

tiêu chí chấp nhận của nghiên cứu thẩm định. Như vậy nghiên cứu này tuân 

thủ đúng quá trình thẩm định và đang ở giai đoạn tiền thẩm định (Hình 4.4). 

Nghiên cứu này xây dựng một phương pháp mới nên phải tiến hành 

thẩm định hoàn toàn, không phải thẩm định bán phần hay xác nhận phương 

pháp. Riêng chất lượng cặp mồi và đầu dò được tiến hành xác nhận phương 

pháp theo kết quả thẩm định phương pháp của phòng thí nghiệm virus sởi, 

CDC Hoa Kỳ [121]. Các tiêu chí thẩm định bao gồm độ đúng, độ chính xác, 

ngưỡng phát hiện và ngưỡng định lượng, độ tuyến tính, độ đặc hiệu và tính 

chọn lọc, và độ mạnh [156]. 
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Hình 4.4. Quá trình thẩm định một phương pháp sinh học. 

Nguồn: Phumiamorn, NIH, Thái Lan 

4.3.3.1. Độ đúng của phương pháp 

Độ đúng của phương pháp (accuracy) được đánh giá thông qua 6 lần 

thử nghiệm xác định hiệu giá PFU. Kết quả đều nằm trong một khoảng hẹp là 

[1,00 x104 - 1,15 x104], tức là luôn luôn đạt 4,00-4,06Log10/0,5ml. Tính theo 

đơn vị Log10, hiệu giá vắc xin của cả 6 lần thử nghiệm đều không khác biệt 

(CV=8,2% <<<330% = 0,5Log10). Tuy nhiên, hiệu giá này thấp hơn hiệu giá 

của nhà sản xuất là 4,2-4,7Log10/0,5ml.   

Mặc dù vắc xin đầu tiên được Edward Jenner sử dụng năm 1796 nhưng 

mãi đến đầu những năm 1960 mới có những nghiên cứu về thuốc kháng virus 
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[1],[38],[174]. Thuốc kháng virus có các cơ chế hoạt động khác nhau nhưng 

một trong số các cách phân loại là dựa vào tác dụng của thuốc theo chu kỳ 

nhân lên của virus [38]. Ở bước gắn màng tế bào vật chủ, ta có các thuốc cạnh 

tranh với đồng thụ thể như với HIV là thuốc cạnh tranh với CXCR4 hoặc 

CCR5 - các đồng thụ thể của phân tử CD4. Các thuốc T20 hoặc T1249 ức chế 

giai đoạn hòa màng của HIV. Trước đây, amantadine hoặc rimantadine được 

chỉ định để ức chế giai đoạn cởi bỏ capsid của virus cúm hay arildone có tác 

dụng tương tự với các picornavirus. Ở giai đoạn nhân lên của virus ta có ACV 

ức chế thymidine kinase và PFA ức chế ADN polymerase của HSV, NRTI 

(Nucleoside reverse transcriptase inhibitor) ức chế enzyme phiên mã ngược 

và nelfinavir ức chế protease của HIV. Với giai đoạn lắp ráp, trưởng thành và 

giải phóng hạt virus, ta có oseltamivir hay zanamivir ức chế sự giải phóng hạt 

virus cúm qua tác động vào neuramidase..... Tuy nhiên, interferon có tác dụng 

tổng hợp ở tất cả các giai đoạn của chu kỳ nhân lên của virus [38],[175]. Đây 

chính là một trong số các cơ sở có thể giải thích hiệu giá PFU của đề tài thấp 

hơn của nhà sản xuất mặc dù sự khác biệt tối đa giữa các lần thử nghiệm chỉ 

là 0,41Log10<0,5Log10. Nhà sản xuất sử dụng dòng tế bào Vero sản xuất 

không bài xuất interferon và sau khi cấy thì không sử dụng FCS, là chất cũng 

cản trở quá trình nhân lên của virus và được chứng minh rất rõ ràng trong một 

nghiên cứu của Ấn Độ về công hiệu của OPV [176]. Trong khi đó, mặc dù 

đều đọc kết quả sau 9 ngày như quy trình của nhà sản xuất song tế bào của đề 

tài này là dòng Vero sử dụng trong nghiên cứu, vẫn bài xuất interferon và nhu 

cầu FCS là 3%. Ngoài ra, một số yếu tố khác cũng có thể làm kết quả hiệu giá 

PFU của nghiên cứu thấp hơn của nhà sản xuất là điều kiện phản ứng (tấm 

nhựa 24 giếng thay vì 6 giếng, môi trường phủ...) hoặc do sai số hệ thống 

giữa các phòng thí nghiệm [177]. Đây là một vấn đề đặt ra giữa cơ sở kiểm 
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định và nhà sản xuất để làm hài hòa thử nghiệm kiểm định công hiệu vắc xin 

sởi sản xuất tại Việt Nam. 

Xác định công hiệu vắc xin bằng thử nghiệm định lượng trực tiếp phát 

hiện ARN nên trong trường hợp này không áp dụng xác định tỷ lệ thu hồi 

ARN (spike recovery study) do ARN rất dễ bị phá hủy trong các môi trường 

thông thường [158],[178]. Tuy nhiên, có thể coi chính TpLR là dung môi để 

nghiên cứu về thu hồi ARN khi so sánh hiệu giá ARN tách chiết bằng TpLR 

và 2 phương pháp sử dụng bộ sinh phẩm thương mại Qiagen ở nồng độ đặc 

và 10-1 sau 17 tháng bảo quản ở -80oC và -30oC, tỷ lệ thu hồi theo đơn vị 

Log10 dao động trong khoảng [85%-132%] với giá trị trung vị là 100%. Kết 

quả này cho thấy độ đúng của tách chiết ARN bằng TpLR so với bộ sinh 

phẩm tách chiết ARN thương mại.   

Bảng 3.12 cho thấy sự tương quan chặt chẽ và không khác biệt số 

lượng tuyệt đối hiệu giá ARN của vắc xin mẫu chuẩn M-0107 khi thích nghi 

thử nghiệm từ tấm nhựa 24 giếng sang tấm nhựa 96 giếng. Kết quả này chứng 

minh rằng việc thích ứng này đảm bảo độ đúng của phương pháp. Việc thích 

ứng từ tấm nhựa 24 giếng sang 96 giếng không những tiết kiệm tới 75% sinh 

phẩm mà còn làm thuận lợi hơn quá trình thực hiện thử nghiệm và làm tăng 

năng suất công việc phòng thí nghiệm nhiều lần (sử dụng pipette đa kênh pha 

loãng, cấy, phủ, rửa hàng loạt trên tấm nhựa 96 giếng và gặt ARN rồi chuyển 

trực tiếp khuôn mẫu sang tấm nhựa phản ứng real-time 96 giếng). Ngoài ra, 

đây cũng là cơ sở khoa học để so sánh hiệu giá ARN và TCID50 - một thử 

nghiệm thường được áp dụng tại các phòng kiểm định công hiệu vắc xin sởi 

[100]. 

Do đây là lần đầu tiên hiệu giá vắc xin sởi được xác định bằng định 

lượng ARN bên trong tế bào gây nhiễm, nhà sản xuất chưa thực hiện thử 
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nghiệm này nên chúng tôi không thể so sánh độ đúng hiệu giá ARN của 

nghiên cứu với hiệu giá ARN của nhà sản xuất. Tác giả Ammour có xác định 

hiệu giá ARN của vắc xin sởi nhưng ở dịch nổi nuôi cấy tế bào nên chúng tôi 

cũng không thể đánh giá độ đúng của nghiên cứu này với kết quả nghiên cứu 

đó [7]. Chứng dương ARN trong nghiên cứu của tác giả Schalk còn 7% 

khuôn mẫu ADN, rõ ràng có làm ảnh hưởng kết quả định lượng [6]. 

4.3.3.2. Độ chính xác của phương pháp 

Độ chính xác (precision) của thử nghiệm mới được đánh giá ở một số 

khía cạnh. Trong nghiên cứu này, CV của độ lặp lại trung bình trong cùng 

một lần làm phản ứng (repeatability) của 7 gam chuẩn là 0,8% với giới hạn 

dưới và trên tương ứng là 0,4% và 1,3% (Bảng 3.14). Giá trị trung bình thấp 

hơn nhiều so với con số cho phép của một thử nghiệm sử dụng enzyme là 

10% (theo khuyến cáo của Phòng thí nghiệm kiểm định quốc gia, NIH, Thái 

Lan) và một số công bố khác [5],[32],[156]. Đây là một trong số các số liệu 

minh chứng về độ chính xác của nghiên cứu này. 

Độ lặp lại trung gian (intermediate precision) trung bình của 7 lần thử 

nghiệm cho gam chuẩn 102-106 là 3,3% với giới hạn dưới và trên tương ứng 

là 2,3 và 4,6% (Bảng 3.15). Hệ số biến thiên của độ lặp lại trung gian cao hơn 

so với độ lặp lại trong cùng một lần thử nghiệm là hợp lý do những thay đổi 

điều kiện phản ứng giữa các lần thử nghiệm khác nhau nhiều hơn so với cùng 

một lần thử nghiệm. Tuy nhiên, con số 3,3% cũng thấp hơn nhiều so với con 

số cho phép của một thử nghiệm sử dụng enzyme là 10% và thấp hơn con số 

5,0% của hai nghiên cứu lớn về độ lặp lại trung gian của các phòng thí 

nghiệm đánh giá công hiệu vắc xin sởi [5],[32],[156],[179],[180]. Đây cũng là 

một trong số các số liệu minh chứng về độ chính xác của nghiên cứu này. 
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Hiện kỹ thuật này chưa được chuyển giao cho phòng thí nghiệm khác 

nên không áp dụng tính độ lặp lại giữa các phòng thí nghiệm 

(reproducibility). 

4.3.3.3. Độ đặc hiệu và tính chọn lọc của phương pháp  

Theo WHO, độ đặc hiệu của một phương pháp (specificity) là khả năng 

đo lường chất phân tích (cụ thể trường hợp này là ARN) mà không đo lường 

các thành phần khác, hay nói cách khác đó là khả năng của phương pháp chỉ 

phát hiện duy nhất ARN [156]. Trong nghiên cứu này, mỗi phản ứng đều có 

hai chứng âm tính, trong đó một chứng âm có khuôn mẫu là nước. Các kết 

quả âm tính của chứng nước này cho thấy phương pháp có độ đặc hiệu cao.  

Cũng theo WHO, tính chọn lọc của phương pháp (selectivity) là khả 

năng một phương pháp xác định được chất phân tích (ARN) trong một phức 

hợp phản ứng mà không bị ảnh hưởng bởi bất cứ một thành phần nào của 

phức hợp phản ứng đó [156]. Chứng âm tính thứ hai của nghiên cứu này là 

chứng âm sử dụng khuôn mẫu là chính hỗn dịch phản ứng. Đồng thời với mỗi 

loạt vắc xin đều có chứng tế bào, là chứng không cấy virus. Kết quả âm tính 

của các chứng âm này và chứng tế bào cho thấy phương pháp này có tính 

chọn lọc cao. 

4.3.3.4. Độ tuyến tính của phương pháp 

Độ tuyến tính (linearity) của gam chuẩn trong thử nghiệm định lượng 

trực tiếp và phương trình đường thẳng tuyến tính y = ax + b được xác định tự 

động bởi hệ thống máy real-time với y là ký hiệu hàm số, hệ số a là độ dốc 

(slope) của phản ứng, hằng số b là giá trị y-intercept. Hệ số tương quan R của 

gam chuẩn ngoài cũng được xác định tự động và luôn >0,97, điều này cũng 

khẳng định độ tin cậy của phản ứng (Hình 3.24). 
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Mức độ tương quan của hiệu giá PFU và ARN được đánh giá qua hệ số 

tương quan. Hình 3.21 cho thấy đường thẳng tuyến tính y = ax + b của hai 

phương pháp là y = 6,35x-5,1x104 và R= 0,80. Trong nghiên cứu này, chúng 

tôi vận dụng thang phân loại 4 mức độ để phân tích hệ số tương quan, nghĩa 

là 0-0,25 là không tương quan; 0,25-0,5 là tương quan rất lỏng lẻo; 0,5-0,75 là 

có tương quan; và 0,75-1,0 là có tương quan chặt chẽ. Giá trị của R>0 là 

tương quan thuận và R<0 là tương quan nghịch [181],[182]. Rõ ràng hai 

phương pháp tương quan chặt chẽ với nhau (R=0,8 >0,75) và là tương quan 

thuận. Cụ thể, R của độ pha loãng 10-1 là cao nhất còn đặc là thấp nhất. Khi 

pha loãng vắc xin 10-1 thì có thể hiện tượng ức chế sự nhân lên của virus bởi 

các chất ức chế có trong vắc xin không còn nữa. Hệ số tương quan của độ pha 

loãng 10-2 và 10-3 thấp hơn 10-1 có thể do ở hai độ pha loãng này, hiệu giá 

ARN còn thấp sau 24 giờ cấy, mới chỉ bắt đầu vào giai đoạn tăng gia tốc mà 

thôi (Hình 3.20). 

4.3.3.5. Giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng của phương pháp 

Giới hạn phát hiện (limit of detection - LOD) và giới hạn định lượng 

(limit of quantification - LOQ) được xác định rõ ràng trong nghiên cứu này 

do theo kết quả thẩm định của CDC Hoa Kỳ trong nghiên cứu thẩm định các 

cặp mồi và đầu dò đặc hiệu, những đường cong xuất hiện sau chu kỳ 40 được 

coi là âm tính và dựa vào gam chuẩn ngoài của phản ứng là 101-106 bản 

sao/5μl khuôn mẫu [121]. Hình 3.13 cho thấy, phản ứng có thể phát hiện 

ARN trong khoảng 101-1012 bản sao/5μl khuôn mẫu. Tuy nhiên, giới hạn định 

lượng nằm trong khoảng tuyến tính của gam chuẩn ngoài là 101-106 bản 

sao/5µl khuôn mẫu. Những giá trị nằm ngoài khoảng tuyến tính này có thể 

không chính xác.  
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4.3.3.6. Độ mạnh của phương pháp 

Do đây là nghiên cứu đánh giá phương pháp mới nên mọi điều kiện 

phản ứng đều được chủ ý làm ổn định đến mức có thể [156]. Chính vì vậy, 

nghiên cứu này không đánh giá độ mạnh của phương pháp theo khía cạnh làm 

thay đổi có chủ ý (roburstness). Một số khía cạnh không thể thay đổi được 

như thời gian ủ, chu kỳ nhiệt, loạt huyết thanh, nguồn gốc sinh phẩm, loại tế 

bào, nguồn gốc tế bào, tuổi tế bào khi tách chiết.... Chính vì vậy, để đánh giá 

độ mạnh của phương pháp, đề tài ước tính độ lặp lại của thử nghiệm khi có 

những thay đổi không thể tránh khỏi (ruggedness) [156]. Trong số những thay 

đổi loại này, đa số các điều kiện phản ứng đã được cố định để tối ưu hóa quy 

trình thử nghiệm như đều được thực hiện trong cùng một phòng thí nghiệm, 

sử dụng cùng một thiết bị, cùng một người làm, cùng một loại sinh phẩm, 

thậm chí cùng một loạt sinh phẩm nên đề tài đánh giá độ mạnh qua CV ở các 

ngày làm thử nghiệm khác nhau. Độ lặp lại trung gian một lần nữa cũng được 

sử dụng để đánh giá độ mạnh của phương pháp. 

Bảng 3.16 là kết quả đo hiệu giá ARN của 10 loạt vắc xin thành phẩm 

với 3 độ pha loãng là đặc, 10-1 và 10-2, ở hai ngày làm thử nghiệm khác nhau 

(cách nhau 5 tuần và ARN được bảo quản ở -80oC). Kết quả cho thấy Ct dao 

động từ 0-1,08 chu kỳ và giá trị trung vị là 0,19 chu kỳ, một khoảng rất nhỏ 

với cỡ mẫu n=60. Giá trị CV trung bình của 2 ngày làm thử nghiệm ở cả 3 

nồng độ cấy vắc xin là 2,7% với giới hạn dưới là 2,3% và giới hạn trên là 

3,5%, nhỏ hơn thực sự đáng kể so với con số cho phép 10% của các thử 

nghiệm sinh học mà nhiều nghiên cứu sử dụng [5],[32],[156]. Ngoài ra, chính 

số liệu về độ lặp lại trung gian là 3,3% cũng minh chứng được độ mạnh của 

phương pháp này. 
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4.4. Bàn luận về các ưu điểm của đề tài 

4.4.1. Chất lượng của sinh phẩm 

Sinh phẩm được sử dụng trong nghiên cứu này đã được thương mại 

hóa. Sinh phẩm được đặt mua từ những nhà cung cấp có uy tín trên thế giới, 

với tách chiết ARN, tinh sạch ADN và plasmid là Qiagen, với khuếch đại gen 

là Qiagen cho RT-PCR cổ điển và Invitrogen cho real-time, với PCR bán tổ là 

hỗn hợp có sẵn enzyme Tap Gold Polymerase, với RFLP và phiên mã là 

Promega. Vật liệu tiêu hao như đầu côn lọc, tấm nhựa real-time là AB gene, 

tấm nhựa nuôi tế bào là Nunc.... đều đạt tiêu chuẩn Quốc tế. Như vậy, tất cả 

các sinh phẩm và hóa chất sử dụng đều được chuẩn hóa, đã được thẩm định 

và xác nhận tại nhiều phòng thí nghiệm cũng như tại Viện Vệ sinh Dịch tễ 

Trung ương, hạn chế tối đa những sai số có thể do sinh phẩm và vật liệu tiêu 

hao gây ra.  

4.4.2. Trang thiết bị máy móc 

Chúng tôi sử dụng những trang thiết bị máy móc (bao gồm cả các dụng 

cụ nhỏ) của những nhà cung cấp có uy tín như máy ly tâm tốc độ cao của 

Hettich, máy khuếch đại gen AB Applied Biosystems 7500 FAST. Tất cả các 

thiết bị đều mới (dự án SISEA cung cấp từ 2009-2010) và đều trong thời gian 

chạy hiệu chuẩn hoặc được chạy hiệu chuẩn khi hết hạn. Điều này hạn chế 

những sai số hệ thống có thể có do thiết bị gây ra, đảm bảo đến mức nhiều 

nhất có thể độ chính xác của thử nghiệm. 

4.4.3. Quy trình thực hiện thử nghiệm 

Toàn bộ quy trình thực hiện trong đề tài này là một phần công việc của 

dự án SISEA, một dự án có sự tham gia của nhiều đơn vị bao gồm Viện Vệ 

sinh Dịch tễ Trung ương, Viện Pasteur Thành phố Hồ Chí Minh, Viện Pasteur 

Nha Trang, Viện Pasteur Camphuchia, Viện Pasteur Lào, Viện Pasteur 
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Thượng Hải và đều được thẩm định và xác nhận của từng viện khu vực. Các 

quy trình chẩn đoán cúm do Viện Pasteur Paris, Cộng hòa Pháp xây dựng, 

được thẩm định và sử dụng ngay tại Viện Pasteur Paris, được xác nhận và sử 

dụng bởi tất cả các Viện thành viên [61],[85],[123],[150]. Những quy trình 

này cũng đã được chuẩn hóa và được công bố trên các tạp chí khoa học uy tín 

quốc tế [123],[150]. Một ưu điểm khác của các quy trình real-time chẩn đoán 

và xác định phân típ cúm A/H1N1pdm09 và A/H5N1 là các phản ứng đơn 

mồi đều có cùng chu kỳ nhiệt nên có thể xác định cúm và phân típ cúm A 

trong cùng một lần thử nghiệm, trên cùng một tấm nhựa phản ứng, vẫn đảm 

bảo độ nhạy mà lại thuận tiện và rất tiết kiệm thời gian. Ngoài ra, một số mồi 

và đầu dò sử dụng trong chẩn đoán cúm được thiết kế bằng kỹ thuật thoái hóa 

mồi để phát hiện tối đa các chủng cúm do virus này có hiện tượng thay đổi 

kháng nguyên từ từ mà nguyên nhân của nó là do hiện tượng đột biến [47]. 

Riêng với sởi, có rất nhiều quy trình trên thế giới phát hiện khu vực ổn định 

nhất gen N và đều công bố độ nhạy và độ đặc hiệu rất cao. Phòng thí nghiệm 

virus sởi của CDC tại Atlanta, Hoa Kỳ đã tiến hành một nghiên cứu thẩm 

định và xác nhận đồng thời độ nhạy và độ đặc hiệu của tất cả các cặp mồi và 

đầu dò đã được công bố trên toàn thế giới để tìm ra cặp mồi và đầu dò tốt nhất 

[121]. Cặp mồi và đầu dò của nghiên cứu này được lựa chọn theo kết quả 

nghiên cứu thẩm định và xác nhận của CDC Hoa Kỳ. Đây là một trong số các 

bằng chứng chứng minh tính tin cậy của tất cả các cặp mồi và đầu dò đặc hiệu 

sử dụng trong nghiên cứu. Độ đặc hiệu của phản ứng được đánh giá bằng các 

nghiên cứu trước đây, độ nhạy của phản ứng được đánh giá qua gam chuẩn 

ngoài và các công bố của Viện Pasteur Paris và các Viện nghiên cứu thành 

viên tham gia dự án SISEA [61],[85],[121],[123],[150]. Năng lực của đội ngũ 

tham gia nghiên cứu một phần được khẳng định thông qua kết quả EQA NAT 

phát hiện đồng thời 18 tác nhân gây bệnh đường hô hấp, phòng thí nghiệm 



145 
 

thực hiện đề tài nghiên cứu này là đơn vị duy nhất đạt 100% kết quả đúng 

trong quá trình tham gia nghiên cứu (02 vòng EQA) (kết quả không được chỉ 

ra ở nghiên cứu này). 

4.4.4. Phân tích kết quả và sự phù hợp với mục tiêu nghiên cứu 

Nghiên cứu sinh trực tiếp thực hiện đề tài nghiên cứu và làm việc trong 

lĩnh vực sinh học phân tử, virus học và quản lý chất lượng phòng thí nghiệm y 

học, đặc biệt các kỹ thuật như RT-PCR, real-time PCR, tạo dòng, giải trình tự 

gen, phiên mã, nuôi cấy tế bào và phân lập virus... và đã ứng dụng kỹ thuật 

real-time không những để chẩn đoán mà còn xây dựng phương pháp xác định 

tính nhạy cảm của HSV với thuốc kháng virus, được đào tạo dài hạn về khía 

cạnh phân tích kết quả phòng thí nghiệm phục vụ lâm sàng trong chẩn đoán 

xác định, điều trị, và nghiên cứu. Nghiên cứu sinh có 17 năm học tập và làm 

việc với công tác kiểm định vắc xin, nghiên cứu về sởi, và chẩn đoán các 

virus đường hô hấp. 

4.4.5. Chứng của phòng thí nghiệm và chứng quốc tế  

Trong các thử nghiệm, chứng là một phần rất quan trọng, ở đây chứng 

âm được sử dụng là nước cất (Promega) và hỗn dịch phản ứng (cho vào đầu 

tiên và sau cùng) để kiểm soát hiện tượng nhiễm giữa chứng dương và các 

mẫu, đồng thời giảm tối đa hiện tượng dương tính giả, làm ảnh hưởng đến 

việc phân tích tỷ lệ dương tính sau cùng. Mỗi phản ứng đều có chứng dương 

do nhà sản xuất cung cấp hoặc được sản xuất theo quy trình chuẩn. Trong xây 

dựng phương pháp xác định công hiệu vắc xin sởi bằng real-time RT-PCR, 

mỗi thử nghiệm luôn kèm theo chứng tế bào (không gây nhiễm virus) và vắc 

xin mẫu chuẩn của nhà sản xuất. 
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4.4.6. Hoạt động độc lập 

Khi có kết quả trong tay, bước phân tích kết quả mới được thực hiện 

dựa vào thông tin do khoa Dịch tễ cung cấp để đảm bảo tính vô tư trong 

nghiên cứu, kết quả xét nghiệm hoàn toàn không bị chi phối bởi những thông 

tin lâm sàng trước khi tiến hành xét nghiệm. 

4.5. Bàn luận về những hạn chế của đề tài 

4.5.1. Hạn chế trong sản xuất chứng dương ARN in vitro 

Mặc dù có nhiều ưu điểm nhưng chứng dương của nghiên cứu này chỉ 

là những đoạn gen được phiên mã, không phải toàn bộ genome của virus nên 

chỉ áp dụng được cho nghiên cứu này mà có thể không áp dụng được cho 

những nghiên cứu khác nếu sử dụng cặp mồi nằm ngoài khu vực khuếch đại 

của đề tài này. Thêm vào đó, các đoạn ARN virus cúm có hiện tượng tích hợp 

lại, nếu điều này xảy ra thì phải sản xuất lại gam chuẩn ngoài đặc hiệu cho 

đoạn gen mới. Phiên mã trực tiếp cho hiệu giá cao hơn hẳn phiên mã cổ điển 

nhưng không giữ được chủng vi khuẩn chứa plasmid tái tổ hợp. Điều này sẽ 

không thích hợp nếu phòng thí nghiệm không có chủng virus. 

4.5.2. Hạn chế trong xác định tỷ lệ nhiễm cúm 

Nghiên cứu này chỉ có số liệu về virus mà không có số liệu về vi khuẩn 

nên hạn chế phần phân tích đồng nhiễm virus cúm và các vi khuẩn. Ngoài ra, 

do sàng lọc cúm đồng thời với nhiều tác nhân virus khác bằng RT-PCR đa 

mồi cổ điển nên độ nhạy của phản ứng có thể bị ảnh hưởng [2],[47]. Việc 

không định lượng được ARN khi làm RT-PCR đa mồi cổ điển đã làm hạn chế 

một phần phân tích nguyên nhân gây bệnh thực sự của các trường hợp đồng 

nhiễm [38]. Nghiên cứu này cũng không tiến hành xác định phân típ cúm mùa 

A nên hạn chế phân tích về sự lưu hành của phân típ cúm mùa A cũng như 

đồng nhiễm giữa các phân típ cúm A. Ngoài ra, các số liệu của nghiên cứu chỉ 
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là tỷ lệ dương tính trong xét nghiệm, không phải tỷ lệ nhiễm mới hay tỷ lệ 

hiện nhiễm và không được chuẩn hóa theo cơ cấu dân số của tỉnh Hải Dương.  

4.5.3. Hạn chế trong nghiên cứu xác định công hiệu vắc xin sởi 

Nghiên cứu này xác định hiệu giá vắc xin sởi trên tế bào Vero nhưng là 

tế bào Vero bài xuất interferon và có nhu cầu bắt buộc sử dụng FCS 3%. 
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KẾT LUẬN 

 

1. Đề tài nghiên cứu đã sản xuất được 9 gam chuẩn dùng làm mẫu nội 

kiểm cho phản ứng RT-PCR cổ điển (cúm) hoặc định lượng trực tiếp (sởi). 

ARN sản xuất bằng phiên mã in vitro có sản lượng cao (1011-1019 bản 

sao/phản ứng 20µl), tinh khiết, và ổn định;  

2. Tỷ lệ phát hiện ARN virus cúm mùa A (A/H3N2 và A/H1N1), cúm 

B, và cúm A/H1N1pdm09 ở bệnh nhân SARI tại Hải Dương giai đoạn 2009-

2011 tương ứng là 1,9%, 6,4%, và  10,4%. Tỷ lệ đồng nhiễm virus của cúm là 

11,3%, gồm đồng nhiễm một và hai tác nhân virus khác, có cả đồng nhiễm 

các virus cúm với nhau. Bệnh nhân nhiễm virus cúm mùa A và cúm B chủ 

yếu ở nhóm 1-5 tuổi, trong khi bệnh nhân nhiễm virus cúm A/H1N1pdm09 

chủ yếu ở nhóm 6-18 tuổi. Dường như không có sự khác biệt về giới tính; 

3. Đề tài nghiên cứu đã xây dựng và bước đầu thẩm định được kỹ thuật 

mới xác định công hiệu vắc xin sởi đơn bằng định lượng trực tiếp ARN bên 

trong tế bào gây nhiễm bằng cấy vắc xin pha loãng 10-1 và gặt ARN bằng 

TpLR sau 24 giờ cấy. Kỹ thuật này nhanh, chính xác, tự động hóa và tương 

quan chặt chẽ với hiệu giá PFU. Hiệu giá ARN vắc xin sởi ổn định theo thời 

gian, cao hơn hiệu giá PFU khoảng 3x103 lần. Ngoài ra, kỹ thuật này khắc 

phục được những điểm còn tồn tại của các phương pháp mới tương tự do các 

nước khác xây dựng. 
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NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

 

1. Nghiên cứu đã sản xuất hàng loạt chứng dương ARN với sản lượng 

cao (1011-1019 bản sao/phản ứng 20µl) bằng cả hai kỹ thuật phiên mã cổ điển 

và trực tiếp;  

2. Nghiên cứu đã đưa ra được tỷ lệ phát hiện cúm mùa và cúm 

A/H1N1pdm09 ở bệnh nhân viêm đường hô hấp cấp tính nặng, nhập viện tại 

Hải Dương 2009-2011;  

3. Nghiên cứu đã xây dựng và tiền thẩm định phương pháp mới xác định 

nhanh công hiệu vắc xin sởi đơn, sống giảm độc lực bằng định lượng trực tiếp 

ARN bên trong tế bào gây nhiễm bằng real-time RT-PCR. 
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ĐỀ XUẤT 

 

1. Tiếp tục sản xuất chứng dương ARN cho các tác nhân khác để kiểm 

soát chất lượng RT-PCR, sản xuất bộ mẫu chuẩn ARN cho IQC và EQA 

NAT, tiến tới sản xuất các bộ sinh phẩm chẩn đoán sinh học phân tử thương 

mại hóa. Sản xuất lại chứng dương cúm nếu các đoạn gen nghiên cứu tích hợp 

lại; 

2. Tiếp tục tiến hành đánh giá thẩm định phương pháp xác định công 

hiệu vắc xin sởi sản xuất tại Việt Nam với cỡ mẫu lớn hơn. Tiếp tục nghiên 

cứu để áp dụng cho kiểm định công hiệu các vắc xin không tạo CPE hoặc tạo 

CPE chậm (in process control và vắc xin thành phẩm). 
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