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Tóm tắt:

Mục tiêu: Đánh giá kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới (NGS) sử dụng bộ kit Deeplex Myc-TB trong xác định lao kháng 
thuốc và khảo sát dòng vi khuẩn lao tại Bệnh viện Phổi Trung ương. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Nghiên cứu 
thực hiện trên 79 chủng vi khuẩn lao kháng thuốc được lưu tại kho chủng Khoa Vi sinh và Labo Lao chuẩn Quốc gia, 
Bệnh viện Phổi Trung ương bằng kỹ thuật NGS sử dụng bộ kit Deeplex Myc-TB trên nền tảng Illumina. Kết quả: Kỹ thuật 
NGS có độ tương đồng cao so với kỹ thuật kháng sinh đồ kiểu hình, đặc biệt đối với thuốc isoniazid và streptomycin. Các 
thuốc có độ tương đồng thấp hơn lần lượt là ethambutol, rifampicin, pyrazinamide, amikacin, kanamycin. Kết quả phân 
tích dịch tễ phân tử cho thấy, dòng lineage 2 (Beijing) chiếm ưu thế (84,8%). Tỷ lệ nhiễm hỗn hợp 41,8% chủ yếu ở cặp 
lineage 2 và lineage 2.2.1, phản ánh mối quan hệ loài gần và đa dạng tiến hóa của vi khuẩn. Kết luận: Kỹ thuật giải trình 
tự gen thế hệ mới có độ đồng thuận cao so với kỹ thuật kháng sinh đồ kiểu hình lỏng MGIT. Kết quả dịch tễ phân tử cho 
thấy, dòng lineage 2 (Beijing) chiếm ưu thế, phù hợp với xu hướng lưu hành của chủng này tại Việt Nam. Ngoài ra, tỷ lệ 
nhiễm hỗn hợp 41,8% nhưng phần lớn là cặp lineage 2 và lineage 2.2.1 có quan hệ gần phản ánh đa dạng tiến hóa vi mô 
hơn so với việc nhiễm hai chủng độc lập.
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Abstract:

Objectives: To evaluate the performance of next-generation sequencing (NGS) using the Deeplex Myc-TB kit in detecting 
drug-resistant tuberculosis and investigating Mycobacterium tuberculosis lineages at the National Lung Hospital. 
Subjects and methods: This study included 79 M. tuberculosis strains retrieved from the strain bank of the Department of 
Microbiology and the National Tuberculosis Reference Laboratory, National Lung Hospital, which were analysed by NGS 
using the Deeplex Myc-TB kit on the Illumina platform. Results: NGS demonstrated high concordance with phenotypic 
drug susceptibility testing (DST), particularly for isoniazid and streptomycin. Lower concordance levels were observed 
for ethambutol, rifampicin, pyrazinamide, amikacin, and kanamycin. Molecular epidemiological analysis revealed that 
lineage 2 (Beijing) was predominant (84.8%). Mixed infection accounted for 41.8% of isolates, primarily involving lineage 
2 and lineage 2.2.1, reflecting their close phylogenetic relationship and the microevolutionary diversity of M. tuberculosis. 
Conclusions: NGS showed a high level of agreement with the MGIT liquid phenotypic drug susceptibility testing method. 
Molecular epidemiological characterisation confirmed the predominance of lineage 2 (Beijing), consistent with the 
circulating pattern of this lineage in Vietnam. Additionally, the mixed-infection rate reached 41.8%, but most mixed 
infections involved the closely related lineage 2 and lineage 2.2.1, suggesting microevolutionary diversification rather 
than infection with two independent strains.

Keywords: drug-resistant Mycobacterium tuberculosis, next-generation sequencing, MGIT liquid drug susceptibility testing.

Classification numbers: 3.1, 3.2, 3.3



Khoa học Y - Dược  /Y học cơ sở, Y học lâm sàng, Y học dự phòng

8768(8) 8.2026

1. Đặt vấn đề

Bệnh lao nói chung và lao kháng thuốc nói riêng đang 
là thách thức lớn đối với sức khỏe cộng đồng không chỉ 
tại Việt Nam mà còn trên toàn thế giới. Công tác kiểm 
soát bệnh lao đã đạt được những thành tựu nhất định, 
song bệnh lao vẫn là nguyên nhân gây tử vong hàng đầu. 
Theo báo cáo của Tổ chức Y tế Thế giới năm 2025, trong 
năm 2024, trên thế giới ghi nhận khoảng 10,7 triệu ca 
mắc lao. Trong đó, số ca mắc bệnh lao kháng đa thuốc 
hoặc kháng rifampicin (MDR/RR-TB) khoảng 390 nghìn, 
tỷ lệ tử vong do bệnh lao khoảng 1,2 triệu ca [1]. Tại Việt 
Nam, trong năm 2024, tổng số ca mắc lao khoảng 184 
nghìn. Trong đó, số ca lao kháng đa thuốc hoặc kháng 
rifampicin ước tính khoảng 9,4 nghìn và tử vong do bệnh 
lao khoảng hơn 12,4 nghìn ca [2]. Nghiên cứu dịch tễ học 
bệnh lao đóng vai trò then chốt trong việc phát hiện các 
“điểm nóng” lao, lao kháng đa thuốc để từ đó thiết kế can 
thiệp trong việc kiểm soát và khống chế bệnh lao. 

Với sự phát triển vượt bậc của khoa học và kỹ thuật, 
công nghệ giải trình tự gen thế hệ mới NGS là công 
nghệ tiên tiến hiện đại. Bộ kit Deeplex Myc-TB của 
GenoScreen, Pháp giúp phát hiện vi khuẩn lao, vi khuẩn 
lao kháng thuốc nhanh chóng cùng dữ liệu phân tích các 
gen kháng thuốc cũng như phân loại được các dòng vi 
khuẩn lao chính xác. Toàn bộ quy trình giải trình tự cho 
kết quả trong khoảng 24-48 giờ [3], nhanh hơn nhiều 
so với thời gian trả kết quả kháng sinh đồ lỏng dương 
tính (khoảng 14 ngày). Tuy nhiên, kỹ thuật kháng sinh 
đồ lỏng vẫn được xem là “tiêu chuẩn vàng” trong việc 
xác định tính kháng thuốc của vi khuẩn lao. Căn cứ vào 
tính cấp thiết và thời sự, chúng tôi tiến hành thực hiện 
nghiên cứu: “Đánh giá kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ 
mới trong xác định lao kháng thuốc và khảo sát dòng vi 
khuẩn lao tại bệnh viện Phổi Trung ương”.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1. Đối tượng 

Đối tượng nghiên cứu là các chủng vi khuẩn lao kháng 
thuốc được lưu giữ tại kho chủng của Khoa Vi sinh và 
Labo Lao chuẩn Quốc gia, Bệnh viện Phổi Trung ương 
năm 2024.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Thiết kế nghiên cứu

Nghiên cứu mô tả cắt ngang, có phân tích và sử dụng 
dữ liệu hồi cứu.

2.2.2. Phương pháp chọn mẫu

Chọn mẫu theo phương pháp thuận tiện các chủng 

vi khuẩn lao kháng thuốc lưu tại kho chủng của Khoa Vi 
sinh và Labo Lao chuẩn quốc gia, Bệnh viện Phổi Trung 
ương. Các mẫu này có đầy đủ hồ sơ về kết quả kháng sinh 
đồ kiểu hình. Cỡ mẫu lựa chọn được là 79 mẫu.

2.2.3. Quy trình nghiên cứu

Các mẫu chủng vi khuẩn lao được cấy truyền sang 
môi trường lỏng MGIT. Hút 1 ml huyền dịch để thực 
hiện kỹ thuật giải trình tự gen đích (tNGS: targeted-Next 
Generation Sequencing) của vi khuẩn lao kháng thuốc 
sử dụng bộ kit Deeplex Myc-TB (GenoScreen, Pháp). Các 
mẫu chủng vi khuẩn lao được tách chiết DNA bằng bộ 
kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Đức). Lượng DNA 
thu được sau tách chiết được khuếch đại sử dụng bộ kit 
PCR Deeplex Myc-TB (GenoScreen, Pháp). Sản phẩm PCR 
được tinh sạch sử dụng hạt từ AMPure XP (Beckman 
Coulter, Hoa Kỳ) và thực hiện các bước chuẩn bị thư viện 
sử dụng bộ kit Illumina DNA Library Prep Kit (Illumina, 
Hoa Kỳ). Tiến hành giải trình tự trên hệ thống Illumina 
MiSeq. Sau quá trình giải trình tự, các tệp dữ liệu giải 
trình tự thô sẽ được phân tích tin sinh học tự động bằng 
phần mềm phân tích. 

2.2.4. Thu thập và phân tích số liệu

Dữ liệu thô sau giải trình tự được phân tích tự động 
bằng phần mềm. Dữ liệu sau đó được thu thập và làm 
sạch trên Excel và phân tích bằng phần mềm R.

2.3. Địa điểm nghiên cứu

Nghiên cứu này được thực hiện tại Khoa Vi sinh và 
Labo Lao chuẩn Quốc gia, Bệnh viện Phổi Trung ương.

2.4. Đạo đức nghiên cứu

Nghiên cứu này được thực hiện với một mục đích duy 
nhất nhằm phục vụ và bảo vệ sức khỏe cộng đồng. Các 
chủng nghiên cứu và kết quả xét nghiệm đã được mã hóa 
thông tin và không thu thập bất kỳ thông tin nào khác 
nhằm bảo mật trong quá trình thu thập và phân tích số 
liệu.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. So sánh mức độ tương đồng giữa kỹ thuật giải 
trình tự gen thế hệ mới và kháng sinh đồ lỏng MGIT

Độ chính xác của kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ 
mới được so sánh với kỹ thuật kháng sinh đồ kiểu hình 
môi trường MGIT (KSĐ lỏng MGIT) thông qua hệ số 
Cohen’s Kappa (k) với 12 loại thuốc: Isoniazid (INH), 
streptomycin (SM), nhóm fluoroquinolone (FLQ), 
pyrazinamide (PZA), kanamycin (KAN), ethambutol 
(EMB), rifampicin (RIF), amikacin (AMI), bedaquiline 
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(BDQ), capreomycin (CAP), clofazimine (CFZ), linezolid 
(LZD). Kết quả được thể hiện trong bảng 1.
Bảng 1. Kết quả so sánh kỹ thuật tNGS và kháng sinh đồ kiểu hình 
lỏng MGIT.

Tên thuốc n* Kappa (k) % đồng thuận

INH 77 0,87 97,4

SM 78 0,85 96,2

FLQ 71 0,62 91,5

PZA 75	 0,59 80,0

KAN 77 0,31 87,0

EMB 78 0,28 61,5

RIF 77 0,26 79,2

AMI 77 0,21 85,7

BDQ 75 0,00 98,7

CAP 78 0,00 98,7

CFZ 75 N/A 100

LZD 76 N/A 100

N/A: không xác định, n: cỡ mẫu, k: thước đo độ tin cậy trong nghiên 
cứu. *Cỡ mẫu không đạt 79 ở các loại thuốc do loại bỏ một số kết quả 
không xác định hoặc không phân loại được.

Kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới sử dụng bộ kit 
Deeplex Myc-TB là một kỹ thuật sinh học phân tử hiện 
đại cho phép phát hiện vi khuẩn lao cũng như tính kháng 
thuốc nhanh. Tuy nhiên, theo Tổ chức Y tế Thế giới, kỹ 
thuật kháng sinh đồ kiểu hình lỏng MGIT vẫn được coi là 
“tiêu chuẩn vàng” trong việc xác định tính kháng thuốc 
của vi khuẩn lao. Chính vì vậy, việc so sánh kỹ thuật tNGS 
và kỹ thuật KSĐ lỏng MGIT để xác định độ chính xác của 
kỹ thuật tNGS là cần thiết. I. Bonnet và cs (2021) [4] tiến 
hành nghiên cứu đánh giá về bộ kit Deeplex Myc-TB đều 
cho thấy mức độ phù hợp cao với kháng sinh đồ kiểu 
hình với mức độ đồng thuận tổng thể là 85,4% giữa hai 
phương pháp. Một nghiên cứu xác nhận 
của A. Jouet và cs (2021) [5] trên 429 
chủng phân lập cho thấy, Deeplex dự đoán 
được 92,2% kiểu hình với độ nhạy khoảng 
95,3% và độ đặc hiệu trung bình là 97,4%.

Kết quả bảng 1 cho thấy, hai thuốc có 
(k) cao nhất là isoniazid và streptomycin 
(0,87 và 0,85) do cơ chế đề kháng đặc 
trưng về mặt di truyền (đột biến trội tại 
katG S315T, inhA cho INH; rpsL K43R, 
gidB, rrs cho SM) nên khả năng dự đoán 
kiểu hình từ kiểu gen có độ chính xác rất 
cao. Kết quả này tương tự với nghiên cứu 
của S. Feuerriegel và cs (2021) [6] với 
mức độ đồng thuận thuốc INH là 94,9%. 
Bên cạnh đó, kết quả cũng cho thấy một 

số thuốc như PZA, EMB, RIF, KAN, AMI có (k) thấp, tuy 
nhiên tỷ lệ phần trăm đồng thuận tương đối cao. Theo S. 
Mok và cs (2021) [7], PZA chỉ có hoạt tính ở pH acid nên 
gây ra hiện tượng kháng giả trên hệ thống BACTEC MGIT 
960 khiến cho các so sánh với các kỹ thuật về gen có mức 
độ đồng thuận thấp. Điều này tương tự với nghiên cứu 
của A. Jouet và cs [5] khi ghi nhận 81,2% các bất đồng 
liên quan đến pyrazinamide, ethambutol, ethionamide. 
Ngoài ra, kết quả tại bảng 1 ghi nhận các thuốc như BDQ, 
CAP, CFZ, LZD là các thuốc có mức độ đồng thuận bằng 
0 hoặc không xác định. Tuy nhiên, đây là hiện tượng 
nghịch lý của hệ số Kappa (Kappa-paradox) do quần thể 
vi khuẩn lao nghiên cứu hầu hết đều nhạy cảm với cả 
hai phương pháp, cùng với đó là tỷ lệ đồng thuận ngẫu 
nhiên cao dẫn đến việc (k) bị giảm xuống gần bằng 0 
hoặc không có giá trị thống kê [8]. Đối với các trường 
hợp thuốc RIF, AMI, KAN, bất đồng có thể xảy ra do hiện 
tượng vi khuẩn không đồng nhất. Các nghiên cứu giải 
trình tự sâu cho thấy, hiện tượng heteroresistance (sự 
hiện diện của biến thể thiểu số kháng thuốc) có thể tồn 
tại với tần suất dưới 1% và không phải lúc nào cũng được 
phát hiện đồng nhất giữa kỹ thuật giải trình tự gen và kỹ 
thuật kháng sinh đồ kiểu hình. Các nghiên cứu trước đây 
sử dụng bộ kit Deeplex đã ghi nhận các bất đồng xuất 
phát từ các biến thể có tần suất thấp gây đề kháng ở mức 
độ nhẹ, ví dụ với đột biến katG S315G chỉ xuất hiện với 
tần suất 5,5% [6, 9].

3.2. Kết quả dịch tễ học phân tử

Kỹ thuật giải trình tự gen sử dụng bộ kit Deeplex 
cho phép phân tích đồng thời thông tin về chủng loại 
vi khuẩn lao theo phương pháp spoligotype và single 
nucleotide polymorphism (SNP). Đây là kết quả không 
thể có khi làm kháng sinh đồ kiểu hình. Kết quả được 
trình bày trong hình 1.

Hình 1. Tỷ lệ các dòng vi khuẩn lao.
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Kết quả hình 1 cho thấy, Lineage 2 (bao gồm cả dạng 
thuần và cả dạng hỗn hợp với 2.2.1) chiếm ưu thế khoảng 
84,8% (35 mẫu thuần + 30 mẫu hỗn hợp 2.2.1 + 2 mẫu 
hỗn hợp không xác định biến thể =67/79). Tỷ lệ lineage 
2 (Beijing) chiếm tỷ lệ áp đảo phù hợp chặt chẽ với các 
nghiên cứu dịch tễ phân tử vi khuẩn lao tại Việt Nam. 
Nghiên cứu đa trung tâm đầu tiên ở cấp Quốc gia của 
V.A.T. Nguyen và cs (2016) [10] trên các bệnh viện tuyến 
Trung ương của cả ba miền đều ghi nhận Beijing là dòng 
phổ biến nhất với tỷ lệ 55,4%, sau đó là EAI (27,5%), 
đồng thời cho thấy xu hướng dòng Beijing dần thay thế 
dòng EAI. Đặc biệt, tại miền Bắc và miền Trung, sự áp 
đảo của chủng Beijing kéo theo xu hướng gia tăng tỷ 
lệ lao kháng thuốc trong tương lai [10]. Tại TP. Hồ Chí 
Minh, một nghiên cứu với quy mô lớn của K.E. Holt và cs 
(2018) [11] ghi nhận tỷ lệ lineage 2 lên đến 63,6%, phản 
ánh hiện tượng du nhập và lây truyền liên tục của dòng 
Beijing gây gánh nặng bệnh lao ngày một cao hơn [12]. 
Một khảo sát ở miền Bắc Việt Nam do V.A.T. Nguyen và 
cs (2012) [12] ghi nhận tỷ lệ 38,5% xuất hiện ở cả dòng 
Beijing và EAI, đã cho thấy xu hướng gia tăng và phát 
triển của dòng Beijing theo thời gian.

Trong nghiên cứu này (hình 2), tỷ lệ nhiễm hỗn 
hợp (mixed infection) đạt 41,8% cho thấy, dữ liệu này 
tương đối cao so với khoảng tham chiếu thường được 
báo cáo tại các vùng có gánh nặng bệnh lao cao dao 
động trong khoảng 10-20%. Một nghiên cứu sử dụng kỹ 
thuật giải trình tự toàn bộ bộ gen (WGS: Whole Genome 
Sequencing) ghi nhận khả năng phát hiện nhiễm hỗn 
hợp phụ thuộc vào tần suất của các chủng thiểu số. Khi 
tần suất của chủng thiểu số đủ cao, các allele hỗn hợp 
sẽ dễ dàng được nhận diện. Ngược lại, nếu chủng thiểu 
số ít phổ biến, các allele hỗn hợp sẽ khó để phát hiện 

với các biến thể hiếm khác [13]. Bên cạnh đó, không 
loại trừ trường hợp xuất hiện hiện tượng tiến hóa vi 
mô cùng vật chủ hơn là nhiễm hai chủng độc lập thực 
sự. Trong số 30/33 trường hợp nhiễm hỗn hợp, sự hiện 
diện của dòng lineage 2 và lineage 2.2.1. Lineage 2.2.1 
là một sublineage của chính lineage 2, chứ không phải 
hai dòng khác biệt nhau về mặt di truyền. Các nghiên 
cứu cũng đã chỉ ra rằng, phương pháp phân loại dựa 
trên SNP có nguy cơ nhầm lẫn giữa trường hợp nhiễm 
hỗn hợp thật sự (hai chủng lây nhiễm độc lập) và sự đa 
dạng tiến hóa của dòng có chung nguồn gốc, tổ tiên trong 
quá trình nhiễm trùng kéo dài. Hơn nữa, bộ kit Deeplex 
Myc-TB được thiết kế để giải trình tự các vùng gen mục 
tiêu, không phải toàn bộ bộ gen nên khả năng nhận biết 
và phân biệt hai trường hợp này chưa thực sự tốt [13]. 
Tuy nhiên, nếu xác nhận được trường hợp là nhiễm hỗn 
hợp thực sự, có ý nghĩa rất lớn trong lâm sàng, do đây là 
nguyên nhân dẫn đến phần lớn các thất bại trong phác 
đồ điều trị. Đồng thời, có thể gây ra kết quả kháng sinh 
đồ kiểu hình không nhất quán, làm phức tạp phác đồ và 
quá trình điều trị [9, 13].

Nghiên cứu còn một số hạn chế như: Các mẫu nghiên 
cứu đều thực hiện trên chủng nuôi cấy, không thực hiện 
trên mẫu đờm. Đối với một số thuốc có hệ số Kappa thấp, 
hầu hết các chủng đều cùng kháng hoặc nhạy cảm, không 
có nhóm đối chứng dẫn đến hệ số Kappa bị giảm. Nghiên 
cứu này chưa so sánh với các kỹ thuật sinh học phân tử 
khác như Xpert hay LPA.

4. Kết luận

Kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới sử dụng bộ kit 
Deeplex Myc-TB cho thấy độ tương đồng cao so với kỹ 

thuật kháng sinh đồ kiểu hình lỏng 
MGIT, đặc biệt đối với thuốc INH và SM 
(k=0,87 và 0,85). Trong khi đó, mức 
độ tương đồng thấp hơn lần lượt ở các 
thuốc PZA, RIF, EMB, KAN, AMI.

Khảo sát đặc điểm dịch tễ phân tử 
cho thấy, dòng lineage 2 (Beijing) chiếm 
ưu thế khoảng 84,8% phản ánh sự phù 
hợp với xu hướng lưu hành của chủng 
này ghi nhận tại Việt Nam. Tỷ lệ nhiễm 
hỗn hợp tương đối cao (41,8%) nhưng 
phần lớn là cặp lineage 2 và lineage 
2.2.1 có quan hệ gần, có thể phản ánh 
đa dạng hóa sự tiến hóa vi mô hơn là 
nhiễm hai chủng độc lập. Hình 2. Tỷ lệ mẫu nhiễm hỗn hợp.
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