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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Sự bùng phát dịch bệnh viêm đường hô hấp cấp gây
ra bởi SARS-CoV-2 hay còn gọi COVID-19 gần đây là một
vấn đề y tế tác động rất lớn đến y tế công cộng cũng như
kinh tế xã hội. Tâm dịch bắt nguồn từ thành phố Vũ Hán,
Trung Quốc từ tháng 12 năm 2019 sau đó lan nhanh ra
các tỉnh, thành của Trung Quốc và nhiều Quốc gia, vùng
lãnh thổ trên thế giới(1). Ngày 30 tháng 1 năm 2020, tổ
chức Y tế Thế giới (WHO) đã ban bố tình trạng cẩn cấp
trên toàn thế giới về dịch bệnh do SARS-CoV-2 gây ra. Do
vậy, việc chẩn đoán chính xác ca bệnh đóng vai trò rất

quan trọng trong việc cách ly, quản lý, điều tra dịch tễ
bệnh giúp giới chức y tế đưa ra các biện pháp can thiệp
kịp thời để kiểm soát và phòng, chống dịch bệnh hiệu quả.
Chẩn đoán khẳng định ca bệnh COVID-19 hiện nay chủ
yếu dựa vào kỹ thuật xét nghiệm realtime RT - PCR với
các cặp mồi và probe đặc hiệu cho SARS-CoV-2(2). Tuy
nhiên, tại thời điểm bùng phát dịch COVID-19 chưa có kit
thương mại nào có chứng chỉ IVD được cấp phép sử dụng
trong xét nghiệm phát hiện SARS-CoV-2 trên lâm sàng.
Trong khi đó, phương pháp xác định SARS-CoV-2 bằng kỹ
thuật giải trình tự gen thế hệ mới (NGS: Next Generation
Sequencing) đòi hỏi đầu tư các trang thiết bị hiện đại có
chi phí cao và yêu câu chuyên gia phân tích trình tự
chuyên sâu cũng như thời gian cho kết quả muộn. Trong
nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành đánh giá phân tích độ
nhạy chẩn đoán và hiệu quả lâm sàng của 3 kit phát hiện
SARS-CoV-2 bằng kỹ thuật real - time RT - PCR trên mẫu
bệnh phẩm mẫu dịch mũi họng của bệnh nhân đã được
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khẳng định dương tính với SARS-CoV-2 tại Bệnh viện Bệnh
nhiệt đới Trung ương và các mẫu bệnh phẩm từ người
nghi nhiễm SARS-CoV-2.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP

Vật liệu: 23 mẫu dịch mũi họng của bệnh nhân COVID-
19 đã được khẳng định dương tính với SARS-CoV-2 bằng
kỹ thuật real - time RT - PCR theo qui trình của WHO được
cung cấp bởi Khoa Vi sinh và Sinh học phân tử, Bệnh viện
Bệnh nhiệt đới Trung ương và 50 mẫu bệnh phẩm dịch
mũi họng của người nghi nhiễm SARS-CoV-2 được sàng
lọc tại Viện Nghiên cứu Y dược học Quân sự, Học viện
Quân Y. Tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân nghi nhiễm là
người có ít nhất một trong các triệu chứng: sốt, ho, đau
họng, khó thở hoặc viêm phổi và một trong các yếu tố
dịch tễ sau: có tiếp xúc gần với ca bệnh hoặc ca bệnh nghi
ngờ trong vòng 14 ngày, có tiền sử đến, qua, ở, về từ
vùng có ghi nhận ca nhiễm lây truyền nội địa. Mẫu bệnh
phẩm sau khi lấy được bất hoạt bằng Trizol, các mẫu bệnh
phẩm được vận chuyển vào labo và bảo quản ở tủ -20oC
cho đến khi sử dụng. 

Thiết kế nghiên cứu: đây là nghiên cứu mô tả cắt
ngang kết hợp phân tích trong phòng thí nghiệm sử dụng
các kỹ thuật sinh học phân tử, số liệu được xử lý bằng
thống kê SPSS 20.0.

Taćh chiết RNA tổng số: RNA được tách chiết từ 140¬l
mẫu dịch mũi họng đã được bất hoạt trong Trizol bằng bộ
kit Qiagen RNA viral mini kit (Qiagen, Đức) theo hướng
dẫn của nhà sản xuất. RNA được thu nhận với thể tích
cuối cùng là 60 ¬l và được bảo quản ở -80oC cho đến khi
sử dụng. 

Realtime RT - PCR: kỹ thuật real - time PCR được tối ưu
với cặp mồi và probe thiết kế dựa vào trình tự cung cấp
bởi CDC Hoa Kỳ đã được nhóm nghiên chỉnh sửa và phát
triển (kit AV - LDA) sử dụng bộ primer và probe cặp N1 và
N2 trong đó probe cặp N1 gắn màu TEXAS - RED và probe
cặp N2 gắn màu FAM và được tối ưu trong cùng 1 phản
ứng real - time RT - PCR(3). Thành phần phản ứng real-
time PCR theo kit nghiên cứu AV - LDA với tổng thể tích
20¬l và tối ưu theo trình nhiệt: (50oC x 20 phút) (95oC x
15 phút) (94oC x 15 giây; 58oC x 60 giây) × 45 chu kỳ. 2
bộ kit so sánh bao gồm Realstar SARS-CoV-2 RT - PCR 1.0
(Altona Diagnostics, Đức) với tỷ lệ các thành phần real -
time PCR gồm Master A, Master B, IC (nội chuẩn - Inter-
nal control) được sử dụng theo hướng dẫn của nhà sản

xuất(4). Qui trình WHO RT - PCR (Berlin - Charite, Đức) với
các thành phần và chu trình nhiệt được sử dụng theo
hướng dẫn của qui trình xét nghiệm phát hiện SARS-CoV-
2 của Tổ chức Y tế thế giới(5). Chứng dương là mẫu RNA
tổng hợp in vitro từ plasmid chứa 1 phần gen N của SARS-
CoV-2 và chứng âm tương ứng được sử dụng kèm theo
mỗi lượt realtime RT - PCR.

Phân tích số liệu: thông tin mẫu bệnh phẩm và kết quả
xét nghiệm được mã hóa và nhập liệu bằng phần mềm
Excel 2013. Phân tích số liệu sử dụng phần mềm SPSS
20.0. So sánh hiệu quả phát hiện SARS-CoV-2 của các bộ
kit dựa trên phân tích sự tương quan bằng phương pháp
hồi qui tuyến tính giữa giá trị chu kỳ ngưỡng (Cycle
Threshold: Ct). Đồng thời, phân tích hệ số Cohen’s Kappa
kết hợp với biểu đồ Bland Altman để đánh giá độ mức độ
phù hợp chẩn đoán giữa các bộ kit. Sự phù hợp phần trăm
dương tính (PPA: Positive Percent Agreement) định nghĩa
là tỷ lệ kết quả dương tính kit so với kết quả dương tính
của kit sử dụng tham chiếu. Sự phù hợp phần trăm âm
tính (NPA: Negative Percent Agreement) định nghĩa là tỷ
lệ kết quả âm tính kit so với kết quả âm tính của kit sử
dụng tham chiếu. Các giá trị p < 0,05 được xem như là có
ý nghĩa thống kê khi so sánh sự phù hợp trong phát hiện
SARS-CoV-2.

KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN

Kết quả đánh giá độ nhạy và sự phù hợp phát hiện
SARS-CoV-2 của 3 bộ kitrealtime RT - PCR.

Trong tổng số 73 mẫu bệnh phẩm dịch mũi họng thu
được từ bệnh nhân COVID-19 và người nghi nhiễm SARS-
CoV-2 được đánh giá bởi ba bộ kit có 23 mẫu cho kết quả
dương tính với hai bộ kit AV - LDA và WHO RT - PCR.Trong
khi đó, chỉ có 17 mẫu bệnh phẩm được đánh giá đồng
thời bởi cả ba bộ kit AV - LDA, Realstar SARS-CoV-2 và
WHO RT - PCR do thể tích RNA không đủ để đánh giá
đồng thời cả ba bộ kit. Kết quả được trình bày ở bảng 1.
Như vậy cả 3 bộ kit realtime RT - PCR phát hiện SARS-
CoV-2 được đánh giá trên hệ thống máy LightCycler 480
instrusment II, cho kết quả dương tính 100% với giá trị
chu kỳ ngưỡng (Ct) từ 19,0 - 36,9. Tiếp theo chúng tôi
phân tích sự phù hợp phát hiện SARS-CoV-2 của 3 bộ kit
bằng tính hệ số Cohen’s Kappa (K = 1) theo từng cặp cho
thấy ba bộ kit có sự phù hợp phát hiện 100%. Kết quả
trong nghiên cứu này cho thấy độ nhạy và sự phù hợp
phát hiện là 100% tương tự như một số nghiên cứu công
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bố gần đây khi so sánh các xét nghiệm phân tử phát hiện
SARS-CoV-2 được phát triển bởi phòng thí nghiệm với các
kit thương mại sử dụng trong nghiên cứu hoặc dưới hình
thức sử dụng ủy quyền trong tình huống khẩn cấp(6). 

Tiếp theo khi sử dụng bộ kit Realstar SARS-CoV-2 (Al-
tona, Đức) như kit tham chiếu để đánh giá độ nhạy và
hiệu quả phát hiệnSARS-CoV-2 giữa hai bộ kit AV - LDA và
Realstar SARS-CoV-2 trên 17 mẫu dương và 50 mẫu âm
tính kết quả cho thấy độ nhạy và sự phù hợp phát hiện là
100%.

Đánh giá hiệu quả phát hiện SARS-CoV-2 của 3 bộ
sinh phẩm realtime RT-PCR trên mẫu bệnh phẩm
lâm sàng.

Để đánh giá sự tương quan giữa các bộ kit, giá trị chu
kì ngưỡng (Ct) của các mẫu RNA dương tính được phân
tích bằng phương pháp hồi qui tuyến tính và biểu đồ Bland
-Altman. Các giá trị được so sánh theo từng cặp để tính
chỉ số chênh lệch (Difference) và giá trị Ct trung bình
(Mean), từ đó đưa ra kết luận đánh giá theo từng cặp.

Phân tích sự tương quan về giá trị Ct giữa 2 bộ kit AV
- LDA và WHO RT – PCR cho thấy, các giá trị so sánh của
2 bộ kit có độ tuyến tính cao được thể hiện qua hệ số
tuyến tính bằng 0,89 (Hình 1). Kết quả nghiên cứu của
chúng tôi cho thấy hệ số tương quan cao hơn so với
nghiên cứu được công bố bởi Benoit V và cộng sự khi so
sánh kit WHO RT -  PCR với 1 kit thương mại QIAstat - Dx
(Qiagen, Đức) (7).

Hình 1. Kết quả đánh giá tương quan giữa kit 
AV - LDA và WHO RT - PCR

Đánh giá sự khác biệt giá trị Ct của kit AV - LDA và
WHO RT - PCR: kết quả tính toán cho giới hạn dưới (LL:
Lower limit) và giới hạn trên (UL: Upper limit) của biểu đồ
lần lượt là -2,93 và 2,72, độ sai lệch (bias) là -0,11. Kết
quả phân tích bằng biểu đồ Bland - Altman cho thấy sự
phù hợp giá trị Ct trong chẩn đoán phát hiện SARS-CoV-
2 của 2 bộ kit khi có 21/23 giá trị đều nằm trong giới hạn
± 2SD (-2,93; 2,72).

Hình 2. Kết quả phân tích biểu đồ Bland - Altman 
giữa kit AV - LDA và WHO RT - PCR

Khi đánh giá về sự tương quan về giá trị Ct giữa 2 bộ
kit AV - LDA và Realstar SARS-CoV-2 cho thấy, các giá trị
so sánh của 2 bộ kit có độ tuyến tính cao được thể hiện
qua hệ số tuyến tính bằng 0,946 (Hình 2). Kết quả nghiên
cứu của chúng tôi cho thấy hệ số tương quan tương tự
như nghiên cứu được công bố bởi Mario Poljak và cộng sự
khi phân tích sự tương quan giữa LightMix với Cobas 6800
(r2 = 0,95 so với r2 = 0,94)(8).
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Molecular Assay
WHO - RT - PCR Kappa

(SE)
PPA
(%)

NPA
(%)Positive Negative

AV-LDA 1 (< 0.001) 100 100

Realstar-
SARS-CoV-2 1 (< 0.001) 100 100

Positive 23 0

Negative 0 50

Positive 17 0

Negative 0 50

Negative 0 0

Molecular Assay
Realstar-SARS-CoV-2 Kappa

(SE)
PPA
(%)

NPA
(%)Positive Negative

AV-LDA 1 (< 0.001) 100 100
Positive 17 0

Negative 0 50



Hình 3. Kết quả đánh giá tương quan giữa 
kit AV - LDA và Realstar SARS-CoV-2

Khi đánh giá so sánh sự khác biệt về giá trị Ct trung
bình của kit AV - LDA và Realstar SARS-CoV-2: kết quả
phân tích cho giới hạn dưới (LL: Lower limit) và giới hạn
trên (UL: Upper limit) của biểu đồ lần lượt là 0,36 và -
6,07, độ sai lệch (bias) là 3.22. Kết quả phân tích bằng
biểu đồ Bland - Altman cho thấy sự không có sự khác biệt
về giá trị Ct trung bình 2 bộ kittrong chẩn đoán phát hiện
Sars-CoV-2 khi có tất cả các giá trị đều nằm trong giới hạn
± 2SD (0,36,59; 6,07).

Hình 4. Kết quả phân tích biểu đồ Bland - Altman
giữa kit AV-LDA và Realstar SARS-CoV-2

KẾT LUẬN. Kết quả nghiên cứu cho thấy:

- 3 bộ kit đều có độ nhạy và sự chính xác trong phát
hiện SARS-CoV-2 trên các mẫu bệnh phẩm lâm sàng. 

- Có sự tương quan cao và phù hợp phát hiện SARS-
CoV-2 giữa các bộ kit realtime RT - PCR được đánh giá. 

- Trong tình trạng khẩn cấp của dịch bệnh COVID-19,
các bộ kit này có thể sử dụng trong các phòng xét nghiệm
chẩn đoán phân tử để phát hiện SARS-CoV-2 ở các bệnh
nhân nghi nhiễm góp phần giúp kiểm soát dịch bệnh và
sàng lọc các ca nhiễm bệnh trong cộng đồng.
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Introduction: The realtime RT - PCR assay is a stan-
dard tool for detecting SARS-CoV-2 being developed by
many laboratories and molecular diagnostic companies.
The selection of different targeted gene regions resulted
in different diagnostic sensitivity. Objectives: This study
aims to compare and evaluate clinical diagnostic perform-
ance of three molecular assays for detection of SARS-CoV-
2. Materials and Methods: A total of 73 clinical specimens
collected from patients and suspected cases infected with
SARS-CoV-2. Evaluation of diagnostic sensitivity and
agreement of three kits including AV - LDA, Realstar SARS-

CoV-2 and WHO RT - PCR on LightCycler 480 II. Results:
The study results showed the diagnostic sensitivity of
100% for detecting SARS-CoV-2. The comparing results
observed a high correlation between kits when analyzed
by linear regression and there was no difference in the
mean Ct values between the kits by using Bland - Alman
plot analyzis. Conclussion: The study showed that both
three molecular assays had the diagnostic sensitivity and
clinical performance for detection of SARS-CoV-2 infec-
tion. This study provided accurate tools for screening and
an effective control of SARS-CoV-2 in epidemic regions.

EVALUATING EFFICIENCY OF DIAGNOSTICS 
OF THREE REAL - TIME RT-PCR KITS IN DETECTION SARS-COV-2
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