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Tóm tắt
Đặt vấn đề: Định danh nhanh và chính xác nấm Candida đến cấp loài hoặc phức hợp loài có vai trò quan 

trọng trong lựa chọn kháng nấm hợp lý và kiểm soát nhiễm khuẩn bệnh viện. Công cụ mã vạch ITS tự động 
được xây dựng nhằm chuẩn hóa bước phân tích trình tự, giảm thiểu thời gian xử lý và tạo đầu ra thuận lợi 
cho tích hợp vào hệ thống xét nghiệm và giám sát kiểm soát nhiễm khuẩn. 

Mục tiêu: Mô tả các tính năng chính của công cụ định danh mã vạch ITS tự động và đánh giá hiệu năng 
nhận dạng trên bộ trình tự chủng nấm men lâm sàng thông qua các chỉ số chẩn đoán tiêu chuẩn. 

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Công cụ được xây dựng trên cơ sở dữ liệu ITS tham chiếu gồm 
134 loài nấm y khoa thuộc 7 chi và hoạt động theo bốn bước: K-mer indexing, so sánh khoảng cách K2P với 
ngưỡng hiệu chỉnh theo chi, báo cáo phân cấp (loài/phức hợp/chi) và cờ cảnh báo loài ẩn. Bộ dữ liệu đánh 
giá gồm 145 trình tự ITS, trong đó 92 trình tự từ chủng nấm men phân lập lâm sàng tại Bệnh viện Srinagarind, 
Thái Lan, và 53 trình tự từ các chủng chuẩn ngoài cơ sở dữ liệu thu thập từ GenBank. Các chỉ số độ chính 
xác, độ nhạy, độ đặc hiệu, giá trị tiên đoán dương (PPV), giá trị tiên đoán âm (NPV) và thời gian xử lý được 
tính toán, đối chiếu với tiêu chuẩn vàng là phân tích cây phát sinh loài và so sánh hiệu năng với NCBI BLAST. 

Kết quả: Trên 145 trình tự được đánh giá, công cụ ghi nhận 90 dương tính thật, 52 âm tính thật, 1 dương 
tính giả và 2 âm tính giả. Độ chính xác đạt 97,9%, độ nhạy 97,8%, độ đặc hiệu 98,1%, PPV 98,9% và NPV 
96,3%. Thời gian xử lý trung bình 0,93 giây/trình tự. Công cụ định danh đúng hoàn toàn ở mức loài đối với 
C. tropicalis (24/24), C. glabrata (9/9), C. krusei (4/4), và C. africana (6/6); đồng thời báo cáo an toàn ở mức 
phức hợp đối với C. albicans, phức hợp C. parapsilosis và phức hợp C. rugosa. So sánh với NCBI BLAST, công 
cụ tự động đạt độ chính xác cao hơn (97,9% so với 93,5%) và tốc độ xử lý nhanh hơn khoảng 10 lần (0,93 so 
với 10 giây/trình tự). 

Kết luận: Công cụ mã vạch ITS tự động cho thấy hiệu năng định danh cao, tốc độ xử lý nhanh và cơ chế báo 
cáo an toàn đối với các trường hợp khó. Giá trị nổi bật là tự động hóa phân tích trình tự, chuẩn hóa kết quả 
đầu ra và tiềm năng tích hợp vào quy trình quản lý kháng nấm và giám sát kiểm soát nhiễm khuẩn bệnh viện.

Từ khoá: mã vạch DNA; ITS; Candida; định danh nấm men; kiểm soát nhiễm khuẩn.
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Abstract
Background: Rapid and accurate identification of Candida species at species or species-complex level is 

essential for antifungal stewardship and hospital infection control. An automated ITS DNA barcoding pipeline 
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was developed to standardize sequence analysis, reduce processing time, and generate structured outputs 
suitable for laboratory information systems and infection-control surveillance. 

Objectives: To describe the key features of the automated ITS DNA barcoding tool and evaluate its 
identification performance on clinical yeast sequences using standard diagnostic metrics.

Materials and methods: The pipeline was built on a quality-controlled ITS reference database covering 
134 medically relevant fungal species across 7 genera and comprised four major components: K-mer 
indexing, K2P distance comparison with genus-specific thresholds, hierarchical three-tier reporting (species/
complex/genus), and cryptic-species flagging. The evaluation dataset comprised 145 ITS sequences: 92 from 
clinical yeast isolates obtained from Srinagarind Hospital, Thailand, and 53 reference sequences from out-of-
database species retrieved from GenBank. Accuracy, sensitivity, specificity, positive predictive value, negative 
predictive value, and processing time were calculated against phylogenetic tree-based identification as the 
reference standard and compared with NCBI BLAST. 

Results: Among 145 evaluated sequences, the tool recorded 90 true positives (TP), 52 true negatives 
(TN), 1 false positive (FP), and 2 false negatives (FN). Overall accuracy was 97.9%, sensitivity 97.8%, specificity 
98.1%, PPV 98.9%, and NPV 96.3%. Mean runtime was 0.93 seconds/sequence. The tool achieved complete 
species-level concordance for C. tropicalis (24/24), C. glabrata (9/9), C. krusei (4/4), and C. africana (6/6); 
and safely reported results at the complex level for the C. albicans, C. parapsilosis complex, and C. rugosa 
complex. Compared with NCBI BLAST, the automated tool demonstrated higher accuracy (97.9% vs. 93.5%) 
and approximately 10-fold faster processing (0.93 vs. 10 seconds/sequence). 

Conclusion: The automated ITS barcoding tool demonstrated high identification accuracy, rapid processing, 
and safe hierarchical reporting for challenging cases. Its primary strengths are automated sequence analysis, 
standardized structured output, and potential utility for antifungal stewardship and hospital infection-control 
surveillance.

Keywords: DNA barcoding; ITS; Candida; yeast identification; infection control.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Nhiễm nấm bệnh viện đặc biệt do các loài Candida 

là nguyên nhân gây bệnh hàng đầu và tử vong ở bệnh 
nhân nằm viện, đặc biệt tại đơn vị chăm sóc tích cực 
(ICU) và bệnh nhân suy giảm miễn dịch. Các pipeline 
tin sinh học tự động bao gồm các giải pháp dựa trên 
trí tuệ nhân tạo (AI) và học máy (machine learning - 
ML) đang được nghiên cứu ứng dụng nhằm cải tiến 
tốc độ và độ chính xác trong chẩn đoán, phân loại, 
và dự báo nguy cơ nhiễm vi nấm tại bệnh viện [1-3].

Theo ước tính, có ít nhất một tỷ người bị nhiễm 
nấm trên toàn thế giới, dẫn đến hơn 1,6 triệu ca tử 
vong hàng năm [4]. Candida là một trong những tác 
nhân gây nhiễm khuẩn bệnh viện phổ biến nhất, đặc 
biệt là nhiễm nấm huyết do Candida (candidemia). 
Chẩn đoán truyền thống phụ thuộc vào nuôi cấy còn 
hạn chế về thời gian và độ phân giải (thường mất 72 
- 96 giờ), trong khi MALDI-TOF MS tuy nhanh vẫn có 
thể gặp khó khăn với các loài hiếm, loài ẩn và các phức 
hợp loài gần nhau [5,6]. Sự nổi lên của Candida auris 
- loài đa kháng thuốc, có khả năng lan truyền mạnh 
trong bệnh viện - đã thúc đẩy nhu cầu cấp thiết về các 
công cụ chẩn đoán nhanh và chính xác hơn [7].

Phương pháp mã vạch DNA (DNA barcoding) 
dựa trên vùng ITS (Internal Transcribed Spacer) của 
rDNA là tiêu chuẩn vàng trong phân loại phân tử vi 
nấm, giúp nhận diện hầu hết các loài nấm y học quan 

trọng. Sự kết hợp giữa giải trình tự ITS và các pipeline 
tin sinh học tự động, được tăng cường bởi AI, đang 
mở ra một kỷ nguyên mới trong chẩn đoán vi nấm 
lâm sàng [8,9].

Nghiên cứu này được thực hiện với hai mục tiêu 
chính: (1) mô tả các tính năng chính của công cụ mã 
vạch ITS tự động ứng dụng cho định danh vi nấm; (2) 
đánh giá hiệu năng nhận dạng của công cụ trên bộ 
chủng nấm men phân lập lâm sàng thông qua các chỉ 
số chẩn đoán chuẩn và thời gian xử lý.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Cơ sở dữ liệu tham chiếu
Cơ sở dữ liệu (CSDL) tham chiếu được xây dựng 

từ 288 trình tự ITS của 134 loài nấm y khoa thuộc 
7 chi, gồm Candida, Cryptococcus, Malassezia, 
Rhodotorula, Trichosporon, Aspergillus và Fusarium. 
Trình tự được tải xuống từ GenBank (truy cập ngày 
09/06/2025) và kiểm soát chất lượng nhiều bước 
theo khuyến cáo của cộng đồng tin sinh học nấm 
[10]: lọc chiều dài trình tự (400 - 900 bp cho toàn 
bộ vùng ITS), loại bỏ trình tự có tỷ lệ base không xác 
định > 2%, đối chiếu phân loại học với MycoBank và 
loại bỏ trùng lặp hoàn toàn trong cùng loài.

Tiêu chí lựa chọn loài vào CSDL dựa trên: (1) có 
ghi nhận gây bệnh ở người theo y văn; (2) ưu tiên các 
loài có ý nghĩa kháng thuốc hoặc dịch tễ nổi bật; (3) 
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là thành viên của phức hợp loài có nguy cơ nhầm lẫn trong định danh khi sử dụng phương pháp kiểu hình 
hoặc MALDI-TOF MS thường quy.

Đối với chi Candida, CSDL bao phủ 33 loài có ý nghĩa y khoa, bao gồm các loài hiện tại và các loài trước 
đây từng được phân loại vào chi này (Bảng 1).

Bảng 1. Danh mục 33 loài Candida có trong CSDL tham chiếu
Loài phức hợp/

đồng hình Ý nghĩa lâm sàng

C. albicans
C. africana
C. dubliniensis

Loài phân lập huyết học phổ biến nhất; đề kháng azole đang gia tăng [11-13]. 
C. albicans dễ định danh nhầm với C. dubliniensis trên CHROMagar [14] và C. 
africana - cần xác nhận bằng sinh học phân tử [15]

C. tropicalis Tỷ lệ kháng azole cao nhất trong 5 loài Candida chính [16]; tử vong do nhiễm 
xâm lấn khoảng 55 - 60% [17]

C. parapsilosis
C. metapsilosis
C. orthopsilosis

Gây dịch nhiễm khuẩn liên quan catheter tại NICU [18]; xuất hiện chủng 
kháng fluconazole và echinocandin [13,18]; các loài đồng hình có hoạt tính 
echinocandin giảm [19]

C. glabrata
C. nivariensis
C. bracarensis

MIC fluconazole và echinocandin có xu hướng tăng dần [20]; các loài đồng hình 
dễ bị bỏ sót bởi cơ sở dữ liệu MALDI-TOF [21]

C. krusei Đề kháng nội tại với fluconazole ở ≥70% chủng phân lập toàn cầu [13]
C. auris
C. haemulonii

Đa kháng thuốc, gây vụ dịch bệnh viện; tỷ lệ tử vong toàn cầu từ 40 - 60% [22]; 
thường bị định danh nhầm sang phức hợp C. haemulonii bởi hệ thống sinh hoá 
và MALDI-TOF MS [23]

C. lusitaniae Có xu hướng phát sinh kháng amphotericin B trong quá trình điều trị [24]; ghi 
nhận trong nhiễm nấm huyết và nhiễm trùng mắt liên quan thiết bị y tế [24,25]

C. kefyr Nhiễm trùng xâm lấn ở bệnh nhân suy giảm miễn dịch [26]; một số chủng giảm 
nhạy cảm với echinocandin [27]

C. guilliermondii
C. famata
C. ciferrii
C. fermentati 
C. pararugosa

Thường gây nhiễm nấm huyết liên quan đến catheter tĩnh mạch [28-32]; xu 
hướng tăng đề kháng với nhóm Azole [13], dễ định danh nhầm với C. famata và 
C. fermentati trên hệ thống sinh hóa tự động [28]

C. rugosa
C. neorugosa 
C. pseudorugosa

Gây nhiễm nấm huyết liên quan đến catheter tĩnh mạch [33], giảm nhạy cảm với 
nhóm azole và echinocandins [34]

C. inconspicua 
C. norvegensis

Xu hướng gia tăng ở nhóm bệnh nhân suy giảm miễn dịch, đề kháng với các 
thuốc kháng nấm nhóm azole [35]

C. pelliculosa
C. utilis

Gây bùng phát nhiễm khuẩn bệnh viện ở trẻ sơ sinh và bệnh nhi có lưu catheter 
tĩnh mạch, giảm nhạy cảm với nhóm azole [35]

C. lipolytica Gây dịch nhiễm khuẩn bệnh viện liên quan đến lưu catheter tĩnh mạch và có khả 
năng tạo màng sinh học [35]

C. palmioleophila
C. zeylanoides
C. aaseri
C. pseudoaaseri

Gây nhiễm trùng bệnh viện; có xu hướng đề kháng đặc thù và thường bị định 
danh nhầm trên các hệ thống sinh hóa tự động [36–39]

C. subhashii Nấm men mới nổi; ca viêm phúc mạc do nấm đầu tiên trên bệnh nhân suy thận 
giai đoạn cuối (2009); dữ liệu kháng thuốc hạn chế, cần định danh bằng sinh 
học phân tử [40]

2.2. Thiết kế và các tính năng chính của công cụ
Công cụ được phát triển bằng Python 3.9 với các 

thư viện mã nguồn mở (BioPython, NumPy, pandas), 
chạy trên hệ điều hành Ubuntu 22.04 LTS (Linux), vận 

hành trên phần cứng phổ thông (bộ xử lý Intel Core 
i5, bộ nhớ RAM 8 GB), yêu cầu bộ nhớ dưới 250 MB 
cho CSDL tham chiếu hiện tại. Đầu vào là các trình 
tự toàn bộ vùng ITS (ITS1–5.8S–ITS2) từ giải trình 
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tự Sanger ở định dạng FASTA; đầu ra là kết quả định 
danh có cấu trúc, có thể xuất dạng CSV để tích hợp 
với hệ thống thông tin xét nghiệm (LIS/HIS).

Công cụ hoạt động theo bốn bước tuần tự. 
Bước 1 – K-mer indexing: thu hẹp nhanh không 
gian tìm kiếm ứng viên từ cơ sở dữ liệu tham chiếu 
dựa trên tần suất các đoạn ngắn đặc trưng. Bước 
2 – So sánh khoảng cách K2P: Ngưỡng K2P ban đầu 
được thiết lập cho tất cả các chi dựa trên phân bố 
khoảng cách nội loài (intraspecific distance) và liên 
loài (interspecific distance) được ghi nhận trong các 
nghiên cứu mã vạch ITS trên nấm y khoa: ngưỡng 
nội loài = 0,015; ngưỡng gian loài = 0,026; ngưỡng 
phức hợp loài = 0,050; ngưỡng loại trừ ngoại chi = 
0,080 [41,42]. Sau đó các ngưỡng trên được hiệu 
chỉnh riêng cho từng chi bằng phân tích barcoding 
gap dựa trên phân bố khoảng cách K2P thực tế 
trong CSDL tham chiếu. Các K2P áp dụng sau hiệu 
chỉnh cho chi Candida: ngưỡng phân loại mức loài 
là 0,024; ngưỡng phân loại mức chi là 0,035; và 
ngưỡng loại trừ ngoại chi 0,12. Bước 3 – Báo cáo 
phân cấp: trả kết quả theo mức độ tin cậy giảm dần 
(loài, phức hợp loài và chi) kèm điểm tin cậy tương 
ứng. Bước 4 – Cờ cảnh báo loài ẩn (cryptic species): 
kích hoạt khi trình tự ITS đơn locus không đủ khả 

năng phân biệt chắc chắn giữa các loài rất gần nhau, 
giúp phòng tránh định danh quá mức.

2.3. Bộ dữ liệu đánh giá hiệu năng công cụ
Bộ dữ liệu đánh giá gồm 145 trình tự trong đó: 

(1) 92 trình tự ITS của chủng nấm men phân lập từ 
bệnh phẩm lâm sàng có nuôi cấy dương tính tại Bệnh 
viện Srinagarind, Khoa Y, Đại học Khon Kaen, Thái Lan 
và (2) 53 trình tự ITS của các chủng chuẩn thuộc các 
loài nằm ngoài CSDL tham chiếu được thu thập từ 
GenBank (ngày truy cập 06/05/2026).

Đồng thời, toàn bộ 92 trình tự chủng nấm men 
lâm sàng được phân tích song song bằng NCBI BLAST 
online (Megablast, CSDL nucleotide nt, tham số mặc 
định) nhằm so sánh đối chiếu kết quả định danh với 
công cụ tự động [43]. Kết quả BLAST được ghi nhận 
dựa trên “best hit” có điểm tương đồng (percent 
identity) cao nhất.

Kết quả định danh tham chiếu được xác định bằng 
phân tích cây phát sinh loài, dùng như tiêu chuẩn vàng 
để đối chiếu với kết quả của công cụ tự động và NCBI 
BLAST trong việc đánh giá và so sánh hiệu năng.

2.4. Định nghĩa tiêu chuẩn và chỉ số đánh giá 
hiệu năng

Các tiêu chuẩn đánh giá hiệu năng của công cụ tự 
động được định nghĩa như sau: 

Đúng Sai

Thuộc CSDL Định danh đúng ở mức Loài/Phức hợp 
loài so với tham chiếu (TP)

Định danh sai ở mức Loài/Phức hợp loài so 
với tham chiếu (FP)

Ngoài CSDL Trả kết quả “Unknown” hoặc định danh 
đúng ở mức Chi (TN)

Định danh sai ở mức Loài/Phức hợp loài/
Chi so với tham chiếu (FN)

Từ đó, các chỉ số được tính theo các công thức: Độ 
chính xác (Accuracy) = (TP+TN)/(TP+TN+FP+FN); Độ nhạy 
(Sensitivity) = TP/(TP+FN); Độ đặc hiệu (Specificity) = TN/
(TN+FP). Giá trị tiên đoán dương (Positive Predictive 
Value – PPV) = TP/(TP+FP). Giá trị tiên đoán âm (Negative 
Predictive Value – NPV) = TN/(TN+FN). 

Thời gian xử lý được đo tự động bằng công cụ, báo 
cáo theo giây/trình tự và tổng thời gian cho toàn bộ lô 
mẫu. Kết quả được xuất dạng CSV và được tổng hợp.

Kết quả BLAST được đối chiếu với phương pháp 
tham chiếu và được đánh giá theo dạng nhị phân 
(đúng/sai) nên việc so sánh được đánh giá ở độ 
chính xác và thời gian xử lý.

2.5. Đạo đức nghiên cứu
Nghiên cứu được thực hiện trên các chủng nấm 

lâm sàng, tuân thủ các quy định quốc gia và chính 
sách của cơ sở liên quan, theo các nguyên tắc của 
Tuyên bố Helsinki. Nghiên cứu cũng đã được Hội 
đồng Đạo đức Đại học Khon Kaen (KKUEC) phê duyệt, 

với mã số chấp thuận IRB No. HE671084.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Kết quả phân tích cây phát sinh loài
Cây phát sinh loài được xây dựng bằng phương 

pháp Neighbor-Joining từ 135 trình tự ITS gồm 92 
trình tự lâm sàng và 43 trình tự chuẩn của các loài 
đại diện (Hình 1). 

Các nhánh chính tương ứng rõ với các loài đã biết: 
các cụm C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei được tách 
biệt với giá trị bootstrap cao, hỗ trợ ranh giới loài 
đã xác định. Các chủng thuộc phức hợp C. albicans 
(bao gồm C. albicans, C. africana và C. dubliniensis) 
phân nhánh nằm sát nhau do khoảng cách trình tự 
ITS thấp. Tương tự, các nhánh C. parapsilosis, C. 
orthopsilosis, C. metapsilosis tạo thành một cụm 
phức hợp riêng biệt. Kết quả định danh chi tiết được 
trình bày tại Hình 1 và Bảng 2.
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Hình 1. Cây phát sinh loài của 135 chủng xây dựng bằng phương pháp Neighbor-Joining trên MEGA12, 
bootstrap 1000 lần lặp, khoảng cách tiến hóa theo mô hình Tamura 3-tham số (G = 0,44), TYPE = chủng 

chuẩn; B = mẫu máu; F = mẫu dịch cơ thể
3.2. Kết quả định danh bằng NCBI BLAST và công cụ tự động
Bảng 2 tổng hợp kết quả định danh 92 chủng nấm men lâm sàng theo nhóm loài, đối chiếu giữa BLAST, 

công cụ tự động và phương pháp tham chiếu bằng cây phát sinh loài. 
Bảng 2. Kết quả định danh của 92 chủng nấm men lâm sàng theo nhóm loài

Nhóm NCBI BLAST
(Megablast) Công cụ tự động Cây phát sinh loài n

C. albicans complex
C. albicans C. albicans cpx C. albicans 40
C. albicans C. africana C. africana 6

C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 24
C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata 9
C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei 4
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C. parapsilosis complex

C. orthopsilosis C. parapsilosis cpx C. orthopsilosis 1
C. metapsilosis C. parapsilosis cpx C. metapsilosis 1
C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1
C. orthopsilosis C. orthopsilosis C. orthopsilosis 1

C. rugosa complex C. mesorugosa C. rugosa cpx C. mesorugosa 1
C. ciferrii C. ciferrii C. ciferrii C. ciferrii 1
C. fermentati C. fermentati C. fermentati C. fermentati 1
Debaryomyces nepalensis D. nepalensis C. famata D. nepalensis 1
Kodamaea ohmeri (ngoài CSDL) K. ohmeri Unknown K. ohmeri 1

Kết quả NCBI BLAST cho thấy có 86 trình tự được 
định danh đúng và 6 trình tự C. africana được định 
danh thành C. albicans (Bảng 2). 

Trong 91 trình tự thuộc CSDL, công cụ định danh 
đúng 90 chủng, trong đó đạt kết quả đúng trên các 
nhóm C. tropicalis (24/24), C. glabrata (9/9), C. krusei 
(4/4). Đối với nhóm phức hợp C. albicans (n = 46): toàn 
bộ 40 mẫu C. albicans được công cụ báo cáo ở mức 
phức hợp loài (C. albicans complex); toàn bộ 6 mẫu C. 
africana được định danh đúng ở mức loài. Các trường 
hợp nằm trong phức hợp C. parapsilosis (bao gồm C. 
orthopsilosis, C. metapsilosis) được phân loại chính xác 
ở mức loài hoặc phức hợp loài. Phức hợp C. rugosa 

cũng được phân loại chính xác ở cấp phức hợp [33,44].
Đối với 54 trình tự ITS nằm ngoài CSDL, công cụ 

định danh đúng 52 trình tự trong đó 18 trình tự được 
định danh đúng ở mức Chi, và 34 trình tự được trả 
về kết quả “Unknown”.  Công cụ định danh sai hai 
trình tự, trong đó 1 trình tự C. margitis (ID truy cập 
GenBank: NR159750) được định danh thành phức 
hợp C. parapsilosis và 1 trình tự C. hyderabadensis 
(ID truy cập GenBank: NR159741) được định danh C. 
parapsilosis ở mức loài.

Chi tiết ma trận đánh giá kết quả định danh của 
công cụ tự động và NCBI BLAST được trình bày tại 
Bảng 3.

Bảng 3. Ma trận đánh giá kết quả định danh
Phương pháp Đúng Sai Tổng

Công cụ tự động
(n = 145)

Thuộc CSDL 90 (TP) 1 (FP) 91
Ngoài CSDL 52 (TN) 2 (FN) 54

NCBI BLAST (n=92) 86 6
3.3. So sánh hiệu suất giữa công cụ tự động và NCBI BLAST
Các chỉ số đánh giá hiệu suất của công cụ tự động và NCBI BLAST được trình bày chi tiết tại Bảng 4.
Toàn bộ 145 trình tự được công cụ xử lý trong 135,1 giây (tương đương thông lượng 0,93 giây/trình tự), 

nhanh hơn khoảng 10 lần so với NCBI BLAST và khoảng 200 - 300 lần so với quy trình phân tích thủ công dựa 
trên cây phát sinh loài (ước tính 3 - 5 phút/trình tự).

Bảng 4. So sánh chỉ số hiệu năng giữa hai phương pháp

Chỉ số Công cụ tự động
(n = 145)

NCBI BLAST
(n = 92) Cây phát sinh loài

Độ chính xác 97,9% 93,5% -

Độ nhạy 97,8% - -

Độ đặc hiệu 98,1% - -

Giá trị tiên đoán dương 98,9% - -

Giá trị tiên đoán âm 96,3% - -

Thời gian xử lý trung bình/trình tự 0,93 giây 10 giây 180 - 300 giây

4. BÀN LUẬN
Trong giai đoạn 2023–2026, các nghiên cứu ứng 

dụng AI trong định danh vi nấm phát triển theo hai 
hướng chính: phân tích hình ảnh học sâu và pipeline 
tin sinh học phân tử tự động. 

Về phân tích hình ảnh, Shankarnarayan và cộng 
sự (cs) cho thấy mô hình InceptionV3 đạt độ nhạy 
77,1% và độ đặc hiệu 92,4% trong việc phân loại các 
loài Candida dựa trên hình ảnh từ kính hiển vi [45]; 
ứng dụng quang phổ Raman đơn bào kết hợp AI của 
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Xu và cs đã đạt độ chính xác 100% ở cấp độ loài từ 
bộ dữ liệu 115.129 phổ của 94 bệnh nhân; tuy nhiên, 
phương pháp này đòi hỏi hạ tầng thiết bị đặc thù 
[4]. Bên cạnh đó, ứng dụng mô hình học sâu kép (kết 
hợp YOLOX và MobileNet V2) của Ren và cs đã đạt 
độ chính xác 92,5% và độ nhạy 99,3% trong việc phát 
hiện sợi nấm và bào tử; tuy nhiên, phương pháp này 
đòi hỏi quy trình chuẩn bị mẫu chuyên biệt để chụp 
dưới kính hiển vi huỳnh quang thay vì soi tươi quang 
học thông thường [46].

Ở nhóm phương pháp phân tử, Zolotareva và cs 
đã phát triển hệ thống biosensor chip kết hợp mã 
vạch DNA (vùng ITS) và cảm biến từ điện trở, đạt 
độ chính xác 95% và độ nhạy 91% trong đánh giá in 
silico trên 1.239 trình tự của 58 loài nấm gây bệnh; 
tuy nhiên, công nghệ này hiện vẫn cần được xác 
thực thêm bằng các mẫu bệnh phẩm lâm sàng thực 
tế [47]. 

Công cụ định danh ITS tự động được trình bày 
trong nghiên cứu này thuộc nhóm pipeline phân tử, 
với điểm khác biệt cốt lõi là cơ sở dữ liệu tham chiếu 
được kiểm soát chất lượng đa bước, thuật toán so 
sánh khoảng cách K2P kết hợp K-mer indexing, và cơ 
chế báo cáo phân cấp an toàn.

Phân tích BLAST thủ công trên GenBank, dù phổ 
biến, nhưng vẫn có một số hạn chế hệ thống nhất 
định: (1) tỷ lệ ước tính khoảng 30% trình tự ITS nấm 
trên GenBank mang chú thích phân loại sai và tình 
trạng này vẫn tiếp diễn ngay cả với các trình tự được 
nộp gần đây, bên cạnh đó quy trình kiểm tra kết quả 
BLAST thủ công đòi hỏi thời gian đáng kể; một nghiên 
cứu phân tích cho thấy việc xác minh khoảng 20 định 
danh có thể mất đến hai tháng [48]; (2) nguyên tắc 
“best BLAST hit” không cảnh báo người dùng về tình 
huống các loài trong cùng phức hợp có khoảng cách 
ITS chồng lấp, dẫn đến nguy cơ định danh sai [10,42]. 
Trong nghiên cứu này, BLAST đạt độ chính xác 93,5% 
(86/92 trình tự), thấp hơn so với công cụ tự động, 
phần lớn do không phân biệt được C. africana khỏi C. 
albicans - phản ánh trực tiếp hạn chế của định danh 
dựa trên ITS đơn locus và nguyên tắc best-hit [15].

Công cụ ITS tự động giải quyết trực tiếp các hạn 
chế trên theo ba hướng. Về chất lượng cơ sở dữ liệu, 
công cụ sử dụng bộ dữ liệu tham chiếu đã qua kiểm 
soát chất lượng nhiều bước, phù hợp với khuyến 
nghị kiểm duyệt thủ công đối với dữ liệu ITS tham 
chiếu [10]. Về thuật toán, cơ chế K-mer indexing kết 
hợp so sánh khoảng cách K2P rút ngắn thời gian tìm 
kiếm mà vẫn đảm bảo độ phân giải liên loài. Trên 
toàn bộ 145 trình tự đánh giá (92 trình tự lâm sàng 
và 53 trình tự từ GenBank), công cụ đạt độ chính 
xác 97,9%, độ nhạy 97,8%, độ đặc hiệu 98,1%, PPV 
98,9% và NPV 96,3%, cho thấy hiệu năng ổn định và 

cân bằng giữa hai nhóm loài trong và ngoài CSDL. 
Về tốc độ, thời gian xử lý của công cụ nhanh hơn rõ 
rệt so với BLAST (10 lần) và hơn 200 lần cho phân 
tích cây phát sinh loài thủ công truyền thống. Về tính 
chuẩn hóa, kết quả ở định dạng CSV có cấu trúc nhất 
quán cho phép tích hợp hệ thống LIS/HIS và xây dựng 
giám sát chủ động.

Cơ chế báo cáo phân cấp và cờ cảnh báo loài ẩn 
là điểm khác biệt quan trọng nhất về mặt an toàn 
lâm sàng. Thay vì buộc chọn một best-hit như BLAST, 
công cụ trả kết quả theo mức độ tin cậy giảm dần 
và kích hoạt cờ cảnh báo khi trình tự truy vấn nằm 
trong vùng chồng lấp khoảng cách K2P liên loài. Điều 
này được chứng minh qua kết quả xử lý 54 trình tự 
ngoài CSDL: 52/54 trường hợp (96,2%) được trả về 
kết quả an toàn - trong đó 34 trình tự trả kết quả 
“Unknown” và 18 trình tự được định danh đúng ở 
mức Chi - thay vì buộc gán một nhãn loài sai. Đây 
là hành vi an toàn của công cụ đối với những loài 
ngoài CSDL, tránh cung cấp kết quả sai lệch có thể 
ảnh hưởng đến quyết định điều trị.

Ý nghĩa lâm sàng của định danh chính xác đến 
cấp loài nằm trực tiếp ở quyết định kháng nấm ban 
đầu. C. krusei (danh pháp mới Pichia kudriavzevii) 
có kháng fluconazole nội tại; C. glabrata (danh pháp 
mới Nakaseomyces glabratus) có xu hướng MIC tăng 
dần với echinocandin; C. parapsilosis và các loài đồng 
hình trong phức hợp có hành vi kháng echinocandin 
khác nhau [13]. Kết quả cho thấy công cụ nhận diện 
đúng toàn bộ C. tropicalis (24/24), C. glabrata (9/9) 
và C. krusei (4/4), các loài có ý nghĩa kháng thuốc 
hàng đầu hiện nay. Ngoài ra, nhóm phức hợp C. 
parapsilosis được xử lý an toàn: các loài đồng hình 
(C. orthopsilosis, C. metapsilosis) được báo cáo ở 
mức phức hợp loài thay vì định danh sai về loài - phù 
hợp với khuyến nghị lâm sàng hiện hành [49].  

Trường hợp dương tính giả ghi nhận ở chủng 
B36 (Debaryomyces nepalensis bị báo là C. famata), 
nguyên nhân là do thiếu thông tin khai báo về phức 
hợp loài cho C. famata trong quá trình huấn luyện. 
Về di truyền, D. nepalensis và C. famata có độ tương 
đồng cao đối với trình tự ITS (Hình 1), khiến công cụ 
phân tích gán nhãn sai ở độ phân giải mức độ loài 
[50]. Có hai trường hợp âm tính giả (FN) ghi nhận 
trong nhóm 54 trình tự ngoài CSDL: (1) trình tự C. 
margitis (số truy cập GenBank: NR159750) được 
định danh nhầm thành phức hợp C. parapsilosis; (2) 
trình tự C. hyderabadensis (NR159741) được định 
danh nhầm thành C. parapsilosis ở mức loài. Cả hai 
loài này đều không có trong CSDL huấn luyện nhưng 
có trình tự ITS đủ tương đồng với C. parapsilosis để 
vượt ngưỡng K2P, dẫn đến gán nhầm nhãn thay vì trả 
kết quả “Unknown”. Những hạn chế này có thể được 
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khắc phục nếu cơ sở dữ liệu được bổ sung và khai 
báo đầy đủ thông tin về phức hợp loài. Trong nhóm 
92 trình tự lâm sàng, không ghi nhận âm tính giả - 
Kodamaea ohmeri (B5), loài duy nhất trong nhóm 
này nằm ngoài CSDL, được xử lý đúng với kết quả 
“Unknown”. 

Về tiềm năng ứng dụng trong kiểm soát nhiễm 
khuẩn bệnh viện, tổng quan tích hợp của El Arab và 
cs trên 42 nghiên cứu ghi nhận các mô hình AI — bao 
gồm mạng nơ-ron, decision tree, random forest và 
học sâu - đạt AUC > 0,80 trong phát hiện nhiễm khuẩn 
bệnh viện, đặc biệt thể hiện độ tin cậy cao đối với 
nhiễm khuẩn vết mổ và nhiễm khuẩn đường tiết niệu 
và hỗ trợ quyết định kiểm soát lây truyền [3]. Trong 
khi đó, tổng quan hệ thống và phân tích tổng hợp của 
Almeida và cs trên 14,620 bệnh nhân cho thấy các mô 
hình AI/ML đạt giá trị tiên đoán âm (NPV) > 95% trong 
dự báo nhiễm Candida xâm lấn. Đặc điểm này khiến AI 
trở nên phù hợp nhất cho vai trò hỗ trợ ra quyết định 
lâm sàng nhằm loại trừ bệnh và tối ưu hóa công tác 
quản lý sử dụng thuốc kháng nấm [2].

Trong bối cảnh đó, một công cụ định danh tự 
động với kết quả đầu ra được cấu trúc hóa - như đã 
trình bày trong nghiên cứu này - có cơ sở khoa học và 
tiềm năng để tích hợp vào mạng lưới giám sát nhiễm 
khuẩn bệnh viện. Khả năng tích lũy dữ liệu dọc 
theo thời gian của hệ thống sẽ cho phép phân tích 
xu hướng phân bố dịch tễ của các loài nấm và phát 
hiện sớm sự trỗi dậy của các chủng đa kháng. Tiềm 
năng này mang ý nghĩa đặc biệt đối với C. auris - một 
mầm bệnh đa kháng có khả năng bùng phát thành 
các vụ dịch lây nhiễm chéo tại bệnh viện, hiện đang 
lây lan nhanh tại châu Âu theo báo cáo giám sát của 
ECDC năm 2024, nhưng lại thường dễ bị định danh 
sai lệch bởi các hệ thống sinh hóa tự động hay thiết 
bị MALDI-TOF MS thông thường [51]. Tuy nhiên, để 
chuyển hóa những tiềm năng này thành bằng chứng 
ứng dụng thực tiễn, vẫn đòi hỏi các nghiên cứu tiến 
cứu tiếp theo được thiết kế chuyên biệt nhằm đánh 
giá tác động trực tiếp.

Nghiên cứu này tồn tại một số hạn chế cần được 
xem xét trong bối cảnh hiện tại. Thứ nhất, mặc dù 
bộ dữ liệu đánh giá đã được mở rộng lên 145 trình 
tự, phần trình tự lâm sàng thực tế chỉ gồm 92 chủng 
từ một trung tâm duy nhất (Bệnh viện Srinagarind, 
Thái Lan); do đó độ đặc hiệu của công cụ chưa được 
kiểm định trên quần thể lâm sàng đa trung tâm hay 
ở bối cảnh dịch tễ khác. Phần lớn nghiên cứu AI trong 
vi nấm gần đây đều đối mặt với hạn chế tương tự: 
tổng quan hệ thống 2026 theo nguyên tắc PRISMA 
phân tích 11 nghiên cứu ghi nhận rằng phần lớn mô 
hình AI chỉ được xác nhận nội bộ, rất ít nghiên cứu 
có đánh giá ngoài đa trung tâm [1]; kết quả đánh giá 

chất lượng bằng công cụ PROBAST của Almeida và 
cs cũng chỉ ra nguy cơ sai số hệ thống từ mức trung 
bình đến cao ở hầu hết các nghiên cứu được đưa vào 
phân tích. Điều này càng củng cố thêm quan điểm 
rằng: dù các mô hình có chỉ số thống kê ấn tượng, 
cần phải có các thử nghiệm lâm sàng và xác thực 
bổ sung từ các đơn vị độc lập bên ngoài trước khi 
triển khai thực tế [2]. Thứ hai, đánh giá hiệu năng 
trong nghiên cứu này tập trung vào chi Candida và 
các loài liên quan; hiệu năng đối với các chi còn lại 
trong CSDL (Cryptococcus, Malassezia, Rhodotorula, 
Trichosporon, Aspergillus, Fusarium) chưa được 
đánh giá hệ thống, cần có các nghiên cứu tiếp theo 
để đánh giá chính xác hơn tính tổng quát của công cụ 
trong bối cảnh lâm sàng thực tế. 

Để bổ sung bằng chứng ứng dụng lâm sàng, 
các nghiên cứu tiếp theo sẽ được thiết kế theo hai 
hướng ưu tiên: (1) xác nhận ngoài đa trung tâm trên 
bộ chủng lâm sàng đa dạng về địa lý và dịch tễ, nhằm 
đánh giá tính khái quát của hiệu năng công cụ. (2) 
triển khai công cụ song song với quy trình định danh 
thường quy của phòng xét nghiệm, cung cấp bằng 
chứng thực nghiệm cho giá trị ứng dụng trong quyết 
định kháng nấm và kiểm soát nhiễm khuẩn. 

Định hướng phát triển tiếp theo của nhóm nghiên 
cứu là triển khai công cụ dưới dạng ứng dụng web. 
Giải pháp này cho phép các phòng xét nghiệm lâm 
sàng dễ dàng phân tích dữ liệu trình tự vùng ITS trực 
tiếp qua trình duyệt mà không đòi hỏi đầu tư hạ tầng 
hay cài đặt phần mềm. Bên cạnh đó, bộ CSDL huấn 
luyện sẽ được mở rộng và tích hợp thêm các locus phụ 
(như vùng D1/D2 LSU hoặc TEF1α). Đặc biệt, công cụ 
sẽ được trang bị thêm tính năng tùy biến, cho phép 
người dùng tự xây dựng và tinh chỉnh CSDL huấn luyện 
nội bộ, giúp người dùng chủ động cập nhật CSDL để 
bám sát đặc điểm dịch tễ tại địa phương.

5. KẾT LUẬN
Công cụ mã vạch DNA vùng ITS tự động đạt độ 

chính xác 97,9%, độ nhạy 97,8%, độ đặc hiệu 98,1% 
và thời gian xử lý 0,93 giây/trình tự, cho thấy khả 
năng vận hành nhanh và ổn định. Giá trị nổi bật của 
hệ thống là sự kết hợp giữa tự động hóa phân tích 
trình tự, cơ chế báo cáo phân cấp an toàn tránh định 
danh quá mức và đầu ra chuẩn hóa hỗ trợ tiềm năng 
tích hợp LIS/HIS phục vụ quản lý kháng nấm và kiểm 
soát nhiễm khuẩn bệnh viện.
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