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TÓM TẮT 

Phương pháp RT-LAMP đã được thiết lập để phát hiện virus Dengue. Phương pháp này rất 
đơn giản và nhanh, sản phẩm của phản ứng RT-LAMP có thể được xác định sau 60 phút phản 
ứng ở một điều kiện nhiệt độ là 61 oC. Một số điều kiện tối ưu cho phản ứng RT-LAMP dùng để 
khuếch đại RNA virus Dengue đã được xác định như nhiệt độ (61 oC), thời gian phản ứng               
(60 phút), nồng độ dNTPs (0,4 mM), ion Mg2+ (6 mM), betaine (0 M). Sản phẩm phản ứng RT-
LAMP có thể được xác định nhanh và đơn giản bằng cách bổ sung MgSO4 và ethidium bromide 
sau đó soi dưới đèn UV. Phản ứng RT-LAMP thiết lập trong nghiên cứu đã được thử nghiệm để 
phát hiện virus Dengue trực tiếp từ huyết thanh bệnh nhân. Phản ứng chéo với virus sởi và 
rubella của phương pháp RT-LAMP cũng đã được kiểm tra. Những kết quả này cho thấy rằng 
phương pháp RT-LAMP có thể được ứng dụng để phát hiện virus Dengue và phù hợp với những 
cơ sở có trang thiết bị còn hạn chế. 

Từ khóa: sốt xuất huyết Dengue, virus Dengue, phát hiện nhanh, RT-LAMP. 

1. MỞ ĐẦU 

Sốt Dengue (SD) và các dạng nguy hiểm hơn của nó như sốt xuất huyết Dengue (SXHD) 
và hội chứng sốc Dengue (HCSD) là bệnh truyền nhiễm cấp tính, do virus Dengue gây nên. 
Bệnh lan truyền chủ yếu do muỗi Aedes aegypti và tập trung nhiều ở các nước Nam Á, Đông 
Nam Á, Châu Phi, Trung và Nam Mỹ [1]. Theo Tổ chức Y tế thế giới, bệnh sốt xuất huyết 
Dengue hiện đang lan truyền ở nhiều nước trên thế giới với khoảng 50 - 100 triệu người bị 
nhiễm virus Dengue và khoảng 500.000 trường hợp bị sốt xuất huyết Dengue phải nhập viện 
mỗi năm, trong đó chủ yếu là trẻ em. Tỷ lệ tử vong 5 – 10 %, thậm chí cao hơn nếu không được 
chẩn đoán và điều trị thích hợp [2]. Virus Dengue là một RNA virus thuộc họ Flaviviridae. Hệ 
gen virus Dengue có chứa khoảng 11000 nucleotide, mã hóa cho 3 loại phân tử protein khác 
nhau (C, prM và E) và các kiểu protein khác như NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 [3]. 
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Virus Dengue được chia thành 4 typ gồm Dengue typ 1, typ 2, typ 3, typ 4 có khả năng gây bệnh 
như nhau [4].  

Hiện nay có ba phương pháp chủ yếu đang được sử dụng để chẩn đoán virus Dengue đó là 
phân lập virus Dengue; xác định kháng nguyên, kháng thể đặc hiệu virus Dengue; phân tích 
nhận diện dựa vào RNA hệ gen [2, 5]. Virus Dengue có thể được phân lập từ huyết thanh, tế bào 
máu ngoại vi trong vòng 2-7 ngày có biểu hiện sốt. Đây được coi là “chuẩn vàng” trong chẩn 
đoán virus Dengue, tuy nhiên, đối với phương pháp phân lập phải mất 7 - 15 ngày mới có thể 
xác định được kết quả. Phương pháp này thường được sử dụng khi mẫu bệnh phẩm được phân 
tích âm tính với IgM theo Mac-ELISA. Kháng nguyên NS1 của virus Dengue cũng có thể được 
xác định dựa vào ELISA. Tuy nhiên, khi sử dụng phương pháp ELISA sẽ xuất hiện phản ứng 
chéo giữa các flavivirus có quan hệ gần gũi [6]. Các kỹ thuật phân tử (RT-PCR, real-time RT-
PCR) cũng được sử dụng để chẩn đoán virus Dengue từ các mẫu huyết thanh. Tuy nhiên, 
phương pháp RT-PCR có độ nhạy thấp và mất nhiều thời gian. Các phương pháp chẩn đoán 
phân tử này đòi hỏi các thiết bị chuyên dụng, đắt tiền và phức tạp nên rất khó triển khai ở các cơ 
sở có trang thiết bị và năng lực cán bộ xét nghiệm còn hạn chế. 

Phương pháp LAMP lần đầu tiên được mô tả bởi Notomi [7] và gần đây được phát triển bởi 
công ty Eiken (Eiken Chemical Co. Ltd). Đây là một phương pháp khuếch đại nucleic acid mới 
diễn ra ở duy nhất một điều kiện nhiệt độ trong một thời gian ngắn. Sản phẩm của phản ứng có 
thể quan sát bằng mắt thường. Phương pháp này cũng được đánh giá là có độ nhạy và đặc hiệu 
rất cao do sử dụng bốn mồi bắt cặp ở sáu vị trí trên DNA đích. Phương pháp LAMP đơn giản, 
tiết kiệm thời gian, sử dụng thiết bị đơn giản nên đã được ứng dụng để xác định nhiều loại virus, 
vi khuẩn và có thể trở thành một công cụ có giá trị cho việc chẩn đoán nhanh các bệnh truyền 
nhiễm [8-13]. RT-LAMP là phương pháp hoàn toàn dựa trên nguyên lí của LAMP nhưng sử 
dụng khuôn là RNA với sự tham gia của enzyme phiên mã ngược  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã phát triển và đánh giá phương pháp RT-LAMP cho 
việc nhận diện virus Dengue, hướng tới phát triển thành bộ kit dùng cho chẩn đoán nhanh virus 
Dengue từ các mẫu bệnh phẩm. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Mẫu vật được cung cấp bởi Phòng khám Đa khoa Tín Đức, Nha Trang, Khánh Hòa. Mẫu 
RNA virus Sởi, Rubella được cung cấp bởi TS. Nguyễn Hạnh Phúc, Công ty VNBiolabs. 

Hóa chất dùng cho phản ứng RT-LAMP và điện di của các hãng như: Sigma, Merck, New 
England Biolabs (NEB), Fermentas,… Enzyme AMV reverse transcriptase, Bst DNA 
polymerase được mua của hãng New England Biolabs, Mỹ. Kit tách chiết RNA virus của 
Quiagen, Mỹ. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp tách chiết RNA virus 

RNA hệ gen virus được tách chiết từ huyết thanh sử dụng bộ kit QIAamp Viral RNA mini 
kit (QIAGEN, Mỹ). Quy trình tách chiết được thực hiện theo mô tả của nhà sản xuất [14]. Mẫu 
RNA được giữ ở - 80 oC. 
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2.2.2. Phản ứng RT-LAMP 

Hỗn hợp phản ứng chứa 40 pmol mỗi loại mồi trong FIP, BIP; 5 pmol mỗi loại mồi ngoài 
F3 và B3; 20 pmol mỗi loại mồi vòng FL và BL; 1,0 mM dNTPs; 1,0 M betaine; 1X đệm 
ThermoPol Reaction Buffer (New England Biolabs, Mỹ); 8,0 U Bst DNA polymerase (NEB); 
1,0 U AMV reverse transcriptase (NEB); 8,0 mM MgSO4 và lượng RNA tổng số phù hợp. Hỗn 
hợp 25 µl phản ứng RT-LAMP được ủ ở 61 oC trong 60 phút. Phản ứng RT-LAMP sẽ được tối 
ưu hóa đơn yếu tố theo thứ tự nhiệt độ (59 – 65 oC), thời gian (15 - 60 phút), dNTPs (0,2 - 1,0 
M), MgSO4 (2 - 10 M), betaine (0 - 1 M); các thành phần khác được giữ cố định. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Thiết lập phản ứng RT-LAMP 

Thành phần của phản ứng RT-LAMP được thiết lập dựa theo công bố của Notomi [7]. 
Nồng độ của các yếu tố được thể hiện trong phương pháp nghiên cứu. Phản ứng LAMP là phản 
ứng khuếch đại DNA tại một điều kiện nhiệt độ và nhiệt độ này phụ thuộc vào enzyme và mồi. 
Enzyme Bst DNA polymerase là một enzyme hoạt động tốt trong khoảng nhiệt độ 60 – 65 oC và 
bị bất hoạt ở nhiệt độ 80 oC. Tuy nhiên, theo tính toán lí thuyết nhiệt độ gắn mồi tối ưu của cặp 
mồi trong là 59,3 – 65,3 oC. Do đó, nhiệt độ ban đầu được lựa chọn cho phản ứng RT-LAMP là 
63oC. Phản ứng được thực hiện trong 60 phút. Sản phẩm phản ứng LAMP (5 µl) được điện di 
kiểm tra trên gel agarose 1,5%. Kết quả cho thấy xuất hiện một dải băng DNA có kích thước 
phân bố từ khoảng 200 bp đến vị trí tra mẫu (hình 1, giếng +). Đây chính là phổ điện di sản 
phẩm LAMP đặc trưng [7]. Đối với mẫu không bổ sung RNA khuôn thì không thấy xuất hiện 
dải băng này trên hình ảnh điện di (hình 1, giếng -). Kết quả thu được chứng tỏ rằng phản ứng 
RT-LAMP đã được thực hiện thành công. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP (giếng + ), đối chứng (giếng - ),                                                            
thang DNA chuẩn 100 bp Fermentas (giếng M). 

3.2. Tối ưu hóa phản ứng RT-LAMP 
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Phản ứng RT-LAMP là một phản ứng được thực hiện với sự tham gia của nhiều thành phần 
khác nhau như khuôn RNA, 6 mồi, hai enzyme bao gồm AMV reverse transcriptase và Bst DNA 
polymerase, betaine,… Mỗi thành phần đều có vai trò quan trọng cho sự thành công của phản 
ứng. Đối với mỗi đối tượng nghiên cứu, mỗi loại gen đích thì điều kiện phản ứng tối ưu là khác 
nhau. Ngoài ra, mục đích của nghiên cứu là xác định điều kiện tối ưu và có thể dễ dàng thực 
hiện trong điều kiện thực tiễn tại các cơ sở có trang thiết bị đơn giản. Các yếu tố có ảnh hưởng 
lớn đến phản ứng RT-LAMP bao gồm nhiệt độ, thời gian phản ứng, nồng độ dNTPs, nồng độ 
Mg2+, nồng độ betaine. 

3.2.1. Tối ưu hóa nhiệt độ 

Không giống như phản ứng PCR, phản ứng RT-LAMP là phản ứng được thực hiện ở một 
điều kiện nhiệt độ và nhiệt độ này phải đảm bảo phù hợp với nhiệt độ hoạt động của enzyme và 
nhiệt độ gắn mồi. Hơn nữa, trong phản ứng RT-LAMP có sự tham gia đồng thời của hai enzyme 
là AMV reverse transcriptase và Bst DNA polymerase, do đó nhiệt độ là yếu tố quan trọng đầu 
tiên được lựa chọn để tối ưu. Enzyme Bst DNA polymerase hoạt động trong dải nhiệt độ               
60 – 65 oC. Theo lí thuyết khi phân tích 6 mồi LAMP bằng phần mềm FastPCR, cho thấy nhiệt 
độ gắn mồi tối ưu đối với mồi trong F3/B3 là 54,6 – 60,6 oC, mồi ngoài FIP/BIP là 59,3 – 65,3 

oC; mồi loop FL/BL là 52,3 – 58,3 oC. Do đó, phản ứng RT-LAMP đã được thực hiện ở các điều 
kiện nhiệt độ khác nhau là 59, 61, 63, 65 oC. Kết quả cho thấy sản phẩm RT-LAMP thu được 
khá tốt ở các nhiệt độ được khảo sát, tuy nhiên ở nhiệt độ 61oC cho thấy xuất hiện các băng 
DNA đậm nhất. Do đó, 61oC được xác định là nhiệt độ tối ưu cho phản ứng RT-LAMP. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Hình 2. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP ở các nhiệt độ khác nhau 59, 61, 63, và 65 oC;                                      
thang DNA chuẩn 100 bp Fermentas (M). 

3.2.2. Tối ưu hóa thời gian 

Đối với một xét nghiệm thì thời gian để đưa ra được kết quả là vấn đề rất quan trọng. 
Thông thường các phương pháp khuếch đại DNA dùng trong chẩn đoán thường kéo dài 3 - 4 giờ 
[5]. Với phương pháp LAMP, thời gian phản ứng thường là 1 giờ [7]. Tuy nhiên với mong đợi 
giảm thiểu thời gian phản ứng nhưng vẫn thu được kết quả rõ ràng nên phản ứng RT-LAMP đã 
được khảo sát ở những khoảng thời gian 15, 30, 45 và 60 phút. Kết quả cho thấy sản phẩm RT-
LAMP không xuất hiện khi phản ứng thực hiện trong 15, 30 và 45 phút, và xuất hiện khá rõ ràng 
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với thời gian phản ứng 60 phút (hình 3). Do mong muốn giảm thiểu thời gian phản ứng nên phản 
ứng không được nghiên cứu ở các khoảng thời gian dài hơn 60 phút. Phản ứng RT-LAMP sẽ 
được thực hiện trong 60 phút đối với các nghiên cứu tiếp theo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP ở các khoảng thời gian khác nhau 15, 30, 45, và 60 phút ở nhiệt 
độ tối ưu là 61 oC; thang DNA chuẩn 100 bp Fermentas (M). 

3.2.3. Tối ưu hóa nồng độ dNTPs 

Khác với phản ứng PCR thông thường (nồng độ dNTPs tối ưu 0,2 mM và có thể tăng lên 
nếu kích thước gen đích lớn), phản ứng LAMP đòi hỏi nồng độ dNTPs cao hơn do lượng sản 
phẩm LAMP sinh ra là rất lớn. Theo nhiều công bố về LAMP, nồng độ dNTPs thay đổi từ 0,4 – 
1,4 mM [7 - 13, 16]. Phản ứng RT-LAMP trong nghiên cứu này được thực hiện ở các nồng độ 
dNTPs khác nhau 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 và 1,0 mM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 4. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP ở các nồng độ dNTPs khác nhau 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mM; 
thang DNA chuẩn 100 bp Fermentas (M). 

Kết quả cho thấy với nồng độ thấp nhất (0,2 mM) thì phản ứng RT-LAMP vẫn được thực 
hiện nhưng sản phẩm sinh ra là ít nhất so với các nồng độ khác (hình 4). Với nồng độ 0,4 mM 
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sản phẩm phản ứng RT-LAMP xuất hiện rất rõ ràng và tương tự như những phản ứng có nồng 
độ cao hơn nên nồng độ dNTPs được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo là 0,4 mM. 

3.2.4. Tối ưu hóa nồng độ Mg2+ 

Ion Mg2+ là một đồng yếu tố cho DNA polymerase bền nhiệt. Trong phản ứng PCR, ion 
Mg2+ còn có vai trò làm ổn định DNA sợi đôi và làm tăng giá trị Tm. Do đó, nồng độ ion Mg2+ 
đóng vai trò quan trọng về tính đặc hiệu và hiệu suất phản ứng. Thông thường trong phản ứng 
PCR, nồng độ ion Mg2+ tối ưu là 2,0 mM. Tuy nhiên, ion Mg2+ lại bị bắt giữ bởi dNTPs nên khi 
thay đổi nồng độ dNTPs đòi hỏi cần phải thay đổi nồng độ Mg2+ cho phù hợp. Trong phản ứng 
LAMP nhu cầu về dNTPs là lớn hơn so với phản ứng PCR thông thường. Trong nghiên cứu này, 
nồng độ dNTPs được sử dụng là 0,4 mM, khác so với công bố của Parida [6]. Phản ứng RT-
LAMP đã được thực hiện với các nồng độ Mg2+ khác nhau 2, 4, 6, 8, 10 mM. Ở nồng độ 2 mM 
không thấy xuất hiện sản phẩm phản ứng RT-LAMP (hình 5) và sản phẩm phản ứng RT-LAMP 
xuất hiện khi tăng nồng độ lên 4 mM và cao hơn. Ở nồng độ 4 mM Mg2+ bắt đầu có xuất hiện 
sản phẩm tuy nhiên cường độ băng sản phẩm thấp hơn so với các nồng độ khác. Với nồng độ 
tăng lên đến 10 mM nhưng hiệu suất phản ứng cũng không tăng lên đáng kể so với 6 mM. Vì 
vậy, nồng độ Mg2+ là 6 mM đã được lựa chọn.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 5. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP ở các nồng độ Mg2+ khác nhau 2, 4, 6, 8, 10 mM;                          
thang DNA chuẩn 100 bp Fermentas (M). 

3.2.5. Tối ưu hóa nồng độ betaine 

Betaine là một yếu tố có khả năng làm giảm cấu trúc bậc 2 của DNA và tăng cường khả 
năng tách mạch của các sợi DNA giàu thành phần GC. Do đó, betaine cũng có thể được bổ sung 
vào phản ứng PCR trong những trường hợp này để tăng hiệu suất và tính đặc hiệu của phản ứng. 
Trong phản ứng LAMP, betaine thường được bổ sung với nồng độ 0,5 – 1,6 mM. Tuy nhiên, 
betaine khi sử dụng với nồng độ cao có thể làm giảm hoạt tính của các enzyme DNA 
polymerase, dẫn đến làm giảm hiệu suất phản ứng. Do đó việc có nên sử dụng betaine hay không 
là tùy thuộc vào từng gen đích cần khuếch đại nhất định. Để đánh giá xem betaine có thực sự 
cần thiết trong nghiên cứu của chúng tôi hay không, betaine với nồng độ từ 0 – 1,0 M đã được 
bổ sung vào phản ứng RT-LAMP. Kết quả cho thấy không có sự khác nhau khi thay đổi nồng 
nồng độ betaine từ 0 – 1 M (hình 6). Điều đáng chú ý là khi không bổ sung betaine vào phản ứng 
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thì phản ứng RT-LAMP vẫn thực hiện bình thường. Kết quả quả này chỉ ra rằng betaine không 
cần thiết trong phản ứng RT-LAMP trong nghiên cứu này. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 6. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP ở các nồng độ betaine khác nhau 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 M; 
thang DNA chuẩn 100 bp plus Fermentas (M). 

3.3. Phát triển phương pháp xác định sản phẩm phản ứng RT-LAMP 

Hiện nay sản phẩm của phản ứng LAMP thông thường được xác định theo các phương 
pháp như điện di trên gel agarose, quan sát độ đục, quan sát màu bằng mắt thường sau khi bổ 
sung SYBR Green I hoặc Calcein, quan sát dưới đèn UV sau khi bổ sung ethidium bromide hoặc 
bán định lượng thông qua hệ thống đo độ đục [13].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 7. Phát hiện sản phẩm RT-LAMP bằng điện di trên gel agarose 1,5 % (A), quan sát kết tủa bằng mắt 
thường (B), bổ sung MgSO4 và ethidium bromide (C) dưới đèn UV. 

3.4. Xác định độ đặc hiệu của phản ứng RT-LAMP 
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Trong thực tế xét nghiệm, các biểu hiện lâm sàng của sốt do 3 loại virus Dengue, virus sởi 
hay rubella gây ra ở giai đoạn đầu là tương đối giống nhau, do đó cần phải phân biệt được người 
có biểu hiện sốt là do tác nhân nào. Trên cơ sở đó phản ứng RT-LAMP đã được kiểm tra phản 
ứng chéo đối với hai loại virus đó là sởi và rubella. Kết quả chỉ ra rằng phản ứng RT-LAMP 
hoàn toàn âm tính với hai mẫu virus sởi và hai mẫu virus rubella (hình 8). Điều đó chứng tỏ 
phản ứng RT-LAMP được thiết lập trong nghiên cứu này hoàn toàn không có phản ứng chéo với 
virus sởi và rubella. 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 8. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP sử dụng khuôn RNA virus Dengue (giếng 1), virus sởi                  
(giếng 2, 3) và virus rubella (giếng 4, 5); thang DNA 100 bp Fermentas (giếng M). 

3.5. Khả năng phát hiện virus Dengue bởi phương pháp RT-LAMP 

Việc phát triển phương pháp RT-LAMP với mong muốn có thể ứng dụng để phát hiện 
virus Dengue đối với các bệnh nhân có biểu hiện lâm sàng sốt. Do đó phản ứng RT-LAMP đã 
được thử nghiệm đối với RNA tổng số được tách chiết từ các mẫu huyết thanh bệnh nhân dương 
tính với virus Dengue (dương tính với NS1) của 4 typ khác nhau. Kết quả cho thấy RT-LAMP 
được xây dựng hoàn toàn xác định được virus Dengue từ các dịch huyết thanh thử nghiệm (hình 
9). 

Tại các cơ sở, việc xác định nồng độ RNA tổng số của dịch chiết từ huyết thanh là tương 
đối khó khăn vì hạn chế về thiết bị. Do đó, phương pháp RT-LAMP cũng đã được thử với lượng 
khuôn đưa vào là khác nhau để đưa ra điều kiện ổn định cho xác định sự có mặt của virus 
Dengue trong mẫu bệnh phẩm. Kết quả cho thấy khi giảm lượng khuôn (0,1 µl) thì chỉ xác định 
được mẫu 3 và 4 (hình 10, giếng 3, 4). Khi tăng lượng mẫu cho vào phản ứng có thể đảm bảo đủ 
hoặc dư lượng khuôn nhưng cũng có thể làm tăng lượng các chất gây ảnh hưởng đến phản ứng. 
Khi tăng lượng mẫu lên 3 µl, kết quả phản ứng RT-LAMP vẫn thực hiện tốt. Từ các kết quả này 
cho thấy với quy trình tách chiết RNA từ mẫu huyết thanh theo kit QIAamp Viral RNA mini kit 
(QIAGEN, Mỹ) ta có thể sử dụng 3 µl mẫu cho phản ứng. Hiện nay phương pháp này mới thực 
hiện được trên 4 mẫu huyết thanh. Để có thể khẳng định khả năng ứng dụng của phương pháp 
ngoài thực tế cần khảo sát với số lượng mẫu lớn hơn. 
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Hình 9. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP với RNA typ 1 (giếng 1), typ 2 (giếng 2), typ 3 (giếng 3)                   
và typ 4 (giếng 4) tách từ huyết thanh. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 10. Phổ điện di sản phẩm RT-LAMP với các thể tích mẫu khác nhau. 0,1 µl mẫu (giếng 1-4)    
và 3 µl mẫu (giếng 5-7) của 4 bệnh nhân với 4 typ (1-4) tương ứng. 

4. KẾT LUẬN 

Với cặp mồi được xác định ở trên, các điều kiện tối ưu cho phản ứng RT-LAMP được xác 
định: nhiệt độ 61 oC, thời gian phản ứng 60 phút, nồng độ dNTPs 0,4 mM, nồng độ Mg2+ 6 M, 
không cần bổ sung betaine với sự tham gia của 8 U Bst DNA polymerase và 1 U AMV reverse 
transcriptase. 

Phản ứng RT-LAMP được thiết lập là đặc hiệu cho virus Dengue và có thể xác định được 
cả 4 typ. Phương pháp hoàn toàn có thể sử dụng để phát hiện virus Dengue từ mẫu huyết thanh. 

Việc nhận biết sản phẩm RT-LAMP có thể được thực hiện dễ dàng sau khi bổ sung MgSO4 
và ethidium bromide dưới đèn tử ngoại. Với phương pháp nhận biết này cho phép phương pháp 
RT-LAMP dễ dàng được triển khai ngoài thực tế tại các cơ sở. 
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ABSTRACT 

RAPID DETECTION OF DENGUE VIRUS BY REVERSE TRANSCRIPTION                       
LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (RT-LAMP) 

Truong Quoc Phong1, *, Lam Tu Quynh2 

1School of Biotechnology and Food Technology, Hanoi University of Science and Technology, 

No.1, Dai Co Viet, Ha Ba Trung, Hanoi 

2Institute Pasteur in Nha Trang, No. 8-10, Tran Phu, Nha Trang, Khanh Hoa 

*Email: phong.truongquoc@hust.edu.vn  

Reverse transcription Loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) for detection of 
Dengue virus was established. This assay is very simple and rapid. RT-LAMP products could be 
detected after 60 min incubation under isothermal condition at 61 oC. Some optimal conditions 
for amplification of Dengue virus RNA by the RT-LAMP assay were determined including 
temperature (61 oC), reaction time (60 min), dNTPs (0.4 mM), Mg2+ (6 mM), betaine (0 M).  
RT-LAMP product can be visualized under UV light after adding MgSO4 and ethidium bromide 
dye. The established RT-LAMP assay was tested for detection of Dengue virus in patient serum 
samples. The crossing-reaction with measles and rubella viruses was investigated. These 
findings indicate that the RT-LAMP assay has the potential application for rapid detection of 
Dengue virus from patient serum and suitable for laboratories with simple equipments. 

Keywords: dengue hemoharrgic fever, Dengue virus, rapid detection, RT-LAMP. 

 

 


