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Tóm tắt 

Mục tiêu: Nghiên cứu có mục tiêu đánh giá quy trình real-time PCR đa mồi định type virus dengue sử 
dụng bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR với bộ mồi/đầu dò do nhóm nghiên cứu tự thiết kế dựa 
trên dữ liệu trình tự gen virus dengue phân lập tại Việt Nam. Đối tượng và phương pháp: Tổng số 284 
mẫu bệnh phẩm máu của bệnh nhân chẩn đoán sốt xuất huyết dengue được thu thập tại Bệnh viện 
TƯQĐ 108 trong giai đoạn tháng 10/2021 đến tháng 12/2022, ở Hà Nội, được tách chiết RNA và sử dụng 
cho đánh giá bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR và so sánh với bộ sinh phẩm xét nghiệm của CDC 
Hoa Kỳ (CE-IVD). Kết quả: Bộ sinh phẩm tự thiết kế định type virus dengue có ngưỡng phát hiện 102 bản 
sao/μL, độ đặc hiệu kỹ thuật 100%. Nghiên cứu thực hiện định type trên 284 mẫu bệnh phẩm cho thấy 
bộ sinh phẩm tự thiết kế có độ nhạy phát hiện virus dengue nhỉnh hơn bộ sinh phẩm CDC (lần lượt là 
71,5% dương tính và 63,0% dương tính). Kết luận: Như vậy, bộ sinh phẩm tự thiết kế có độ đặc hiệu kỹ 
thuật cao, độ nhạy trên mẫu bệnh phẩm chẩn đoán sốt xuất huyết dengue tương đương với bộ sinh 
phẩm CDC Hoa Kỳ. 

Từ khóa: Flavivirus, dengue virus, RT-qPCR đa mồi, định type. 

Summary 

Objective: The study aimed to evaluate a multiplex real-time PCR for serotyping dengue virus using 
primers and probe designed by the research team, using genetic data from dengue viruses isolated from 
patients in Vietnam. Subject and method: A total of 284 blood sample specimens from patients 
diagnosed with dengue fever were collected at the 108 Military Central Hospital during the period from 
October 2021 to December 2022, in Hanoi. RNA of dengue virus were extracted and used to assess the 
in-house developped kit, which was compared with the CDC (U.S. Centers for Disease Control and 
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Prevention) diagnostic kit (CE-IVD). Result: The in-house developped kit procedure had a detection 
threshold of 102 copies/μL and a specificity of 100%. While performing on 284 samples, the in-house 
developped kit exhibited a slightly higher sensitivity for dengue virus detection compared to the CDC kit 
(71.5% positive and 63.0% positive, respectively). Conclusion: Thus, the in-house developped kit 
demonstrates high technical specificity, with sensitivity on diagnostic specimens for dengue fever 
comparable to the kit issued by the CDC US. 

Keywords: Flavivirus, dengue virus, RT-qPCR multiplex, serotyping. 
 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Sốt xuất huyết dengue là bệnh truyền nhiễm do 
virus dengue gây nên, đang lưu hành phổ biến ở cả 
Việt Nam và trên thế giới1. Virus dengue là một 
Arbovirus nhóm B thuộc chi Flavivirus với 4 serotype 
phổ biến bao gồm: DENV-1, DENV-2, DENV-3 và 
DENV-42. Việt Nam là một trong những quốc gia 
nằm trong vùng dịch tễ của nhiễm Flavivirus đặc 
biệt là virus dengue và chịu gánh nặng kinh tế nặng 
nề từ dịch sốt xuất huyết dengue hằng năm3. Nhiều 
nghiên cứu trên người bệnh đã chỉ ra mối liên quan 
giữa trình tự mắc các serotype trong quần thể với 
mức độ nặng của mùa dịch theo mức độ cộng 
đồng4–6. Vì vậy việc theo dõi serotype trong mỗi lần 
nhiễm bệnh là vô cùng quan trọng giúp thêm thông 
tin dự đoán bệnh tật từ đó có phương hướng chăm 
sóc và điều trị tốt nhất cho bệnh nhân.  

Hiện nay, các xét nghiệm sinh học phân tử cho 
phép phát hiện vật liệu di truyền của virus dengue 
trong máu hoặc dịch tiết của bệnh nhân nhiễm 
virus, do đó độ nhạy và độ đặc hiệu thường cao hơn 
các kỹ thuật xét nghiệm chẩn đoán khác. Tuy nhiên, 
các bộ sinh phẩm thương mại chẩn đoán và định 
types virus dengue đạt chuẩn CE-IVD không có 
nhiều lựa chọn và sẵn, kèm giá thành cao, cũng như 
yêu cầu về máy móc thiết bị đắt tiền, xét nghiệm 
này thường chỉ được dùng trong phòng thí nghiệm 
với mục đích nghiên cứu và với quy mô nhỏ. Bên 
cạnh dó, theo thời gian, trình tự di truyền của virus 
cũng biến đổi có thể làm giảm giá trị chẩn đoán của 
các bộ sinh phẩm đó trên mẫu virus phân lập trên 
người bệnh Việt Nam. Tại Việt Nam, đa số các nghiên 
cứu về sốt xuất huyết dengue có ứng dụng các quy 
trình xét nghiệm nucleic acid từ các nghiên cứu của 
các nước châu Âu, châu Mỹ. Trong khi đó, sự phân 

hóa của các genotype virus dengue khác biệt giữa 
các vùng miền, đặc điểm genotype dengue châu Á 
khác biệt so với vùng châu Âu hay châu Mỹ. Do đó, 
nhóm nghiên cứu đã tiến hành thiết kế bộ mồi và 
đầu dò mới, dựa trên trình tự gene của virus 
dengue chủ yếu phân lập được từ người bệnh Việt 
Nam và đã xây dựng bộ quy trình real-time PCR đa 
mồi sử dụng bộ sinh phẩm tự thiết kế, 108 DENV-
1-4 RT-qPCR Multi, gọi tắt là 108 DENV Real-time 
PCR, phục vụ chẩn đoán, định type virus Dengue 
với mục đích có thể ứng dụng trong lâm sàng. 
Trong nghiên cứu này, nhóm nghiên cứu có hai 
mục tiêu chính: (1) Tìm hiểu ngưỡng phát hiện, độ 
đặc hiệu kỹ thuật của bộ sinh phẩm 108 DENV Real-
time PCR và (2) Đánh giá kết quả của bộ sinh phẩm 
với bộ sinh phẩm CDC DENV-1-4 Realtime RT-PCR 
Assay CE-IVD do CDC Hoa Kỳ ban hành. 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Đối tượng  

Đối với mục tiêu 1: Đối tượng nghiên cứu là RNA 
tách chiết từ chủng chuẩn virus dengue thuộc 4 
type và các chủng virus phổ biến bao gồm: 
Influenza nhóm A phân nhóm H3 (FluA-H3), 
Influenza nhóm A phân nhóm H1 (FluA-H1), 
Influenza nhóm B (FluB), human enteroviruses (hEV), 
viêm gan C (HCV), virus Chikungunya, được sử dụng 
để đánh giá ngưỡng phát hiện, độ nhạy và độ đặc 
hiệu kỹ thuật. Chứng âm là RNA được tách chiết từ 
huyết thanh của người khoẻ mạnh.  

Đối với mục tiêu 2: Đối tượng nghiên cứu là RNA 
tách chiết từ 284 mẫu bệnh phẩm huyết thanh được 
thu thập từ 284 bệnh nhân mắc sốt xuất huyết 
dengue, ở các mức độ nặng khác nhau, trong giai 
đoạn tháng 10/2021 đến tháng 12/2022, trải qua hai 
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mùa dịch tại Hà Nội. Thời điểm lấy mẫu bệnh phẩm 
là vào ngày đầu tiên nhập viện. 

2.2. Phương pháp  

Theo phương pháp thực nghiệm labo có đối 
chứng so sánh. Quy trình nghiên cứu cụ thể như sau: 

Tách chiết RNA 

RNA của virus được tách chiết bằng bộ hóa chất 
QIAamp Viral RNA Mini Kit (Cat#. 52906, Qiagen) 
theo quy trình của nhà sản xuất. 200μL huyết thanh 
sau tách chiết RNA được hoàn nguyên trong 60μL 
AVE (Cat. 52906, Qiagen), và bảo quản ở -80oC. 

Định type virus dengue sử dụng bộ sinh phẩm 108 
DENV Real-time PCR 

Nghiên cứu thực hiện định type virus dengue 
bằng phương pháp RT-qPCR đa mồi một bước với sự 
kết hợp của 4 bộ mồi được thiết kế đặc hiệu cho 4 
serotype DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4: Bộ sinh 
phẩm 108 DENV Real-time PCR. Mỗi type được phát 
hiện bằng một đầu dò đặc hiệu gắn các màu khác 
nhau FAM, HEX, Texrad Red, Cy5 (Bảng 1). Trong đó, 
gen đích được nhắm tới để phát hiện cho mỗi 
genotype DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 lần lượt là 
NS4A (vị trí 6647-6752), Envelope Protein E (vị trí 1975-
2072), NS5 (vị trí 8863-9018), NS3 (vị trí 5501-5603). Bộ 
mồi và đầu dò được tổng hợp bởi IDT (Hoa Kỳ). 

Bảng 1. Bộ mồi cho phát hiện định type virus dengue của bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR 

Serotype 
DENV 

Tên mồi/đầu 
dò 

Trình tự (5’ – 3’)  Tm°C GC% 
Kích thước 
sản phẩm 

(bp) 

1 

Mồi xuôi TCAAGCGTACTGCTATGGATG 62 48 

106 Mồi ngược GTCTGTCTGGCTCTGGAATAAG 62 50 

Đầu dò ACTGGAGTTCTTCCTGATGGTGCTG 68 52 

2 

Mồi xuôi GTCTTAGGTCGCCTGATTACAG 62 50 

98 Mồi ngược ATGATGTAGCTGTCTCCGAATG 62 50 

Đầu dò AGGTTCTGCTTCTATGTTGACTGGGC 68 50 

3 

Mồi xuôi TGTGGACAGAGAACGTGAAC 58 50 

156 Mồi ngược AACTCAAGGTACCTGGCTCC 59 55 

Đầu dò GCAAGTGTGGAAGCTGTGTT 60 50 

4 

Mồi xuôi CCAGAGCAACAGCCCAATAG 58 55 

103 Mồi ngược CCACACAGTTTTCCCTTGGT 58 50 

Đầu dò AACACAGGGTTCGACTGGAT 60 50 
 

Thành phần phản ứng chứa 25μL bao gồm 1X 
One-Step RT-qPCR ToughMix, 150nM mỗi mồi 
DENV1-F, DENV1-R, DENV2-F, DENV2-R, DENV4-F, 
DENV4-R; 75nM mỗi đầu dò DENV1-probe, DENV2-
probe, DENV3-probe; 250nM mỗi mồi DENV3-F, 
DENV3-R; 250nM đầu dò DENV3-probe và 5μL 
mẫu bệnh phẩm. Xét nghiệm được thực hiện theo 
chu trình nhiệt như sau: Tổng hợp cDNA ở 50oC 

trong 10 phút, biến tính mạch ở 95°C trong 1 
phút, lặp lại 45 chu kỳ bao gồm: Dãn mạch ở 95°C 
trong 10s, gắn mồi và kéo dài ở 60°C trong 60s. Tín 
hiệu huỳnh quang sẽ được ghi nhận lại ở mỗi chu 
kỳ tại bước 60oC. Tín hiệu huỳnh quang của DENV-
1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 được kết luận là 
dương tính khi vượt qua tín hiệu ngưỡng trong 
vòng 37 chu kỳ (Ct ≤ 37). Nếu tín hiệu Ct > 37 thì 
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kết luận là âm tính. Trong một số trường hợp, có 
thể thu nhận được nhiều hơn 2 tín hiệu dương 
tính tức đồng nhiễm nhiều hơn 1 type dengue 
virus cùng một lúc. 

Xét nghiệm 108 DENV Real-time PCR phát hiện 
dengue được thực hiện trên hệ thống máy AriaMx 
Real-time PCR với bộ hoá chất UltraPlex 1-Step 
ToughMix RT-qPCR (Quantabio, US). 

Đánh giá ngưỡng phát hiện, độ đặc hiệu kỹ thuật 
bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR 

Đầu tiên, nhóm nghiên cứu thực hiện xét 
nghiệm với bộ chuẩn dương được tạo từ các 
plasmid chứa trình tự gene đích của 4 serotype của 
virus Dengue, được pha loãng thành dải nồng độ từ 
cao đến thấp với nồng độ pha loãng 10 lần liên tiếp 
từ 107 đến 102 bản sao/μL. Thực hiện xét nghiệm 108 
DENV Real-time PCR lặp lại 20 lần cho mỗi nồng độ, 
và xác định độ nhạy xét nghiệm tại nồng độ có thể 
phát hiện ≥ 19/20 lần (độ tin cậy ≥ 95%). 

Tiếp theo, độ đặc hiệu được phân tích dựa trên 
phản ứng chéo với RNA người khoẻ mạnh và RNA 
các chủng virus phổ biến. Theo đó, mỗi mẫu được 
lặp lại 10 lần. Độ đặc hiệu của bộ quy trình 108 
DENV Real-time PCR định type dengue virus được 
xác định bằng tỷ lệ kết quả âm tính trong tổng số 
lần thử nghiệm với các mẫu chứng âm. 

Xét nghiệm real-time PCR đa mồi sử dụng bộ sinh 
phẩm của CDC Hoa kỳ ban hành 

Nhóm nghiên cứu sử dụng bộ sinh phẩm chẩn 
đoán và định type virus dengue: CDC DENV-1-4 
Realtime RT-PCR Assay do CDC Hoa Kỳ ban hành 
(Catalog No. KK0129)7, gọi tắt là CDC Hoa Kỳ để khảo 
sát và so sánh với bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time 
PCR. Bộ sinh phẩm xét nghiệm CDC Hoa Kỳ được 
phê chuẩn sử dụng cho chẩn đoán (In vitro 
Diagnostic - IVD) trên bệnh nhân bởi Cục Quản lý 
Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (US Food and 
Drug Administration (FDA)). 

Thành phần phản ứng của bộ xét nghiệm CDC 
Hoa Kỳ chứa 25μL bao gồm 1X One-Step RT-qPCR 
ToughMix, primer D1-F, D1-R, D2-F, D2-R, D3-F, D3-
R, D4-F, D4-R; probe D1-probe, D2-probe, D3-probe, 

D4-probe; và 5μL mẫu bệnh phẩm. Xét nghiệm được 
thực hiện theo chu trình nhiệt: Tổng hợp cDNA ở 
50oC 10 phút, biến tính mạch ở 95°C trong 1 phút, 
lặp lại 45 chu kỳ bao gồm: Dãn mạch ở 95°C trong 
10s, gắn mồi và kéo dài ở 60°C trong 60s. Tín hiệu 
huỳnh quang sẽ được ghi nhận lại ở mỗi chu kỳ tại 
bước 60oC. Tín hiệu huỳnh quang của DENV-1, 
DENV-2, DENV-3, DENV-4 được kết luận là dương 
tính khi vượt qua tín hiệu ngưỡng trong vòng 37 chu 
kỳ (Ct < 37). Nếu tín hiệu Ct > 37 thì kết luận là âm 
tính. Trong một số trường hợp, có thể thu nhận 
được nhiều hơn 2 tín hiệu dương tính tức đồng 
nhiễm nhiều hơn 1 type dengue virus cùng một lúc. 

Phân tích số liệu 

Dữ liệu kết quả thực hiện quy trình xét nghiệm 
real-time PCR sử dụng bộ sinh phẩm CDC Hoa Kỳ và 
bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR đa mồi định 
type virus dengue được thu thập bằng phần mềm 
LightCycler® 96 (Roche Diagnostic, Rotkreuz, Thụy 
Sỹ), xử lí và phân tích bằng phần mềm Microsoft 
Excel (Microsoft, US) và phần mềm SPSS (IBM, US). 

2.3. Đạo đức nghiên cứu 

Nghiên cứu là một phần kết quả thuộc đề tài 
cấp nhà nước trong chương trình hợp tác quốc tế 
“Nghiên cứu phát triển bộ sinh phẩm RealTime-PCR 
đa mồi và Antigen Microarray trong chẩn đoán, định 
type và tiên lượng bệnh Sốt xuất huyết Dengue”, mã 
số NĐT.IL.21.11 được thông qua Hội đồng Y đức 
Bệnh viện Trung ương Quân đội 108, Chứng nhận số 
4763/HĐĐĐ, ngày 08 tháng 10 năm 2021. Các tác 
giả cam kết không có xung đột lợi ích liên quan đến 
nghiên cứu. 

III. KẾT QUẢ 

3.1. Ngưỡng phát hiện, độ đặc hiệu kỹ thuật 
của bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR 

Sử dụng panel chuẩn dương được pha loãng 
theo hệ số 10 từ 107 đến 100 bản sao/μL, nhóm 
nghiên cứu thực hiện quy trình 108 DENV Real-time 
PCR nhằm xác định giới hạn phát hiện của phản 
ứng. Kết quả được trình bày ở Hình 1 và Bảng 2. 
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A. 

 

B. 

 

C. 
 

D. 

Hình 1. Kết quả sử dụng bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR trên dải nồng độ chuẩn dương. A: Tín hiệu khuếch 
đại serotype DENV-1 bao gồm tín hiệu khuếch đại và đường chuẩn. B: Tín hiệu khuếch đại serotype DENV-2 bao 
gồm tín hiệu khuếch đại và đường chuẩn. C: Tín hiệu khuếch đại serotype DENV-3 bao gồm tín hiệu khuếch đại và 
đường chuẩn. D: Tín hiệu khuếch đại serotype DENV-4 bao gồm tín hiệu khuếch đại và đường chuẩn.  

Bảng 2. Cq phát hiện tại mỗi nồng độ bản sao của panel chuẩn dương 

Nồng độ bản sao/μL DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 
100 AT AT AT AT 
101 34,4 35,9 AT AT 
102 30,6 31,5 34,8 32,9 
103 27,2 28,5 31,2 29,9 
104 24,1 25,3 27,9 26,5 
105 21,9 23,2 25,7 24,6 
106 17,7 19,1 21,6 20,7 
107 14,7 15,5 18,4 17,1 

AT: giá trị âm tính. 
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Kết quả cho thấy bộ panel chuẩn dương cho tín 
hiệu rõ ràng, với nồng độ pha loãng 10 lần. DENV-1, 
DENV-2 có dải Cq sớm hơn so với DENV-3 và DENV-
4. Đường chuẩn xây dựng cả 4 chủng đều tuyến tính 
và có R2 > 0,99, hiệu suất từ 100 - 110%. Do đó, panel 
chuẩn dương xây dựng được hoàn toàn phù hợp. 
Chu kỳ ngưỡng nồng độ DNA plasmid thấp nhất cho 
tín hiệu dương tính ở cả 4 serotype là 102 bản sao/μL 
với Ct lần lượt cho type 1, 2, 3 và 4 là 30,68, 31,55, 
34,82 và 32,97.  

Dựa vào kết quả trên, nhóm nghiên cứu xác 
định ngưỡng phát hiện của quy trình 108 DENV 
Real-time PCR đa mồi định type virus dengue, trên 
toàn dải nồng độ, mỗi nồng độ lặp lại 20 lần. Hơn 
nữa, nhóm nghiên cứu thực hiện khảo sát thêm 
nồng độ 50 bản sao/ μL để có đánh giá sát thực hơn 
cho ngưỡng phát hiện của phản ứng. Kết quả được 
thống kê ở Bảng 3. 

Bảng 3. Kết quả ngưỡng phát hiện 
 của bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR 

Số bản 
sao/μL 

DENV-1  
(số lần phát hiện/ 

tổng số lần) 

DENV-2 
(số lần phát hiện/ 

tổng số lần) 

DENV-3  
(số lần phát hiện/ 

tổng số lần) 

DENV-4  
(số lần phát hiện/ 

tổng số lần) 

100 3/20 6/20 1/20 4/20 

101 8/20 9/20 4/20 8/20 

5x101 20/20 20/20 19/20 15/20 

102 20/20 20/20 19/20 19/20 

103 20/20 20/20 20/20 20/20 

104 20/20 20/20 20/20 20/20 

105 20/20 20/20 20/20 20/20 

106 20/20 20/20 20/20 20/20 

107 20/20 20/20 20/20 20/20 

 

Kết quả cho thấy ngưỡng phát hiện của xét 
nghiệm là 102 bản sao/μL (với độ tin cậy 100% đối 
với serptype DEN-1, 100% DEN-2, 95% DEN-3, 95% 
DEN-4). 

Để kiểm tra tính đặc hiệu của phản ứng, thực 
hiện quy trình 108 DENV Real-time PCR đa mồi chẩn 
đoán và định type virus dengue với RNA người khoẻ 
mạnh và RNA của các chủng virus phổ biến gây 
bệnh ở người bao gồm: FluA-H3, FluA-H1, FluB, hEV, 
HCV, virus Chikungunya. Theo đó, mỗi mẫu được lặp 
lại 3 lần, kết quả được ghi nhận cho thấy không có 
sự bắt chéo nào với RNA người và các chủng virus 
khác (Hình 2). 

 

Hình 2. Kết quả khảo sát độ đặc hiệu quy trình 108 
DENV Real-time PCR.  

Tín hiệu huỳnh quang âm tính với cả 4 kênh màu FAM, 
HEX, TEXAD-RED, CY5. 
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3.2. So sánh kết quả giữa bộ sinh phẩm 108 
DENV Real-time PCR với bộ sinh phẩm CDC DENV-
1-4 Realtime RT-PCR Assay trên mẫu bệnh phẩm 

Bảng 4 thể hiện kết quả xét nghiệm chẩn đoán 
nhiễm virus dengue trên 284 mẫu bệnh phẩm 
nhiễm sốt xuất huyết dengue (ở cả 3 mức độ bệnh). 
Sử dụng bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR tự 

thiết kế có thể xác định 203/284 serotype (tỉ lệ 
dương tính 71,5%), trong khi bộ sinh phẩm CDC Hoa 
Kỳ phát hiện được 179/284 serotype (tỉ lệ dương 
tính 63%). Trong đó trên tổng số 155 mẫu có chẩn 
đoán nhiễm sốt xuất huyết dengue, 119 mẫu dương 
tính với virus dengue bằng bộ sinh phẩm DEN108 và 
106 mẫu dương tính với virus dengue khi sử dụng 
bộ sinh phẩm CDC Hoa Kỳ (Bảng 4). 

Bảng 4. Kết quả xét nghiệm chẩn đoán nhiễm virus dengue trên 284 mẫu bệnh phẩm  
của hai bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR và CDC DENV-1-4 Realtime RT-PCR Assay  

Bộ sinh phẩm 
Kết quả phân độ  SXHD           

108 DENV Real-time PCR CDC DENV-1-4 Realtime RT-PCR Assay 

Dương tính n (%) Dương tính n (%) 

SXHD (n = 155) 119 (76,8%) 106 (68,4%) 

SXHDCDHCB (n = 118) 78 (66,1%) 68 (57,6%) 

SXHDN (n = 11) 6 (54,5%) 5 (45,5%) 

Tổng số (n = 284) 203 (71,5%) 179 (63%) 

(SXHD: Sốt xuất huyết Dengue, SXHDCDHCB: Sốt xuất huyết dengue có dấu hiệu cảnh báo, SXHDN: Sốt 
xuất huyết dengue nặng). 

Bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR định 
danh 65 mẫu thuộc serotype DENV-1; 97 mẫu thuộc 
serotype DENV-2; 0 mẫu thuộc serotype DENV-3; 2 
mẫu thuộc serotype DENV-4; và 39 mẫu đồng nhiễm 
hơn 1 type (Bảng 5). Số mẫu đồng nhiễm chủ yếu 
của hai serotype dengue 1 và 2 (21/39 = 53,8%). Sử 
dụng bộ sinh phẩm CDC Hoa Kỳ định type được lần 
lượt 69 serotype DENV-1; 97 DENV-2; 0 DENV-3; và 2 
serotype DENV-4, số mẫu đồng nhiễm trên 1 type 
phát hiện bởi bộ kit CDC Hoa Kỳ là 11 mẫu trong đó 

6/11 (54,5%) mẫu là đồng nhiễm của dengue 1 và 2  
(Bảng 5).   

Kết quả cũng cho thấy số lượng mẫu đồng thuận 
giữa hai bộ sinh phẩm là 56 mẫu serotype dengue 1, 
70 mẫu cho serotype dengue 2. Cả hai bộ sinh phẩm 
đều thống nhất, không phát hiện có serotype dengue 
3. Nhưng không có đồng thuận trong phát hiện 
serotype dengue 4. Phân tích thống kê cho thấy chỉ số 
đồng thuận Kappa đạt 0,6 (p<0,05) chỉ ra sự đồng 
thuận trung bình giữa hai phương pháp. 

Bảng 5. Kết quả định type dengue virus  
trên 284 mẫu bệnh phẩm bộ sinh phẩm 108 DENV Real-tim PCR so với bộ sinh phẩm của CDC Hoa Kỳ 

 

CDC Hoa Kỳ 
Tổng 

Âm tính DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 Đồng nhiễm 
> 1 type 

108 DENV 
Real-time 
PCR 

Âm tính 69 3 8 0 1 0 81 
DENV-1 7 56 0 0 0 2 65 
DENV-2 24 0 70 0 0 3 97 
DENV-3 0 0 0 0 0 0 0 
DENV-4 2 0 0 0 0 0 2 
Đồng nhiễm > 
1 type 3 10 19 0 1 6 39 

Tổng 105 69 97 0 2 11 284 
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IV. BÀN LUẬN 

Nghiên cứu thực hiện xây dựng phương pháp 
RT-qPCR đa mồi chẩn đoán và xác định serotype 
virus dengue với thiết kế mồi-đầu dò dựa chủ yếu 
vào trình tự các chủng virus dengue phân lập được 
tại Việt Nam. Kết quả khảo sát độ nhạy và độ đặc 
hiệu trên cả 4 serotype cho thấy phương pháp 
nghiên cứu xây dựng đạt ngưỡng phát hiện tại nồng 
độ 102 bản sao/μL (độ tin cậy 95%). Độ đặc hiệu đạt 
100%, không dương tính chéo với RNA các chủng 
virus phổ biến bao gồm: FluA-H3, FluA-H1, FluB, 
hEV, HCV, virus Chikungunya. 

Việt Nam là một trong số các quốc gia có dịch tễ 
sốt xuất huyết thường xuyên và liên tục. Trong hai 
năm 2021 và năm 2022, nghiên cứu thu thập được 
284 mẫu bệnh phẩm bệnh nhân chẩn đoán trên lâm 
sàng nhiễm sốt xuất huyết dengue ở 3 mức độ. Thời 
điểm lấy mẫu vào ngày đầu tiên nhập viện, đối với 
các trường hợp mà thời điểm nằm trong khoảng 3 
đến 5 ngày sau khi khởi phát, nồng độ virus trong 
máu được giả thuyết là cao. Ngược lại, một số 
nghiên cứu cho thấy nồng độ virus trong máu giảm 
dần sau khi triệu chứng khởi phát, và có thể không 
phát hiện được sau khoảng một tuần ở nhiều bệnh 
nhân8. Theo số liệu của nghiên cứu này, có 17% số 
ca thuộc DENV-1; 25% thuộc DENV-2; 0 có ca nào 
thuộc DENV-3 và 1% thuộc DENV-4. Nhận thấy rằng 
hầu hết các ca gây bệnh chủ yếu là DENV-1 và 
DENV-2 trong 2 năm 2021 và 2022. Số liệu phù hợp 
với các số liệu đã được báo cáo trước đây chỉ ra 
DENV-2 đã gây ra vụ dịch sốt xuất huyết năm 2022 
tại miền Nam, Việt Nam9. Các số liệu trước đây cho 
thấy DENV-3 genotype II là nguyên nhân chính gây 
ra các vụ dịch từ năm 1998 đến năm 201010. Tuy vậy, 
DENV-3 đều không được báo cáo trong nghiên cứu 
này và các nghiên cứu gần đây. Nhóm nghiên cứu 
đưa ra giả thuyết serotype này có thể đã bị thay thế 
hoàn toàn bởi các serotype còn lại. Ngoài ra, kết quả 
nghiên cứu cho thấy vẫn có sự hiện diện của 
serotype DENV-4 trong hai năm 2021 và 2022. Trong 
một nghiên cứu trước đây cũng chỉ ra sự xuất hiện 
với tỷ lệ thấp của serotype này trong những năm từ 
2016 đến năm 20204. Nhận thấy rằng DENV-1 và 
DENV-2 vẫn là hai chủng đặc hữu gây ra các vụ dịch 
tại Việt Nam trong một khoảng thời gian dài gần 

đây. Do vậy, khi nhóm nghiên cứu tiến hành khảo 
sát tại nồng độ 50 bản sao/μL, quy trình xét nghiệm 
108 DENV Real-time PCR đa mồi phát hiện định type 
virus dengue có thể phát hiện được 20/20 (100%) 
lần với serotype DEN-1; 20/20 (100%) lần với 
serotype DEN-2; 19/20 (95%) lần với serotype DEN-3; 
15/20 (75%) lần với serotype DEN-4. Nhóm nghiên 
cứu cho rằng, do tại Việt Nam và các nước Đông 
Nam Á, các serotype phổ biến lưu hành là type 1, 
type 2 và hiếm gặp đối với type 4; nên phương pháp 
hoàn toàn đáng tin cậy tại ngưỡng phát hiện 50 bản 
sao (với độ tin cậy 100% đối với serptype DEN-1, 
100% DEN-2, 95% DEN-3, 75% DEN-4) 

Khi so sánh với bộ sinh phẩm tham chiếu CDC 
Hoa Kỳ, kết quả thực hiện trên 284 mẫu bệnh phẩm 
cho thấy bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR có 
độ nhạy 71,2% cao hơn so với bộ sinh phẩm CDC 
Hoa Kỳ, với độ nhạy 63% (Bảng 4). Về phương diện 
định type, xác định serotype virus dengue trong các 
mẫu bệnh phẩm được chẩn đoán mắc sốt xuất 
huyết trên lâm sàng, hai bộ sinh phẩm có chỉ số 
đồng thuận Kappa đạt 0,6, ở mức trung bình. Hai bộ 
sinh phẩm có mức độ tương đồng trong định type 
dengue 1, dengue 2, và hoàn toàn có sự đồng nhất 
khi không có serotype dengue 3 nào được phát 
hiện. Nhưng ở serotype dengue 4 hai bộ kit cho kết 
quả không đồng nhất, tuy nhiên, số lượng serotype 
dengue 4 xác định được lại rất ít (1%) nên khó có thể 
đưa ra kết luận chính xác bộ sinh phẩm nào tốt hơn 
trong việc xác định serotype dengue 4. Để kiểm 
chứng thì phương pháp giải trình tự cần được thực 
hiện với các mẫu có sự không đồng nhất này. Kết 
quả nghiên cứu với bộ sinh phẩm 108 DENV Real-
time PCR có 39/203 ca (19,2%) đồng nhiễm hai 
chủng tại một thời điểm, chủ yếu là sự kết hợp giữa 
DENV-1 và DENV-2. Các nghiên cứu khác trên thế 
giới cũng đã chỉ ra có xuất hiện hiện tượng nhiễm 
đồng thời hai serotype virus dengue trong cùng một 
vụ dịch, hai serotype đồng nhiễm chủ yếu là DENV-1 
và DENV-2 (chiếm 57,5% số trường hợp11) tỉ lệ này 
cũng tương đướng với tỉ lệ xác định bởi bộ sinh 
phẩm 108 DENV Real-time PCR là 53,8%. Một nghiên 
cứu khác cũng chỉ ra có đến 15,3% trong tổng số các 
ca bị nhiễm đồng thời hai serotype tại cùng một thời 
điểm, trong đó DENV-1/DENV-2 chiếm tới 85%12. 
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V. KẾT LUẬN 

Bộ sinh phẩm 108 DENV Real-time PCR có độ nhạy 
kỹ thuật, độ đặc hiệu kỹ thuật cao, là cơ sở đảm bảo 
việc ứng dụng kỹ thuật real-time PCR với bộ sinh phẩm 
tự thiết kế cho chẩn đoán và định type virus dengue. 
Thực hiện chẩn đoán nhiễm virus dengue trên mẫu 
bệnh phẩm lâm sàng cho thấy bộ sinh phẩm 108 DENV 
Real-time PCR có độ nhạy tốt, tương ứng với bộ sinh 
phẩm CDC Hoa Kỳ tham chiếu.  
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