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ABSTRACT
Objective: To establish and evaluate the performance of an internal standard material for 
quantification of Dengue viral load in clinical samples.

Subjects and methods: Gene sequences of Dengue virus retrieved from Genbank using 
for selection of conserved 3’UTR region for standard and designing primers and probe 
of RT-qPCR. The standard sample was designed to contain inserted fragments of 3’UTR  
region into plasmid. A total of 250 clinical specimens from patients with suspected  
dengue infection were enrolled at Bach Mai Hospital were collected, and viral RNA was 
extracted for quantitative analysis of Dengue virus to evaluate the internal standard panel 
using qRT-PCR.

Results: The plasmid standard containing the region specific to Dengue virus  
demonstrated a linear range from 10³-10¹⁰ copies/mL, with amplification efficiency (E) of 
99%, a slope of -3.348, a correlation coefficient R² = 0.99912, and a limit of detection  
(LOD) of 522 copies/mL at a 95% confidence interval. The stability of the standard  
material over 6 months showed coefficient of variation values of 1.36%, 1.07%, and 
1.23%, respectively. The mean viral load in NS1-positive patients was 5.93 ± 1.80 log₁₀ 
copies/mL, significantly higher than in NS1-negative patients (4.19 ± 0.77) log₁₀ copies/
mL (p < 0.001). In addition, viral load during the first 3 days of illness (7.60 ± 1.22) log₁₀ 
copies/mL was significantly higher than that in days 3-5 (5.43 ± 1.68) log₁₀ copies/mL and 
day 5 onwards (4.84 ± 0.92) log₁₀ copies/mL (p < 0.001).

Conclusion: The internal standard panel targeting the 3’UTR region of Dengue virus 
has successfully established, providing a standard sample for the development and  
validation of Dengue virus nucleic acid detection kits in Vietnam.
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TÓM TẮT
Mục tiêu: Thiết lập bộ mẫu chuẩn sử dụng trong định lượng virus Dengue bằng kỹ thuật 
RT-PCR và đánh giá hiệu quả của bộ mẫu chuẩn trong định lượng virus Dengue trên các 
mẫu lâm sàng.

Đối tượng và phương pháp: Trình tự gen của 4 serotype Dengue trên thế giới và Việt Nam 
sử dụng lựa chọn vùng gen đích cho mẫu chuẩn và thiết kế mồi, probe cho RT-PCR. Tổng 
số 250 người bệnh nghi nhiễm sốt xuất huyết được thu thập tại Bệnh viện Bạch Mai năm 
2022-2023. Mẫu huyết tương được thu thập và tách chiết RNA sử dụng cho xác định tải 
lượng virus Dengue sử dụng bộ mẫu chuẩn nội bộ. Quy trình xây dựng bộ chuẩn DNA  
plasmid của virus Dengue được thiết kế bao gồm các bước như sau: (1) Phân lập vùng 
gen đích của virus Dengue, (2) Tạo dòng plasmid tái tổ hợp chứa vùng gen đích của virus 
Dengue, (3) Thiết lập bộ mẫu chuẩn DNA plasmid chứa vùng gen đích virus Dengue, và (4) 
Đánh giá bộ mẫu chuẩn bằng kỹ thuật RT-qPCR.

Kết quả: Bộ mẫu chuẩn DNA plasmid chứa vùng gen 3’UTR đặc hiệu với virus Dengue có 
phạm vi tuyến tính nằm trong khoảng 103-1010 copies/mL với hiệu suất của phản ứng E = 
99%, độ dốc là -3,348, hệ số tương quan R2 = 0,99912 và LOD = 522 bản sao/ml với độ tin 
cậy 95%, độ ổn định trong 6 tháng với hệ số biến thiên lần lượt là 1,36%; 1,07% và 1,23%. 
Tải lượng virus Dengue trung bình ở nhóm dương tính với NS1 là 5,93 ± 1,80 log₁₀ copies/ml 
cao hơn so với nhóm NS1 âm tính là 4,19 ± 0,77 log₁₀ copies/ml (p < 0,001). Tải lượng virus 
Dengue trung bình ở người bệnh trong 3 ngày đầu của bệnh đạt (7,60 ± 1,22) log₁₀ copies/
ml, cao hơn so với tải lượng ghi nhận trên người bệnh có số ngày của bệnh từ 3-5 ngày 
(5,43 ± 1,68) log₁₀ copies/ml và từ ngày thứ 5 trở đi (4,84 ± 0,92) log₁₀ copies/ml (p < 0,001).

Kết luận: Thiết lập thành công bộ mẫu chuẩn nội bộ định lượng virus Dengue trên vùng gen 
3’UTR làm tiền đề cho phát triển và kiểm định kit chẩn đoán axit nucleic của virus Dengue 
ở Việt Nam. 

Từ khóa: Bộ mẫu chuẩn, RT-qPCR, định lượng, virus Dengue.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Virus Dengue thuộc họ Flaviviridae, chi Flavivirus. Bộ 
gen của virus Dengue (DENV) là RNA sợi đơn dương 
với kích thước khoảng 11 kb bao gồm một khung 
đọc mở (open reading frame - ORF) duy nhất, được 
dịch mã thành một polyprotein hoàn chỉnh, chứa 
các enzym như RNA helicase hay RNA polymerase 
phụ thuộc RNA (RdRp) [1]. ORF này được bao quanh 
bởi hai vùng 5’ và 3’UTRs [2]. DENV có 4 kiểu huyết 
thanh khác nhau đã được xác định (DENV1, DENV2, 
DENV3 và DENV4), các kiểu huyết thanh Dengue 
này giống nhau khoảng 60-70% trình tự các acid 

amin; và có chung một số quyết định kháng nguyên 
miễn dịch, do đó có thể xảy ra phản ứng chéo giữa 
các kiểu huyết thanh [1]. Cả 4 kiểu huyết thanh 
của DENV là nguyên nhân gây ra hàng loạt mức độ 
nhiễm Dengue từ nhiễm không triệu chứng, sốt nhẹ 
đến sốt xuất huyết nặng (DHF) và hội chứng sốc 
Dengue (DSS) [3]. Mặc dù hiện nay đã có những vắc-
xin phòng ngừa bệnh sốt xuất huyết nhưng chưa có 
phương pháp điều trị kháng virus đặc hiệu. Theo Tổ 
chức Y tế Thế giới (WHO), ước tính có khoảng 3,6 tỷ 
người trên thế giới đang đối mặt với nguy cơ với 390 
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triệu ca nhiễm mỗi năm, trong đó 96 triệu ca có triệu 
chứng. Trong số 96 triệu ca có triệu chứng, khoảng 2 
triệu ca tiến triển thành bệnh cảnh nặng như DHF và 
DSS, dẫn đến khoảng 21.000 ca tử vong hàng năm 
trên toàn cầu [4]. Việt Nam cũng là một khu vực ghi 
nhận số ca bệnh sốt xuất huyết cao nhất trên toàn 
thế giới, điển hình như số liệu năm 2022 ghi nhận 
gần 370.000 ca mắc và 140 ca tử vong, cao nhất kể 
từ khi bệnh được phát hiện tại nước ta [5].
Hiện nay, chẩn đoán nhiễm DENV trên các bệnh 
nhân chủ yếu dựa vào các kỹ thuật miễn dịch, tuy 
nhiên độ nhạy hay độ đặc hiệu chưa cao [6]. Mặt 
khác, các kỹ thuật này không đánh giá được tải lượng 
virus, trong khi đó kỹ thuật RT-qPCR không những 
phát hiện chính xác vật liệu di truyền mà còn xác 
định được số lượng bản sao của DENV trong huyết 
tương mẫu bệnh phẩm, giúp theo dõi đánh giá kết 
quả điều trị nhiễm DENV [7]. Hiện tại, nhiều hãng 
trên thế giới như RealStar Dengue RT-PCR kit (Altona  
Diagnostics), Tropical Fever Core multiplex PCR 
(Fast Track Diagnostics) Simplexa Dengue real-time 
RT-PCR (Focus Diagnostics, Cypress, USA)… đã 
phát triển các bộ kit sinh học phân tử sử dụng cho 
chẩn đoán DENV, nhưng với giá thành cao và một số 
đòi hỏi thiết bị tự động chưa phù hợp với điều kiện 
tài chính của người bệnh cũng như điều kiện hạ tầng 
của nhiều bệnh viện. Bộ mẫu chuẩn của WHO cũng 
như các công ty thương mại đáp ứng đầy đủ các tiêu 
chí trong việc xác định tải lượng DENV, nhưng còn 
gặp nhiều vấn đề do nguồn cung không phải luôn 
sẵn có cũng như giá thành cao. Chính vì vậy, việc 
phát triển các bộ mẫu chuẩn cơ sở được đánh giá và 
hiệu chỉnh theo mẫu chuẩn quốc tế hay kit thương 
mại đã được là một hướng tiếp cận phù hợp để thay 
thế ở những nơi tiềm lực kinh tế còn hạn chế. Với các 
lý do đó, chúng tôi thực hiện nghiên cứu này nhằm 
xây dựng bộ mẫu chuẩn DNA tái tổ hợp sử dụng cho 
xét nghiệm RT-qPCR trong định lượng DENV và đánh 
giá hiệu quả của bộ mẫu chuẩn trong định lượng 
DENV trên các mẫu lâm sàng.

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Vật liệu nghiên cứu
- Trình tự gen của 4 serotype Dengue trên thế giới (GQ 
398263.1, NC 001474.1, NC 001477.1, AB189128.1, 
OP600691.1), Việt Nam (OQ 832615.1, OQ 
832623.1, OQ 832616.1, OQ427061.1, JQ045695.1) 
và trình tự mẫu chuẩn Dengue của WHO (KM204119, 
KM204118, KU050695, and KR011349) thu được từ 
ngân hàng gen sử dụng cho thiết kế, lựa chọn cặp 
mồi và probe cho kỹ thuật RT-qPCR định lượng 
tải lượng DENV để đánh giá bộ mẫu chuẩn DNA  
plasmid sử dụng xác định tải lượng virus trên mẫu 
lâm sàng.
- Mẫu bệnh phẩm: mẫu huyết tương của người 
bệnh sốt xuất huyết ký hiệu BMVN 329 đã được xét  

nghiệm dương tính với DENV theo qui trình của  
Lanciotti R.S và cộng sự [8] được sử dụng để khuếch 
đại vùng gen mục tiêu để tạo bộ mẫu chuẩn DNA 
plasmid sử dụng định xác định tải lượng DENV.
Tổng số 250 mẫu máu của người bệnh chẩn đoán 
lâm sàng sốt xuất huyết Dengue được thu thập 
trong tuần đầu của bệnh tại Bệnh viện Bạch Mai (ký 
hiệu BMVN) từ năm 2022-2023 bao gồm 234 mẫu 
có NS1 dướng tính và 16 mẫu NS1 âm tính sử dụng 
test nhanh SD Bioline (Hàn Quốc). Các mẫu huyết 
tương của người bệnh sốt huyết Dengue được bảo 
quản trong điều kiện -80oC sử dụng để đánh giá hiệu 
quả của bộ mẫu chuẩn DNA plasmid định lượng tải 
lượng DENV bằng kỹ thuật RT-qPCR và các mẫu của 
người hiến máu khỏe mạnh, mẫu HCV dương tính và 
mẫu RNA của virus Chikungunya và Zika được lưu 
trữ ở Phòng Vi sinh và các mầm bệnh sinh học, Viện 
Nghiên cứu Y Dược học Quân sự, Học viện Quân y 
được sử dụng để đánh giá độ đặc hiệu của kỹ thuật 
RT-qPCR.
- Tế bào và vector: tế bào khả biến E.coli DH5α-T1 
của hãng Invitrogen, plasmid pJET1.2/Blunt (Thermo  
Scientific, Mỹ). Hóa chất realtime RT-qPCR dùng 
trong xác định tải lượng DENV trong mẫu bệnh phẩm 
là kit Luna® Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit. 
Các hóa chất dùng trong tách chiết RNA, RT-PCR, 
điện di và các máy móc, thiết bị chuyên dụng tại Viện 
Nghiên cứu Y Dược học Quân sự, Học viện Quân y.
2.2. Phương pháp nghiên cứu
Quy trình xây dựng bộ chuẩn DNA plasmid của DENV 
được thiết kế bao gồm các bước như sau: (1) Phân 
lập vùng gen đích của DENV, (2) Tạo dòng plasmid 
tái tổ hợp chứa vùng gen đích của DENV, (3) Thiết 
lập bộ mẫu chuẩn DNA plasmid chứa vùng gen đích 
DENV, và (4) Đánh giá bộ mẫu chuẩn bằng kỹ thuật 
RT-qPCR.
2.2.1. Phân lập vùng gen đích
Dựa trên trình tự gen vùng 3’UTR của DENV, cặp mồi 
đặc hiêu qDENG-F1 và qDENG-R1 đã được kiểm tra 
và lựa chọn (trình tự primers được trình bày ở bảng 
1).
Mẫu huyết tương của người bệnh sốt xuất huyết ký 
hiệu BMVN 329 đã được xét nghiệm dương tính với 
virus theo qui trình của Lanciotti R.S và cộng sự [8]. 
Tách chiết RNA: RNA-DENV được tách chiết huyết 
tương sử dụng bộ sinh phẩm QIAamp viral RNA mini 
kit theo đúng quy trình của nhà sản xuất (Qiagen, 
Hilden, Đức).
Khuếch đại đoạn gen 3’UTR bằng kĩ thuật Onestep 
RT-PCR với các thành phần như: QIAGEN OneStep  
RT-PCR Buffer* 5x; QIAGEN OneStep RT-PCR  
Enzyme Mix; dNTPs 10mM; Primer qDENG(F1+R1) 
(IDT) và điều chỉnh thể tích RNase-free water đủ thể 
tích 20 μl. Quá trình khuếch đại được thực hiện trên 
máy PCR Eppendorf Mastercycler proS (Đức) với chu 
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trình: 50°C/30 phút - 95°C/15 phút - (94°C/30 giây - 
52°C/30 giâ - 72°C/50 giây) × 35 chu kỳ - 72°C/10 
phút. Sản phẩm PCR được điện di kiểm tra trên gel 
agarose 1,2% TBE 0,5X, nhuộm ethidium bromide, 
chụp ảnh và lưu kết quả trên máy UVP Eppendorf.
2.2.2. Tách dòng gen 3’UTR
Sản phẩm PCR được tinh sạch bằng bộ kit PCR  
Purification Kit (Thermo Scientific, Mỹ), sau đó chèn 
sản phẩm đã được tinh sạch gắn vào vector cloning 
pJET1.2/blunt. Vector tái tổ hợp được đưa vào tế bào 
E.coli DH5α có khả năng biến nạp thông qua phương 
pháp sốc nhiệt (ở 42°C trong 45 giây). Các plasmid 
tái tổ hợp sau đó được kiểm tra bằng các enzyme 
cắt giới hạn BglII (FastDigest, Thermo Scientific, Mỹ) 
và được giải trình tự, sử dụng cặp mồi đặc hiệu trên 
vector pJET1.2_F/R. 

Bảng 1. Các mồi sử dụng trong nghiên cứu

Tên mồi Trình tự (5’-3’)
Kích 

thước sản 
phẩm (bp)

qDENG-F1 GACTAGYGGTTAGAG-
GAGACC 168

qDENG-R1 GHRGAGACAGCAG-
GATCTCT 168

ProbeD1a
5’-FAM-ACAGCATATT-
GACGCTGGGA-
RAGACC-TAMRA

pJET1.2_F CGACTCACTATAGG-
GAGAGCGGC -

pJET1.2_R AAGAACATCGATTTTC-
CATGGCAG -

2.2.3. Thiết lập bộ chuẩn cơ sở DNA plasmid
Plasmid tái tổ hợp chứa gen mục tiêu được tinh 
sạch bằng bộ kit Thermo Scientific GeneJET Plasmid  
Miniprep Kit theo quy trình của nhà sản xuất  
(GeneJET Plasmid Miniprep, Thermo Scientific,  
Mỹ). Nồng độ plasmid được đo bằng hệ thống  
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,  
Wilmington, Mỹ). Nồng độ ng/µl được chuyển đổi 
thành số bản copies/µl dựa vào hệ số chuyển đổi 
Avogadro và sự tương quan giữa nồng độ và kích 
thước của plasmid tái tổ hợp. Kết quả nồng độ mẫu 
plasmid thu được là 2,8 × 1010 copies/µL và có độ 
tinh sạch (A260/A280) nằm trong khoảng cho phép 
1,8-2,0. Từ mẫu plasmid gốc có được, tiến hành pha 
loãng lần lượt thành 10 dải nồng độ theo cơ số 10 
với nước khử ion nhằm khảo sát khoảng định lượng 
của bộ mẫu chuẩn và xác định LOD của phản ứng 
RT-qPCR.
2.2.4. Đánh giá bộ mẫu chuẩn bằng kỹ thuật  
RT-qPCR
Phản ứng RT-qPCR được thực hiện với cặp mồi 
qDENG (F1+R1) và probe thiết kế dựa trện đoạn 

gen 3’UTR không dịch mã của DENV (trình tự mồi 
và probe được trình bày ở bảng 1). Thành phần phản 
ứng RT-qPCR: 2X Luna® Universal Probe One-Step 
Reaction Mix (Biolabs), 20X Luna® WarmStart® RT 
Enzyme Mix, 5 µM probe qD1a (IDT), 10 µM mồi 
xuôi và mồi ngược, 5 µl RNA khuôn. Chu trình nhiệt: 
55°C/10 phút - 95°C/1 phút - (94°C/10 giây - 58°C/60 
giây) × 45 chu kỳ. Sau đó, tiến hành xây dựng đường 
chuẩn dựa vào phần mềm phân tích trên máy  
RotorGene Q (Qiagen, Đức).
2.3. Phân tích số liệu
Đánh giá kỹ thuật RT-qPCR sử dụng bộ mẫu chuẩn 
gồm các chỉ tiêu khảng tuyến tính định lượng, giới 
hạn phát hiện, độ chính xác. Sử dụng phần mềm 
SPSS 22.0 và các giá trị p < 0,05 được coi như có ý 
nghĩa thống kê.
2.4. Đạo đức trong nghiên cứu
Nghiên cứu được thông qua Hội đồng Đạo đức 
của Bệnh viện Bạch Mai theo Quyết định số 7210/ 
QĐ-BM ngày 31 tháng 12 năm 2024. Số liệu nghiên 
cứu được Bệnh viện Bạch Mai đồng ý cho công bố. 
Các tác giả không có xung đột lợi ích trong nghiên 
cứu.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Nghiên cứu tạo dòng vùng gen 3’UTR
Vùng gen 3’UTR không mã hóa protein và có mức 
độ bảo tồn cao giữa các serotype được khuếch đại 
bằng QIAGEN OneStep RT-PCR Kit trong cùng 1 phản 
ứng hạn chế nguy cơ nhiễm chéo đảm bảo thu được 
sản phẩm gen đích mong muốn có độ chính xác và 
đặc hiệu cao, kích thước theo lý thuyết khoảng 168 
bp (hình 1).

 

Hình 1. Sản phẩm  
khuếch đại đoạn gen 3’UTR của DENV

1: Thang ADN chuẩn 100 bp (Thermo Scientific, Mỹ); 
2: Đối chứng âm; 3-5: Các mẫu DBM 19, 29, 329.
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Kết quả cho thấy, khi cắt plasmid chứa đoạn chèn vùng 3UTR bằng enzyme giới hạn BglII cho các băng có 
kích thước như trong tính toán lý thuyết (hình 2). 

 Kết quả so sánh trình tự plasmid thu được với ngân hàng gen cho thấy mức độ tương đồng cao, qua đó 
khẳng định rằng đoạn gen 3’UTR của DENV-2 đã được tạo dòng thành công vào vector pJET1.2/blunt.

Hình 2. Kiểm tra sản phẩm cắt của plasmid tái tổ hợp chứa gen 3’UTR của DENV

M: Thang ADN chuẩn 1 kb (Thermo Scientific, Mỹ);  
1-2: Sản phẩm cắt bằng enzyme giới hạn BglII trên các dòng khuẩn lạc 1-2

3.2. Đánh giá bộ mẫu chuẩn DNA plasmid

Xác định khoảng định lượng của bộ mẫu chuẩn DNA plasmid: 

Hình 3. Kết quả xây dựng đường chuẩn trên bộ panel chuẩn DENV  
từ nồng độ 103-1010 copies/ml bằng kỹ thuật RT-qPCR

A: Biểu đồ đường cong khuếch đại tín hiệu huỳnh quang;  
B: Đường cong chuẩn độ xây dựng từ dải nồng độ 103-1010 copies/mL

Trong nghiên cứu này, khoảng định lượng của bộ 
mẫu chuẩn được khảo sát dải nồng độ từ 100-1011 
copies/mL (hình 3). Đường cong khuếch đại cho 
thấy, tín hiệu huỳnh quang xuất hiện tuyến tính 
trong dải nồng độ 103-1010 copies/mL của bộ pan-
el (hình 3B). Phạm vi tuyến tính của xét nghiệm nằm 
trong khoảng 103-1010 copies/mL với độ dốc là M 
= -3,348, hiệu suất của phản ứng E = 99% và hệ số 
tương quan R2 = 0,99912 cho thấy các giá trị định 
lượng thu được rất đáng tin cậy (hình 3A). Như vậy, 
bước đầu chúng tôi đã xây dựng thành công bộ pan-
el DENV chuẩn cơ sở để định lượng tải lượng DENV 
với dải nồng độ 103-1010 copies/mL. LOD95% của 
xét nghiệm là 522 copies/mL. 

Bảng 2. Kết quả đánh giá độ chính xác  
của bộ mẫu chuẩn trong ngày xét nghiệm

Hệ số biến thiên nội phản ứng

Mẫu Ct Ct Ct Mean SD CV 
(%)

107 22,83 23,08 23,28 23.06 0,23 0,98

106 26,43 27,01 26,71 26,72 0,29 1,09

105 30,36 30,2 30,24 30,27 0,08 0,28
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Bảng 3. Kết quả đánh giá độ chính xác của bộ mẫu chuẩn giữa các ngày xét nghiệm

Hệ số biến thiên ngoại phản ứng

Mẫu Lần 1 Lần 2 Lần 3 Lần 4 Lần 5 Lần 6 Mean SD CV (%)

107 23,70 22,83 23,08 23,28 22,87 22,76 23,09 0,36 1,54

106 26,94 26,43 27,01 26,71 26,88 26,52 26,75 0,24 0,88

105 29,95 30,36 30,2 30,24 29,81 29,69 30,04 0,27 0,88

Ct: chu kỳ ngưỡng, SD: độ lệch chuẩn, Mean: trung bình, CV: hệ số biến thiên.

Kết quả đánh giá độ chính xác của bộ mẫu chuẩn cho thấy độ biến thiên nội phản ứng các mẫu chuẩn 105-
107 copies/mL lần lượt là 0,28%; 1,09%; 0,98% (CV < 5%) và độ biến thiên liên phản ứng lần lượt là 0,88%; 
0,88%; 1,54% (CV < 10%) cho thấy rằng độ chính xác cao của bộ mẫu chuẩn. Độ chính xác được thể hiện 
qua hệ số biến thiên (coefficient of variation) của các mẫu chuẩn. Sự biến thiên của các giá trị càng nhỏ thì 
độ chính xác của bộ mẫu chuẩn càng cao.

Bảng 4. Độ ổn định của bộ mẫu chuẩn

Mẫu
Ct

Ct Mean SD CV (%)
T*0 T1 T2 T3 T4 T5

107 23,53 23,44 23,82 23,02 23,1 23,08 23,33 0,32 1,36

106 26,41 26,44 26,86 26,79 27 27,1 26,77 0,29 1,07

105 29,95 30,05 30,44 30,47 29,79 30,77 30,25 0,37 1,23

Ct là chu kỳ ngưỡng, SD: độ lệch chuẩn, Mean: trung bình, CV: hệ số biến thiên.

Kết quả đánh giá độ ổn định của kit hàng tháng đến thời điểm nghiên cứu thể hiện qua các mẫu chuẩn có 
hệ số biến thiên lần lượt là 1,36%; 1,07% và 1,23% cho thấy bộ mẫu chuẩn có độ ổn định trong 6 tháng (CV 
< 5%).

 

Hình 4. Kiểm tra độ đặc hiệu của phản ứng RT-qPCR

Chúng tôi thực hiện phản ứng RT-qPCR với RNA sử dụng được tách chiết từ các virus khác có liên quan chặt 
chẽ về mặt di truyền với DENV bao gồm CHIKV, ZIKA và HCV. Kết quả cho thấy mẫu âm tính với NTC và RNA 
của CHIKV, ZIKA và HCV; kết quả dương tính với RNA của DENV. Điều này xác nhận kỹ thuật có độ đặc hiệu 
với DENV.
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Bảng 5. Mối liên quan  
giữa tải lượng Dengue với ngày của bệnh (n = 250)

Tải lượng

Ngày của bệnh p

Trung bình ± SD 
(log10 copies/ml)

Min-max  
(log10 copies/ml)

< 3 ngày (n = 45)

7,60 ± 1,22 3,72-9,29 < 0,001

3-5 ngày (n = 202)

5,43 ± 1,68 2,74-9,19 < 0,001

> 5 ngày (n = 3)

4,84 ± 0,92 3,78-5,43 < 0,001
Sử dụng bộ mẫu chuẩn DNA plasmid định lượng tải 
lượng DENV bằng kỹ thuật RT-qPCR trên 250 mẫu 
lâm sàng thu được trong tuần đầu tiên của người 
bệnh sốt xuất huyết Dengue. Kết quả cho thấy tải 
lượng DENV trung bình ở bệnh nhân vào 3 ngày đầu 
của bệnh đạt (7,60 ± 1,22) log₁₀ copies/ml, cao hơn 
đáng kể so với tải lượng ghi nhận trên bệnh nhân 
có số ngày của bệnh từ 3-5 ngày (5,43 ± 1,68) log₁₀ 
copies/ml và từ ngày thứ 5 trở đi (4,84 ± 0,92) log₁₀ 
copies/ml, khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p 
< 0,001. Trong những ngày đầu khởi phát bệnh, tải 
lượng virus có xu hướng giảm dần theo thời gian, với 
mức giảm mạnh nhất từ ngày thứ 5 trở đi với ca mắc 
có tải lượng cao nhất ghi nhận chỉ ở mức 5,43 log₁₀ 
copies/ml so với 9,19 và 9,29 log₁₀ copies/ml trong 
5 ngày đầu. Như vậy, tải lượng virus cao nhất thường 
ghi nhận trong ngày đầu tiên của bệnh, sau đó giảm 
nhanh trong những ngày tiếp theo.

Bảng 6. Mối liên quan giữa  
tải lượng Dengue với NS1 (n = 250)

Tải lượng

NS1 p

Trung bình ± SD 
(log10 copies/ml)

Min-max  
(log10 copies/ml)

NS1 dương tính (n = 234)

5,93 ± 1,80 2,74-9,29 < 0,001

NS1 âm tính (n = 16)

4,19 ± 0,77 3,11-5,55 < 0,001

Thực hiện xác định tải lượng DENV trên 250 mẫu 
bệnh phẩm đã thực hiện test nhanh với NS1, trong 
đó có 234 mẫu dương tính và 16 mẫu NS1 âm tính. 
Tải lượng virus trung bình ở nhóm dương tính với NS1 
là 5,93 ± 1,80 log₁₀ copies/ml cao hơn đáng kể so với 
nhóm NS1 âm tính là 4,19 ± 0,77 log₁₀ copies/ml, 
khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,001).

4. BÀN LUẬN
Các bộ mẫu chuẩn quốc tế được sử dụng trong đánh 
giá sinh phẩm chẩn đoán axit nucleic (NAT) thường 
được công bố trong danh mục của WHO và Viện Tiêu 
chuẩn và Kiểm soát Sinh học Quốc gia (NIBSC) [9]. 
Việc khảo sát các sinh phẩm chẩn đoán trên các 
pannel mẫu chuẩn được xem là yêu cầu bắt buộc 
trước khi triển khai đánh giá trên lâm sàng. Mặc dù 
các bộ mẫu tham chiếu quốc tế được xem là tiêu 
chuẩn vàng, nhưng việc tiếp cận các panel này còn 
nhiều hạn chế do chi phí cao, yêu cầu về thời gian 
vận chuyển và bảo quản. Do đó, việc xây dựng các 
bộ mẫu chuẩn nội bộ đã và đang trở nên phổ biến với 
các đơn vị nghiên cứu và phát triển sinh phẩm chẩn 
đoán. Nguyên tắc thiết lập mẫu chuẩn cần đảm bảo 
tính đồng nhất, ổn định, tương đồng với mẫu bệnh 
phẩm thật và có thể được bảo quản trong thời gian 
dài theo khuyến cáo của WHO và NIBSC [9-11].
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã thiết lập bộ mẫu 
chuẩn DNA plasmid dựa trên đoạn gen 3’UTR của 
DENV, sử dụng trong đánh giá xét nghiệm định lượng 
DENV bằng kỹ thuật RT-qPCR. Từ trình tự của DENV 
thu được từ ngân hàng gen, chúng tôi sử dụng phần 
mềm BioEdit để so sánh và tìm vùng bảo tồn của 
Dengue phục vụ cho thiết kế mồi và probe cho kỹ 
thuật RT-qPCR. Kết quả lựa chọn được vùng gen 
3’UTR của DENV có độ bảo tồn cao phù hợp với hầu 
hết các nghiên cứu thiết kế kỹ thuật real time PCR 
chẩn đoán và định lượng DENV trên thế giới [12-14]. 
Trong nghiên cứu này, mẫu chuẩn là DNA plasmid 
chứa đoạn gen 3’UTR của DENV đã được thiết lập 
qua tách dòng cho phép thu được số lượng lớn bản 
sao mang trình tự đích, đảm bảo tính thuần nhất, 
độ ổn định cao và dễ dàng chuẩn hóa nồng độ theo 
đơn vị copies/mL. Khi sử dụng bộ mẫu chuẩn được 
thiết lập đánh giá kỹ thuật RT-qPCR cho thấy khoảng 
định lượng tuyến tính 103-1010 copies/mL với hiệu 
suất của phản ứng E = 99% và hệ số tương quan 
R2 = 0,99912 (hình 1). Dựa trên phân tích hồi quy  
Probit, giới hạn phát hiện (LOD95%) của kỹ thuật 
ước tính là 522 copies/ml. Kết quả này tương đương 
với một nghiên cứu của Kinanti D.R và cộng sự tại 
West Java, Indonesia cũng sử dụng vùng gen 3’UTR 
làm vùng mục tiêu trong xét nghiệm Taqman có 
LOD95% là 482 copies/mL [15]. Kết quả đánh giá độ 
chính xác và ổn định của bộ mẫu chuẩn cho thấy bộ 
mẫu chuẩn có độ ổn định trong các lần đánh giá và 
giữa các lần đánh giá với hệ số biến thiên CV < 5% 
(bảng 2, 3 và 4). 
Tiếp theo, chúng tôi sử dụng bộ mẫu chuẩn để định 
lượng tải lượng DENV từ mẫu lâm sàng thu được 
trong tuần đầu của người bệnh sốt xuất huyết. Kết 
quả phân tích cho thấy tải lượng DENV có xu hướng 
giảm theo ngày của bệnh, trong đó cao nhất ở bệnh 
nhân vào 3 ngày đầu (7,6 log10 copies/ml ± 1,22) 
và thấp nhất sau ngày thứ 5 của bệnh (4,84 log10 
copies/ml ± 0,92). Khác biệt này có ý nghĩa thống 
kê với p < 0,001 (bảng 5). Điều này có thể giải thích 
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trong những ngày đầu khởi phát bệnh, virus nhân lên 
và giảm dần theo thời gian khi cơ thể xuất hiện đáp 
ứng miễn dịch ức chế sự nhân lên của virus [16]. 
Khi phân tích tải lượng DENV với tình trạng xuất hiện 
của kháng nguyên NS1 cho thấy nhóm có kháng NS1 
dương tính có tải lượng virus cao hơn nhóm có NS1 
âm tính (bảng 6). Phân tích chi tiết những trường 
hợp có NS1 âm tính thấy gặp ở hầu hết người bệnh 
từ ngày thứ 4 trở đi là giai đoạn tải lượng virus bắt 
đầu giảm dần, phù hợp với tiến trình đáp ứng miễn 
dịch tự nhiên của cơ thể. Các trường hợp khác có 
thể giải thích ở giai đoạn virus nhân lên nhưng chưa 
phát hiện được NS1. Thực tế các nghiên cứu cũng 
chỉ ra kỹ thuật real time PCR có độ nhạy cao hơn xét 
nghiệm test nhanh phát hiện NS1 trong chẩn đoán 
sốt xuất huyết Dengue [17-18].

5. KẾT LUẬN
Bộ mẫu chuẩn định lượng nội bộ đã được thiết lập 
và chế tạo sử dụng định lượng DENV bằng kỹ thuật 
RT-qPCR. Bộ mẫu chuẩn có khoảng định lượng 
tuyến tính từ 103-1010 copies/mL, độ chính xác cao 
thể hiện qua hệ số biến thiên thấp lần lượt là 0,28%; 
1,09%; 0,98%, độ ổn định trong 6 tháng. Kết quả 
đánh giá trên 250 mẫu máu người bệnh cho kết quả 
tốt. Thành công trong việc tạo ra bộ mẫu chuẩn DNA 
tái tổ hợp sử dụng cho xét nghiệm RT-qPCR trong 
định lượng DENV làm tiền đề cho những thử nghiệm 
lâm sàng và phát triển kit chẩn đoán phân tử DENV 
ở Việt Nam.
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