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TÓM TẮT 

Bệnh dịch tả lợn châu Phi (African swine fever - ASF) do virus ASF (ASFV) họ Asfarviridae gây ra, với tỷ lệ tử 

vong lên tới 100%. Các nghiên cứu về phương pháp LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) trong chẩn 

đoán ASF hiện tại chỉ là kỹ thuật LAMP ướt không khả thi cho ứng dụng thực địa do yêu cầu điều kiện lạnh. 

Nghiên cứu này nhằm mục đích phát triển phương pháp LAMP khô trực tiếp hỗ trợ cho công tác chẩn đoán sớm 

ASF ngay tại thực địa. Phương pháp tiêu chuẩn real-time PCR được sử dụng để đánh giá độ nhạy, độ đặc hiệu 

của phương pháp LAMP khô trực tiếp. Kết quả nghiên cứu cho thấy phương pháp đông khô LAMP hai bước có 

hiệu quả khuếch đại DNA cao hơn so với phương pháp LAMP một bước. Cả hai phương pháp LAMP khô đều cho 

hiệu quả khuếch đại DNA tốt ở các điều kiện bảo quản sau 2 tháng. Độ nhạy và độ đặc hiệu của phương pháp 

LAMP khô hai bước sau 2,5 tháng bảo quản ở 4C là 88,1% và 100%. Như vậy, phương pháp LAMP khô hứa hẹn 

là công cụ hữu hiệu cho chẩn đoán bệnh ASF tại thực địa, giúp hỗ trợ sàng lọc các cá thể bị nhiễm bệnh, nâng 

cao hiệu quả của công tác phòng chống bệnh. 

Từ khóa: ASF, LAMP khô một bước, LAMP khô hai bước, điều kiện bảo quản. 

Developing Direct Dry LAMP Method for Field Diagnosis of African Swine Fever  

ABSTRACT 

African swine fever (ASF) is caused by the ASF virus (ASFV) of the family Asfarviridae with a mortality rate 

of up to 100%. Currently, studies on the LAMP method (Loop-mediated isothermal amplification) for ASF 

diagnosis are based on wet LAMP, which is not feasible for field application due to the requirement of cold 

conditions. This study aimed to evaluate the effectiveness of dry LAMP methods to support early field diagnosis 

of ASF. The gold standard real-time PCR method was used to evaluate the sensitivity and specificity of the direct 

dry LAMP method. The results show that the two-step dry LAMP method was more effective in DNA amplification 

than the one-step dry LAMP method. Both dry LAMP methods showed good DNA amplification efficiency in both 

storage conditions after 2 months.The sensitivity and specificity of the two-step dry LAMP method after 2.5 

months at 4C were 88.1% and 100%. Thus, the dry LAMP method is promising as an early diagnosis tool for 

ASF, helping to support the screening of infected individuals at the field and to improve the effectiveness of 

prevention and control of ASF. 

Keywords: African Swine Fever, one-step dry LAMP, two-step dry LAMP, storage conditions.  

  

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh dðch tâ lĉn châu Phi (African swine 

fever - ASF) do virus ASF (ASFV), họ 

Asfarviridae gây ra (Dixon & cs., 2013). Bệnh 

có khâ nëng gåy chết lĉn vĆi tỷ lệ lên tĆi 100%. 

ASF xuçt hiện læn đæu ć Kenya nëm 1921 và 

nhanh chóng lan ra một số quốc gia châu Phi. 

Nëm 2007, ASF tái xuçt ć Georgia và tiếp týc 

lan ra các quốc gia thuộc Đông Âu. Do đò, giám 
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sát să lþu hành cûa ASFV là þu tiên hàng đæu 

cûa châu Âu. Täi Việt Nam, ASF læn đæu tiên 

đþĉc công bố vào tháng 2/2019. Việc tiêu hûy 

toàn đàn cò con bð bệnh gây ra thiệt häi kinh tế 

lĆn cho ngþąi chën nuôi. VĆi khâ nëng tồn täi 

dai dîng nên dðch bệnh cò nguy cĄ tái phát, låy 

lan trên diện rộng vén luôn hiện hĂu, ânh 

hþćng nghiêm trọng đến việc tổ chĀc tái đàn, 

tëng đàn và bâo đâm nguồn cung. Do không có 

biện pháp điều trð đặc hiệu và chþa cò vacxin 

phòng bệnh hiệu quâ nên việc chèn đoán sĆm 

và chính xác là rçt cæn thiết cho việc giám sát 

và tiến tĆi loäi trÿ bệnh. Việc giám sát să lþu 

hành ASFV đþĉc cho là þu tiên hàng đæu cûa 

châu Âu dăa trên cĄ sć chèn đoán nhanh và 

chính xác, giết mổ và tiêu hûy nhĂng con bð 

nhiễm bệnh (Sánchez-Vizcaíno & cs., 2015). 

Xét nghiệm täi thăc đða giúp giâm thąi gian 

vên chuyển méu, đèy nhanh quá trình xét 

nghiệm, đồng thąi hän chế nguy cĄ mang  

và phát tán mæm bệnh do quá trình vên 

chuyển méu. 

PhþĄng pháp chèn đoán PCR hoặc  

real-time PCR cò þu điểm là độ nhäy và độ đặc 

hiệu cao nhþng tốn thąi gian (3-4 gią), thăc 

hiện trên thiết bð đít tiền và thþąng yêu cæu 

các chuyên gia có tay nghề cao. Do đò, các 

phþĄng pháp này không khâ thi cho việc chèn 

đoán bệnh täi thăc đða, điều rçt cçn thiết cho 

công tác quân lý dðch bệnh täi các đða phþĄng. 

Kỹ thuêt khuếch đäi gen đîng nhiệt LAMP đã 

đþĉc phát triển và Āng dýng rộng rãi vĆi þu 

điểm là nhanh, chính xác, đĄn giân, tiết kiệm 

(Notomi & cs., 2000; Nagamine & cs., 2002). 

Điều kiện đîng nhiệt cho phþĄng pháp LAMP 

dễ dàng đþĉc thăc hiện ć bể û nhiệt trong vòng 

30 phút mà không yêu cæu thiết bð đít tiền. 

HĄn nĂa, kết quâ cûa phân Āng LAMP có thể 

dễ dàng quan sát qua mít thþąng bìng cách sā 

dýng các loäi chî thð màu hoặc thuốc nhuộm 

DNA (Hayashida & cs., 2015). PhþĄng pháp 

LAMP cüng đã đþĉc phát triển và Āng dýng 

trong chèn đoán nhanh ASF (James & cs., 

2010; Mee & cs., 2020; Wang & cs., 2020; Tran 

& cs., 2021). Tuy nhiên, các xét nghiệm ASF 

bìng phþĄng pháp LAMP đã phát triển đều 

dăa trên kỹ thuêt LAMP þĆt vĆi méu đã đþĉc 

chiết tách DNA nên hän chế chính là kém khâ 

thi cho Āng dýng täi thăc đða. Gæn đåy, kỹ 

thuêt LAMP khô trăc tiếp đã đþĉc phát triển 

cho chèn đoán täi thăc đða Trypanosoma 

evansi gây bệnh ć läc đà (Salim & cs., 2018), vi 

khuèn Mycobacterium tuberculosis (Thapa & 

cs., 2019) và loài trùng roi Trypanosomiasis 

gây bệnh ć ngþąi (Hayashida & cs., 2015) giúp 

khíc phýc đþĉc hän chế cûa kỹ thuêt LAMP 

þĆt. Trong các nghiên cĀu này, chî thð màu kép 

CFI (colori fluorescent indicator) đã đþĉc sā 

dýng bao gồm chî thð màu kim loäi 

Hydroxynaphthol blue và thuốc nhuộm DNA 

GelGreen giúp cho việc đọc kết quâ phân Āng 

LAMP không bð ânh hþćng bći màu cûa méu 

xét nghiệm. Nghiên cĀu trþĆc đåy cho thçy chế 

phèm LAMP khô vén cho kết quâ khuếch đäi 

DNA tốt sau 4 tháng bâo quân ć nhiệt độ 

phñng (Salim & cs., 2018). Do đò, mýc đích 

nghiên cĀu cûa chúng tôi nhìm thiết lêp 

phþĄng pháp LAMP khô trăc tiếp để chèn đoán 

ASF täi thăc đða, hỗ trĉ công tác giám sát 

phòng chống bệnh ngay täi thăc đða.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên vật liệu 

Méu máu lĉn nghi míc ASF tÿ các träi lĉn 

đþĉc thu thêp bâo quân trong các ống chĀa méu 

đã đþĉc vô trùng. Các méu bệnh phèm này đã 

đþĉc xét nghiệm bìng kỹ thuêt real-time PCR 

để chèn đoán ASFV.  

Sáu mồi dùng cho phân Āng LAMP đþĉc 

thiết kế tÿ gen đích mã hoá protein p72 bìng 

phæn mềm Primer Explorer 5 

(https://primerexplorer.jp) gồm cặp mồi ngoài 

(F3, B3), cặp mồi trong (FIP, BIP) và cặp mồi 

vòng (LF, LB) (Bâng 1). Tính đặc hiệu cûa các 

cặp mồi dùng cho phþĄng pháp LAMP cho chèn 

đoán ASFV đã đþĉc chî ra trong nghiên cĀu 

trþĆc cûa nhóm tác giâ, cý thể 6 mồi đþĉc thiết 

kế tÿ vùng gen bâo tồn P72 và khi so sánh vĆi 

trình tă cûa 216 chûng ASFV khác cho thçy 

các đoän mồi đþĉc thiết kế không chĀa bçt kĊ 

trình tă không đặc hiệu nào hoặc khĆp vĆi 

trình tă cûa mæm bệnh ngoài ASFV (Ngan & 

cs., 2023). 
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Bâng 1. Trình tự nucleotide của các cặp mồi LAMP để phát hiện vùng gen p72 của ASFV 

Tên mồi Trình tự (5' to 3') Ví trí 

ASF-F3 GGAAAAAGTCTCCGTACTG 106214-106232 

ASF-B3 ATATGGCATCAGGAGGAG 106519-106502 

ASF-FIP TTGAGTCAAATCGAAGAAACACATACACTTTATTGTATTCAAACCCTA 106373-106349, 106287-106309 

ASF-BIP GCAAGTCTTGGGCCAAGATACTTTTTGTCTTATTGCTAACGATGG 106442-106461, 106501-106477 

ASF-LF GCATTTTAATGCACATTTTAAGCCTT 106344-106319 

ASF-LB AATCTTGTCGGCCTTCC 106461-106477 

 

Sinh phèm, hóa chçt dùng cho phân Āng 

LAMP: Tris-HCl (311-90391, Wako Pure 

Chemical, Missouri, Hoa KĊ), KCl, Betaine và 

(NH4)2SO4 (58221, B0300-5VL, 76399-10ML-F 

Sigma - Aldrich, ĐĀc), MgSO4 (B1003S, New 

England Biolabs, Massachusetts, Hoa KĊ), Bst 

DNA polymerase (M0275S, New England 

Biolabs, Massachusetts, Hoa KĊ), 

hydroxynaphthol blue - HNB (33936-10G, Wako 

Pure Chemicals, Missouri, Hoa KĊ), GelGreen 

(41005-T, 10.000X Sol, Biotium, Fremont, CA, 

Hoa KĊ).  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp tách chiết DNA trực tiếp  

Sodium dodecylbenzene sulphonate (SDBS) 

và Triton X-100 là các chçt tèy hoät động bề 

mặt có tác dýng phá màng tế bào và màng 

nhân, giâi phóng DNA và phân huỷ các protein 

liên kết vĆi DNA.  

Phương pháp tách chiết DNA trực tiếp bằng 

SDBS 1% 

Méu máu toàn phæn có kết quâ dþĄng tính 

vĆi ASF bìng real-time PCR (ct: 16,72) đþĉc 

trộn vĆi SDBS 1% (tỷ lệ 1:1) bìng pipet 5-10 læn 

rồi û ć nhiệt độ 95C trong 5 phút, ly tâm vĆi tốc 

độ 1.200G trong 5 phút theo các nghiên cĀu 

trþĆc (Yamazaki & cs., 2020; Ngan & cs., 2023). 

Sau đò, 20μl dðch nổi phía trên đþĉc thu sang 

ống mĆi làm khuôn méu cho phân Āng LAMP.  

Phương pháp tách chiết DNA trực tiếp bằng 

TritonX-100 0,1% 

200μl máu toàn phæn có kết quâ dþĄng 

tính vĆi ASF bìng real-time PCR (ct: 16,72) 

đþĉc chuyển vào ống chĀa 1.800μl dung dðch 

TritonX-100 0,1% (tỷ lệ 1:9) và trộn đều theo 

nghiên cĀu trþĆc (Tran & cs., 2021). Sau  

đò, 10μl méu đã ly giâi đþĉc sā dýng cho phân 

Āng LAMP. 

2.2.2. Phương pháp real-time PCR 

PhþĄng pháp real-time PCR đþĉc thăc hiện 

bìng bộ kit real-time PCR Median ((NS-ASF-

31, Median Diagnostics Inc., Hàn Quốc) theo 

hþĆng dén cûa nhà sân xuçt. Chu trình nhiệt 

cûa phân Āng real-time PCR nhþ sau: 10 phút ć 

95C, 40 chu kĊ ć 95C trong 15 giây và 58C 

trong 60 giây; tín hiệu huĊnh quang thu đþĉc 

qua kênh FAM ć cuối quá trình khuếch đäi cûa 

mỗi chu kĊ. Sau quá trình khuếch đäi, giá trð 

chu kĊ ngþĈng (Ct - cycle threshold) đþĉc xác 

đðnh. Trong nghiên cĀu này, chúng tôi đã áp 

dýng giá trð Ct giĆi hän là 37,0 dăa vào kết quâ 

xác đðnh giĆi hän phát hiện, vĆi các méu đþĉc 

xác đðnh là dþĄng tính khi giá trð trung bình cho 

giá trð Ct < 37,0.  

2.2.3. Phương pháp real-time LAMP 

PhþĄng pháp real-time LAMP đþĉc thăc 

hiện vĆi thể tích phân Āng là 25µl theo kết quâ 

tối þu về thành phæn và điều kiện cûa phân Āng 

theo nghiên cĀu cûa (Ngan & cs., 2023) bao gồm 

2µl DNA méu, các mồi bên trong (1,6μM mỗi 

loäi), mỗi vòng lặp (0,8μM mỗi loäi), mồi ngoài 

(mỗi loäi 0,2μM), 1,6mM dNTPs, 5M betaine, 

20mM Tris-HCl (pH 8,8), 10mM KCl, 10mM 

(NH4)2SO4, 4mM MgSO4, 8U enzyme Bst DNA 

polymerase và 1µl chî thð màu kép CFI bao gồm 

3mM HNB và 0,35% v/v GelGreen. Phân Āng 

real-time LAMP đþĉc thăc hiện trong hệ thống 

LightCycler 96 (Roche, Basel, Thýy Sï). Chu 

kĊ nhiệt cho real-time LAMP tiến hành nhþ 
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sau: 60 chu kĊ 65C trong 30 giây và 65C trong 

30 giây. Sau khi thu thêp tín hiệu huĊnh quang 

ć cuối bþĆc 65C × 30 giây thĀ hai cûa mỗi chu 

kĊ, phân Āng bð bçt hoät bìng cách giĂ ć 95C 

trong 2 phút, tiếp theo là phân tích đþąng cong 

nóng chây tÿ 65C đến 97C ć 0,15C/giây. Kết 

quâ real-time LAMP đþĉc phát hiện bìng tín 

hiệu huĊnh quang vĆi kênh FAM bći thuốc 

nhuộm GelGreen. Phân Āng real-time LAMP 

dþĄng tính đþĉc biểu thð bìng să tëng huĊnh 

quang theo cçp số nhân và giá trð Tp (time-to-

positivity) là thąi gian cæn thiết để đþąng cong 

khuếch đäi đät đến giá trð ngþĈng đþĉc thiết lêp 

tă động, đồng thąi Ta (temperature of 

annealing) nìm trong khoâng giá trð 84 ± 2C. 

Các méu có giá trð huĊnh quang đät đến ngþĈng 

trong vñng 60 phút là dþĄng tính. 

2.2.4. Phương pháp đông khô LAMP 

Phương pháp đông khô LAMP một bước 

Quy trình thăc hiện phþĄng pháp LAMP 

khô đþĉc thăc hiện và tối þu dăa vào quy trình 

đã công bố cûa tác giâ Thapa & cs. (2019)  

(Hình 1A). 

LAMP khô một bþĆc là 25µl hỗn hĉp chế 

phèm bao gồm: 1,3µl hỗn hĉp mồi (bao gồm 

100mM mồi bên ngoài (F3 và B3), mồi trong 

(FIP và BIP) và mồi vòng ((LF và LB)); 0,35µl 

dNTPs 100mM; 2,5µl Trehalose 2M; 0,5µl  

Tris-HCl 1M [pH 8,8], 0,25µl KCl 1M); 1,8µl 

MgSO4 100mM; 1µl Bst DNA polymerase 2.0 và 

1µl chî thð màu CFI bao gồm 3mM HNB và 

0,35% v/v GelGreen. Để làm khô hỗn hĉp, hỗn 

hĉp phân Āng đã chuèn bð đþĉc đặt ć ngoäi vi 

cûa mặt trong níp ống 0,2ml và đþĉc làm khô ć 

nhiệt độ phòng, giĂ dþĆi luồng không khí säch 

trong tû an toàn sinh học cçp 2 trong 6 gią. 

Phương pháp đông khô LAMP hai bước 

Quy trình thăc hiện phþĄng pháp LAMP 

khô đþĉc thăc hiện và tối þu dăa vào quy trình 

đã công bố cûa tác giâ Salim & cs. (2018)  

(Hình 1B). 

Chế phèm LAMP khô hai bþĆc bao gồm 1μl 

Bst DNA polymerase 2.0; 0,35μl dNTPs 100mM; 

2μl Trehalose 2M đặt ć níp ống 0,2ml và để khô 

trong vñng 30 phút, sau đò bổ sung 1,3μl hỗn 

hĉp mồi (bao gồm 100mM mồi bên ngoài (F3 và 

B3), mồi trong (FIP và BIP) và mồi vòng (LF và 

LB); 1μl chî thð màu kép Colori fluorescent 

indicator (CFI) bao gồm 3mM HNB và 0,35% v/v 

GelGreen. Tiếp týc làm khô ć nhiệt độ phòng 

dþĆi luồng không khí säch trong tû an toàn sinh 

học cçp 2 cho đến khi khô hoàn toàn, khoâng 3h. 

Sau khi làm khô hàng tuæn sẽ tiến hành 

đánh giá độ bền, hiệu quâ cûa chế phèm LAMP 

khô ć các nhiệt độ bâo quân khác nhau (4C và 

nhiệt độ phòng). 

   

(A) (B) 

  

(C) (D) 

Hình 1. Sân phẩm LAMP khô một bước (A - trþĆc làm khô và B - sau làm khô)  

và sân phẩm LAMP khô hai bước (C - trþĆc làm khô và D - sau làm khô) 
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 2.2.5. Phương pháp LAMP khô 

Phương pháp LAMP khô một bước 

Bổ sung thêm 20μl DW và 5μl DNA tÿ méu 

máu có kết quâ dþĄng tính vĆi ASF bìng real-

time PCR (ct: 16,72) đã ly giâi bìng  

TritonX-100 0,1% để có thể tích cuối là 25μl vào 

mỗi ống đông khô. 

Phương pháp LAMP khô hai bước 

Bổ sung đệm vĆi thành phæn: 0,5μl  

Tris-HCL 1M ; 0,25μl KCL 1M; 1,8μl MgSO4 

100mM; 17,5μl Trition X-100 0,1% vĆi dung 

lþĉng 20μl và 5μl DNA tÿ méu máu có kết quâ 

dþĄng tính vĆi ASF bìng real-time PCR  

(ct: 16,72) đã ly giâi bìng TritonX-100 0,1% để 

có thể tích cuối là 25μl vào mỗi ống đông khô. 

Các ống LAMP khô một bþĆc và hai bþĆc 

sau khi đã bổ sung dung dðch đệm và DNA vào 

mỗi ống thì úp ngþĉc các ống trong thąi gian 1 

phút để hoàn nguyên phæn hóa chçt đông khô, 

votex và spin. Sau đò, hỗn hĉp phân Āng đþĉc û 

ć điều kiện 65°C trong thąi gian 60 phút, sau đò 

tëng lên 80°C trong thąi gian 5 phút để dÿng 

phân Āng. Đọc kết quâ phân Āng bìng mít 

thþąng qua să thay đổi màu cûa chî thð màu 

kim loäi HNB và bìng đèn UV cò bþĆc sóng 

315nm vĆi să có mặt chî thð màu huĊnh quang 

GelGreen do căc đäi kích thích/phát xä cûa 

GelGreen là 500nm/530nm.  

2.2.6. PhþĄng pháp xác định độ nhạy và độ 

đặc hiệu của phương pháp LAMP khô 

PhþĄng pháp real-time PCR đþĉc sā dýng 

làm phþĄng pháp tiêu chuèn để đánh giá độ 

nhäy, độ đặc hiệu cûa phþĄng pháp LAMP trong 

chèn đoán ASFV tÿ các méu thăc đða. Tổng số 49 

méu máu đã đþĉc kiểm tra đồng thąi bìng câ hai 

phþĄng pháp real-time PCR và LAMP khô. Trên 

cĄ sć đò, độ nhäy và độ đặc hiệu cûa phþĄng pháp 

LAMP khô sẽ đþĉc đánh giá nhþ sau: 

 
Phương pháp real-time PCR 

 Dương tính Âm tính 

Phương pháp 

LAMP khô 

Dương tính a b 

Âm tính c d 

Độ nhäy (Se) = a/(a + c),  

Độ đặc hiệu (Sp) = d/(b + d). 

2.3. Xử lý số liệu 

Độ nhäy và độ đặc hiệu cûa phþĄng  

pháp LAMP khô đþĉc tính toán bìng phæn  

mềm MedCalc. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. So sánh hiệu quâ của các phương pháp 

tách chiết DNA trực tiếp 

Để giâm giá thành, chúng tôi tách chiết 

DNA tÿ méu bệnh phèm trăc tiếp mà không sā 

dýng kit chiết tách thþĄng mäi mà xā lý méu 

vĆi đệm ly giâi có bổ sung chçt chçt tèy rāa kết 

hĉp vĆi xā lý nhiệt. Să có mặt cûa các chçt tèy 

rāa nhþ Triton X-100, SDBS kết hĉp vĆi xā lý 

nhiệt sẽ làm biến tính hoàn toàn cçu trúc hät 

virus, giâi phóng DNA vào đệm chiết. Các thành 

phæn cûa đệm ly giâi sẽ đþĉc tối þu để đâm bâo 

hiệu suçt thu hồi DNA, cüng nhþ loäi bó chçt Āc 

chế phân Āng LAMP khô. Hiệu quâ cûa hai 

phþĄng pháp tách chiết DNA trăc tiếp bìng 

SDBD 1% và Triton X-100 0,1% đþĉc so sánh 

thông qua phân Āng real-time LAMP. Kết quâ 

cho thçy vĆi phþĄng pháp tách chiết DNA trăc 

tiếp bìng Triton X-100 0,1% cho kết quâ dþĄng 

tính Tp (Time of positivity) ć 22 phút 59 (đþąng 

khuếch đäi màu xanh) và phþĄng pháp tách 

chiết DNA trăc tiếp bìng SDBS 1% cho kết quâ 

dþĄng tính Tp ć 25 phút 45 giåy (đþąng khuếch 

đäi màu xám) (Hình 2A). Điều này có thể cho 

thçy phþĄng pháp tách chiết DNA trăc tiếp 

bìng Triton X-100 0,1% cho hiệu quâ thu hồi 

DNA cao hĄn. 

Tuy nhiên, kết quâ phân Āng khi quan sát 

bìng mít thþąng thì LAMP sā dýng phþĄng 

pháp tách chiết DNA trăc tiếp bìng SDBS 1% 

dễ đọc kết quâ hĄn (Hình 2B). Cñn phân Āng 

LAMP sā dýng phþĄng pháp tách chiết DNA 

trăc tiếp bìng Triton X-100 0,1% thì kết quâ 

khò quan sát hĄn (Hình 2C). Điều này có thể là 

do LAMP sā dýng phþĄng pháp tách chiết DNA 

trăc tiếp bìng Triton X-100 0,1% méu máu 

chþa đþĉc xā lý nhiệt nên gây ra hiện tþĉng tán 

huyết do máu đông làm ânh hþćng đến việc đọc 

kết quâ cûa phân Āng bìng mít thþąng. Tuy 

nhiên, màu cûa méu máu không ânh hþćng tĆi 

kết quâ cûa phân Āng khi quan sát kết quâ dþĆi 

đèn UV (Hình 2D). Trong khi LAMP sā dýng 
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phþĄng pháp tách chiết DNA trăc tiếp bìng 

SDBS 1%, méu máu sau khi bổ sung SDBS đã 

đþĉc làm nóng ć 95C sẽ đông läi, do đò việc ly 

tâm và thu dðch nổi có tác dýng làm giâm hiện 

tþĉng tán huyết, giúp cho việc đọc kết quâ bìng 

mít thþąng dễ dàng hĄn. SDBS 1% cüng đã 

đþĉc sā dýng hiệu quâ trong tách chiết DNA 

trăc tiếp cho chèn đoán BLV bìng phþĄng pháp 

LAMP (Yamazaki & cs., 2020). Triton X-100 

0,1% cüng đã đþĉc sā dýng để chiết tách DNA 

trăc tiếp cho phþĄng pháp LAMP cho chèn đoán 

ASF (Tran & cs., 2021), tuy nhiên méu chèn 

đoán là huyết thanh nên cæn thąi gian để xā lý 

sau khi lçy méu để thu huyết thanh. 

3.2. So sánh hiệu quâ của các phương pháp 

đông khô LAMP 

Quy trình đông khô các hòa chçt LAMP 

trong điều kiện tă nhiên nhþ sau: các phý gia 

(glycerol, trehalose) sẽ đþĉc bổ sung vào hỗn hĉp 

phân Āng LAMP (toàn bộ các hóa chçt trÿ DNA). 

LAMP khô 1 bþĆc, tçt các các thành phæn phân 

Āng LAMP bao gồm mồi, enzyme, chî thð màu, 

dNTPs, các thành phæn đệm (Tris-HCL; KCL; 

MgSO4) đã đþĉc bổ sung và làm khô trong một 

bþĆc. Trong LAMP khô 2 bþĆc, chî các thành 

phæn mồi, enzyme, chî thð màu, dNTPs đþĉc làm 

khô trong hai bþĆc, còn läi các thành phæn đệm 

(Tris-HCL; KCL; MgSO4) cûa phân Āng LAMP 

không đþĉc làm khô mà kết hĉp vĆi Trition  

X-100 0,1% làm dung môi hoà tan khi tiến hành 

phân Āng. Kết quâ đánh giá hiệu quâ cûa các 

phþĄng pháp đông khô LAMP cho thçy, vĆi 

LAMP đông khô hai bþĆc cho kết quâ dþĄng tính 

Tp ć 30 phút 54 (đþąng khuếch đäi màu xám) và 

LAMP đông khô một bþĆc cho kết quâ dþĄng tính 

Tp ć 36 phút 59 giåy (đþąng khuếch đäi màu 

xanh) (Hình 3). 

 

(A) 

      

(B) (C) (D) 

Ghi chú: A: Real-time LAMP, B: Kết quâ quan sát bằng mắt thường phương pháp LAMP tách chiết DNA trực 

tiếp bằng SDBS 1% (ống bên trái là dương tính và ống bên phâi là âm tính). C: Kết quâ quan sát bằng mắt 

thường phương pháp LAMP tách chiết DNA trực tiếp bằng Triton X-100 0,1% (ống bên trái là dương tính và ống 

bên phâi là âm tính). D: Kết quâ quan sát dưới đèn UV sân phẩm LAMP tách chiết DNA trực tiếp bằng Triton 

X-100 0,1% (ống bên trái là dương tính và ống bên phâi là âm tính). 

Hình 2. So sánh hiệu quâ của các phương pháp tách chiết ADN trực tiếp 
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Hình 3. So sánh hiệu quâ của các phương pháp đông khô LAMP 

Nhþ vêy, LAMP đông khô hai bþĆc cho hiệu 

quâ khuếch đäi nhanh hĄn so vĆi LAMP đông 

khô một bþĆc. Điều này có thể là do Trehalo, 

chçt có tác dýng bâo quân protein đã đþĉc sā 

dýng trong bþĆc một cûa quá trình đông khô hai 

bþĆc vì ć bþĆc này enzyme Bst DNA polymerase 

là thành phæn mén câm vĆi nhiệt độ nhçt trong 

phân Āng LAMP đã đþĉc bâo quân bći Trehalo 

do enzyme Bst DNA polymerase hoät động tối 

þu trong khoâng nhiệt độ 60-65C (Oscorbin & 

Filipenko, 2023). Enzyme Bst DNA polymerase 

đã đþĉc bâo quân nhanh ć bþĆc làm khô đæu do 

trehalo có tác dýng bâo vệ protein không ổn 

đðnh khói bð hþ häi và biến tính do hiện tþĉng 

hút èm và stress oxy hóa.  

3.3. Đánh giá ânh hưởng của các điều kiện 

bâo quân  

Các ống đông khô đþĉc chia đều vào hai lọ 

thûy tinh tối màu có các gói hút èm và bọc trong 

giçy bäc chín sáng để hän chế tác động cûa ánh 

sáng vì các thành phæn phân Āng có hoá chçt 

mén câm vĆi ánh sáng và đþĉc bâo quân ć các 

nhiệt độ khác nhau (4°C và nhiệt độ phòng) 

(Thapa & cs., 2019). Sau đò, hàng tuæn sẽ tiến 

hành đánh giá độ bền cûa chế phèm LAMP khô 

ć các nhiệt độ bâo quân khác nhau. Kết quâ 

kiểm tra độ bền cûa chế phèm LAMP khô ć các 

điều kiện khác nhau đþĉc trình bày ć bâng 2. 

Kết quâ cho thçy phþĄng pháp LAMP khô 

một bþĆc vén cho hiệu quâ chèn đoán tốt sau 2 

tháng bâo quân ć câ 4C và nhiệt độ phòng, còn 

phþĄng pháp LAMP khô hai bþĆc ć nhiệt độ 4C 

vén cho hiệu quâ chèn đoán tốt sau 2,5 tháng 

bâo quân. Nghiên cĀu trþĆc đåy cho thçy chế 

phèm LAMP khô vén cho kết quâ khuếch đäi 

DNA tốt sau 4 tháng bâo quân ć nhiệt độ phòng 

(Salim & cs., 2018). Tuy nhiên, trong nghiên 

cĀu cûa chúng tôi, chế phèm LAMP khô khi bâo 

quân ć nhiệt độ phòng có tính ổn đðnh kém hĄn. 

Điều này có thể là do chúng tôi tiến hành đông 

khô täi thąi điểm đæu mùa hè vĆi điều kiện thąi 

tiết đặc trþng ć miền Bíc nþĆc ta là èm độ cao 

và nhiệt độ cao nên có thể làm ânh hþćng tĆi 

hiệu suçt cûa enzym cüng nhþ các thành phæn 

khác trong chế phèm LAMP khô. 

3.4. Độ nhạy, độ đặc hiệu của phương pháp 

LAMP khô 

Tổng cộng 49 méu máu đã đþĉc sā dýng để 

đánh giá độ nhäy và độ đặc hiệu cûa phþĄng 

pháp LAMP khô hai bþĆc sau 2,5 tháng bâo 

quân trong chèn đoán ASFV. Kết quâ cho thçy, 

có 37/49 méu dþĄng tính vĆi real-time PCR đều 

cho kết quâ dþĄng tính vĆi LAMP khô (Bâng 3). 

Nëm méu dþĄng tính vĆi phþĄng pháp  

real-time PCR nhþng läi cho kết quâ âm tính 

vĆi phþĄng pháp LAMP khô. Không cò méu nào 

âm tính vĆi phþĄng pháp real-time PCR mà läi 

cho kết quâ dþĄng tính vĆi LAMP khô. Do đò, độ 

nhäy và độ đặc hiệu cûa phþĄng pháp LAMP 

khô là 88,1% và 100%.  
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 Bâng 2. Độ bền của chế phẩm LAMP khô  

ở các điều kiện bâo quân khác nhau 

Thời gian 
LAMP khô một bước LAMP khô hai bước 

4C Nhiệt độ phòng 4C Nhiệt độ phòng 

1 tuần + + + + 

2 tuần + + + + 

1 tháng + + + + 

2 tháng + + + + 

2,5 tháng - - + - 

Ghi chú: +: Kết quâ LAMP dương tính; -: Kết quâ LAMP âm tính. 

Bâng 3. Kết quâ đánh giá độ nhạy  

và độ đặc hiệu của phương pháp LAMP khô  

 Phương pháp real-time PCR  

Phương pháp 

LAMP khô 

 Dương tính Âm tính Tổng 

Dương tính 37 0 37 

Âm tính 5 7 12 

 Tổng 42 7 49 

 

Một số nghiên cĀu trþĆc đåy cüng đã đánh 

giá độ nhäy và độ đặc hiệu cûa phþĄng pháp 

LAMP khô bìng các méu thăc nghiệm 

(Yoshikawa & cs., 2014; Thapa & cs., 2019). 

PhþĄng pháp LAMP khô trong chèn đoán 

Mycobacterium tuberculosis tÿ 69 méu thăc đða 

cho thçy độ nhäy và độ đặc hiệu læn lþĉt là 

92,8% và 96,3% (Thapa & cs., 2019). Trong 

nghiên cĀu cûa chúng tôi, phþĄng pháp LAMP 

khô cò độ nhäy thçp hĄn cò thể là do số lþĉng 

méu thăc đða cñn ít, đồng thąi trong nghiên cĀu 

này, 5 méu dþĄng tính vĆi phþĄng pháp  

real-time PCR nhþng läi âm tính vĆi phþĄng 

pháp LAMP khô có thể là do nhĂng méu này có 

tâi lþĉng virus thçp hĄn vì nhĂng méu này đều 

có giá trð ct là > 28. GiĆi hän phát hiện cûa 

LAMP khô là nhĂng méu có giá trð ct ≤ 28”. 

Nhþĉc điểm chính cûa phþĄng pháp LAMP khô 

trăc tiếp khi sā dýng Triton X-100 0,1% để chiết 

tách DNA là đọc kết quâ bìng mít thþąng gặp 

khò khën do hiện tþĉng tán huyết, tuy nhiên läi 

không bð ânh hþćng khi đọc kết quâ dþĆi đèn 

UV. Nghiên cĀu trþĆc cûa Ngan & cs. (2023) cho 

thçy phþĄng pháp LAMP khi tách chiết DNA 

trăc tiếp bìng SDBS 1% thì việc đọc kết quâ 

bìng mít thþąng không bð ânh hþćng do không 

có hiện tþĉng tán huyết. PhþĄng pháp LAMP cò 

độ nhäy cao, nên cæn thăc hiện làm khô trong tû 

an toàn sinh học cçp 2, các ống sân phèm phân 

Āng sau khi khuếch đäi tuyệt đối không mć níp 

để tránh täp nhiễm.  

Hän chế trong nghiên cĀu hiện täi cûa 

chúng tôi là chþa sā dýng ADN virus, vi khuèn 

khác để đánh giá độ đặc hiệu cûa phþĄng pháp 

LAMP khô. Đồng thąi trong nghiên cĀu này mĆi 

chî so sánh hai phþĄng pháp chiết tách trăc tiếp 

vĆi nhau, chþa so sánh đþĉc vĆi phþĄng pháp 

tách chiết bìng kit thþĄng mäi. Thąi gian bâo 

quân cûa các chế phèm LAMP khô còn ngín. 

PhþĄng pháp làm khô trong buồng cçy sinh học 

cçp II mĆi chî đáp Āng số lþĉng nhó. Cæn tiếp 

týc nghiên cĀu biện pháp làm khô khác nhìm 

đþa vào sân xuçt số lþĉng lĆn. HĄn nĂa việc đọc 

kết quâ bìng mít thþąng còn kém nhäy. 

4. KẾT LUẬN 

Việc Āng dýng Triton X-100, SDBS kết hĉp 

vĆi xā lý nhiệt để chiết tách trăc tiếp DNA là 

công cý hĂu hiệu giúp giâm giá thành trong xét 
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nghiệm. PhþĄng pháp LAMP khô hai bþĆc có 

hiệu quâ khuếch đäi DNA cao hĄn so vĆi phþĄng 

pháp LAMP một bþĆc. Câ hai phþĄng pháp 

LAMP khô đều có hiệu quâ tốt ć các điều kiện 

bâo quân sau 2 tháng. Độ nhäy và độ đặc hiệu 

cûa phþĄng pháp LAMP khô hai bþĆc là 88,1% 

và 100%. Nhþ vêy, phþĄng pháp LAMP khô hĀa 

hẹn là công cý hĂu hiệu cho chèn đoán sĆm 

bệnh ASF, giúp hỗ trĉ sàng lọc các cá thể bð 

nhiễm bệnh täi thăc đða, nâng cao hiệu quâ cûa 

công tác phòng chống bệnh. Tuy nhiên, trong 

nghiên cĀu cûa chúng tôi là thąi gian bâo quân 

cûa chế phèm LAMP khô còn ngín, do đò cæn có 

các nghiên cĀu såu hĄn để duy trì tính ổn đðnh 

lâu dài cûa enzyme ć nhiệt độ cao cüng nhþ 

tránh nhu cæu về chuỗi länh nhìm kéo dài thąi 

gian bâo quân cûa chế phèm LAMP khô. 
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