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Tóm tắt 
Hội chứng rối loạn hô hấp và sinh sản ở lợn là một trong những bệnh phức tạp và nguy 
hiểm nhất, với tỉ lệ tử vong cao cho cả đàn lợn. Cho đến nay, việc chẩn đoán bệnh vẫn 
dựa chủ yếu vào các dấu hiệu lâm sàng khi lợn phát bệnh và các phương pháp dùng kháng 
thể, chẩn đoán phân tử RT-PCR thường đòi hỏi nhiều thời gian và kĩ thuật phức tạp cho 
xét nghiệm bệnh. Trong khi đó, phương pháp khuếch đại đẳng nhiệt RT-LAMP thừa 
hưởng tất cả ưu điểm của PCR về độ nhạy, độ đặc hiệu nhưng kĩ thuật đơn giản và thời 
gian thực hiện nhanh chóng. Vì thế, mục tiêu chính của nghiên cứu này là xây dựng quy 
trình phát hiện nhanh vi rút gây hội chứng rối loạn sinh sản và hô hấp ở lợn (PRRSV) 
bằng multiplex RT-LAMP. Quy trình multiplex RT-LAMP được tối ưu trong nghiên cứu 
có khả năng phát hiện trình tự mục tiêu PRRSV với giới hạn phát hiện 100,5 TCID50/mL, 
phản ứng được thực hiện tại một nhiệt độ cố định (65 °C) trong thời gian 25 phút, có thể
đọc kết quả nhanh bằng mắt thường thông qua màu sắc của phản ứng. 
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1 Mở đầu 

Hội chứng rối loạn hô hấp và sinh sản ở lợn (PRRS) là 
một bệnh phố biến gây ra bởi PRRSV, một loại thuộc 
nhóm Arteriviruses, đây là vi rút có vật chất di truyền 
là RNA sợ dương, có màng bao bọc [1]. PRRS được 
phát hiện lần đầu tiên vào năm 1987 tại Mĩ, cho đến 
nay đã lan rộng trên toàn thế giới và gây ra thiệt hại 
kinh tế nặng nề hàng năm cho ngành nông nghiệp chăn 
nuôi [2]. Gần đây, các đợt bùng phát dịch PRRS với 
quy mô lớn lan rộng trên nhiều tỉnh thành tại Việt Nam 
cũng đã gây ra nhiều tổn thất nghiêm trọng [3]. Điều 
kiện tiên quyết để kiểm soát bệnh chính là phải xác định 
nhanh chóng và chính xác vi rút PRRSV – tác nhân gây 
bệnh [3]. Việc phát hiện vi rút bằng phương pháp phân 
lập PRRSV là rất khó, do tế bào được phân lập thường 
phải là đai thực bào phế nang lợn và cần được thu nhận 
từ lợn (6-8) tuần tuổi. Phương pháp này yêu cầu phòng 
thí nghiệm chuyên dụng, kĩ thuật phức tạp và tốn nhiều 
thời gian [4]. Cho đến nay, phương pháp RT-PCR hay 
real-time RT-PCR vẫn được coi là tiêu chuẩn vàng 

trong chẩn đoán phát hiện PRRSV. Tuy nhiên, các xét 
nghiệm dựa trên phương pháp PCR này thường yêu cầu 
thiết bị chuyên biệt để xác định kết quả phản ứng, điều 
đó làm các phương pháp này chỉ có thể thực hiện trong 
môi trường phòng thí nghiệm và không thể áp dụng cho 
việc chẩn đoán nhanh tại hiện trường, ngay khu vực 
chuồng trại [5-7]. Do đó, việc phát triển một phương 
pháp đơn giản, nhanh chóng đồng thời tiết kiệm chi phí 
nhưng vẫn đảm bảo độ đặc hiệu và độ nhạy mong muốn 
để phát hiện PRRSV trong các mẫu thực địa là việc cần 
thiết. Kể từ khi được phát triển bởi Notomi và cộng sự 
vào năm 2000, phương pháp khuếch đại đẳng nhiệt 
trung gian vòng lặp (LAMP) đã được sử dụng và phát 
triển rộng rãi để phát hiện vi khuẩn, vi rút gây bệnh 
khác nhau trên người và động vật [8].Ưu điểm chính 
của LAMP là quá trình thực hiện đơn giản, phản ứng 
xảy ra tại một nhiệt độ duy nhất nhưng vẫn có độ nhạy 
và độ đặc hiệu cao [8]. Theo đó, phản ứng LAMP được 
phát triển dựa trên khả năng thay thế mạch và tổng hợp 
mạch mới của enzyme Bst polymerase trong điều kiện 
đẳng nhiệt ở nhiệt độ từ 60 ℃ đến 65 ℃, vì thế phản 
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ứng chỉ cần một thiết bị gia nhiệt đơn giản mà không 
cần thiết bị chuyên biệt trong phòng thí nghiệm [9]. 
Cùng với đó, LAMP có tính đặc hiệu cao vì trình tự 
mục tiêu được nhận dạng và khuếch đại bởi 6 trình tự 
mồi của phương pháp. Đồng thời, kết quả LAMP có thể 
quan sát trực tiếp bằng chất nhuộm huỳnh quang 
(SYBR I) hay bằng màu sắc của phản ứng dưới sự hiện 
diện của chất chỉ thị ion (hydroxy naphthol blue) hay 
chất chỉ thị pH [8]. Thực tế cho thấy, phương pháp 
LAMP với trình tự mục tiêu RNA (RT-LAMP) đã được 
sử dụng rộng rãi trong chẩn đoán lâm sàng để phát hiện 
sự hiện diện của một số mầm bệnh vi rút quan trọng, 
bao gồm PEDV [10], TGEV [11], vi rút sốt lợn cổ điển 
(CSFV) [12] và phân nhóm H10N8 của vi rút cúm A 
[13]. Thực tế cho thấy, đã có nhiều nghiên cứu thực 
hiện và thành công trong việc phát hiện PRRSV một 
cách nhanh chóng và chính xác. Nghiên cứu này phát 
triển một quy trình RT-LAMP có khả năng phát hiện 
chủng PRRSV (NA) phổ biến tại Việt Nam, phản ứng 
được thực hiện với quy trình đơn giản, ủ tại nhiệt độ 
duy nhất trong máy ủ nhiệt khô và kết quả phản ứng có 
thể quan sát trực tiếp bằng mắt thường thông qua màu 

sắc phản ứng, theo đó màu hồng ban đầu của phản ứng 
sẽ chuyển sang màu cam vàng của phản ứng dương và 
giữ nguyên màu sắc với phản ứng âm, ngoài ra kết quả 
của phản ứng được xác nhận thông qua chất nhuộm 
huỳnh quang SYBR I. Việc tối ưu về quy trình thực 
hiện với kĩ thuật cơ bản, thiết bị đơn giản, nhỏ gọn, chi 
phí phù hợp, dễ dàng mang đến hiện trường làm cho 
quy trình RT-LAMP được sử dụng trong nghiên cứu 
này là có khả năng ứng dụng cao khi phát triển các kit 
dựa vào các phương pháp khuếch đại đẳng nhiệt để 
chẩn đoán nhanh vi rút PRRS, tại khu vực chuồng trại. 

2 Vật liệu và phương pháp 

2.1 Các chủng vi sinh vật được sử dụng trong nghiên 
cứu 
Nghiên cứu sử dụng các chủng vi sinh vật trong Bảng 
1 được thu nhận từ mẫu lợn nhiễm bệnh (mẫu máu, mẫu 
mô, mẫu huyết thanh), sau đó được phân lập và nuôi 
cấy bởi Học viện Nông nghiệp Việt Nam và phân lập 
từ Phòng thí nghiệm Vi sinh, Viện Kĩ thuật Công nghệ 
cao NTT. 

         Bảng 1  Các chủng và nguồn gốc vi sinh vật được sử dụng trong nghiên cứu 

Tên vi sinh vật Dạng mẫu Nguồn gốc Số lượng 
Samonella enterica Khuẩn lạc Phân lập 1 
Staphylococus aureus Khuẩn lạc Phân lập 1 
Pseudomonas aeruginosa Khuẩn lạc Phân lập 1 
Listeria monocytogenes Khuẩn lạc Phân lập 1 
Vibrio parahaemolyticus Khuẩn lạc Phân lập 1 
PRRSV Huyết thanh Học viện Nông nghiệp Việt Nam 10 
Vi rút tả lợn châu Phi (ASFV) RNA Học viện Nông nghiệp Việt Nam 1 
Vi rút tả lợn cổ điển (CSFV) RNA Học viện Nông nghiệp Việt Nam 1 
Vi rút tiêu chảy cấp ở lợn (PEDV) RNA Học viện Nông nghiệp Việt Nam 1 
Vi rút viêm dạ dày truyền nhiễm 
trên lợn (TGEV)  

RNA Học viện Nông nghiệp Việt Nam 1 

2.2 Thiết kế mồi đặc trưng cho phản ứng multiplex RT-LAMP 
Trình tự bảo tồn phân tích từ gen M và gen nsp của PRRSV được sử dụng để thiết kế mồi đặc trưng cho phản ứng 
multiplex RT-LAMP. Bộ mồi được thiết kế dựa trên phần mềm PrimerExplorerV5 [14] theo các thông số tối ưu cho 
LAMP. Theo đó, bộ mồi bao gồm 4 mồi khuếch đại cho mỗi gen có trình tự được thể hiện tại Bảng 2, được tổng hợp 
bởi Công ty Phù Sa Genomics (Việt Nam) được sử dụng cho toàn bộ nghiên cứu. 

              Bảng 2  Các trình tự mồi sử dụng trong nghiên cứu 

Tên Trình tự 5’-3’ 
PRRS_LAMP_F3_nsp AACCAGTCCAGAGGCAAGG 
PRRS_LAMP_B3_nsp GCAAACTAAACTCCACAGTGTA 
PRRS_LAMP_FIP_nsp AGTGATGCCTGACGTCATCT-AGAAAAACCCGGAGAAGCC 
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PRRS_LAMP_BIP_nsp ACCCCTAGTGAGCGGCAAT-CTGACAGGGCACAAGTTCC 
PRRS_LAMP_F3_M CCTCCAGATGCCGTTTGTG 
PRRS_LAMP_B3_M AGCTTTTCTGCCACCCAAC 
PRRS_LAMP_FIP_M ATGAAAGCCCGCGGCACTTT-CTAGGCCGCAAGTACATCC 
PRRS_LAMP_BIP_M TAACCACGCATTTGTCGTCCGG-ACGAGGCTTTTCAACCCG 

2.3 Phản ứng multiplex RT-LAMP 
Phản ứng multiplex RT-LAMP được thực hiện bằng kit 
LAMP thương mại theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 
Theo đó, mỗi phản ứng có thể tích 15 µL bao gồm 1,6 
µM mỗi mồi FIP/BIP, 0,8 µM mỗi mồi F3/B3, 7,5 µL 
WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix 
(DNA & RNA) (NEB, UK), 5 µL mạch khuôn cần phân 
tích và nước sinh học phân tử. Phản ứng được ủ tại nhiệt 
độ (58-65) ℃ trong thời gian (30-60) phút. Kết quả 
được quan sát trực tiếp bằng mắt thường qua thuốc sự 
thay đổi màu sắc của phản ứng và SYBR I soi dưới ánh 
sáng bước sóng 460 nm (Hình 1). 

 
Hình 1  Phương pháp ghi nhận kết quả LAMP 

2.4 Khảo sát nhiệt độ và thời gian tối ưu cho phản ứng 
multiplex RT-LAMP 
Nhiệt độ tối ưu cho phản ứng multiplex RT-LAMP 
được khảo sát trong khoảng (58-65) ℃ mỗi mốc nhiệt 
độ cách nhau 1 ℃. Khoảng nhiệt độ (58-65) °C được 
lựa chọn khảo sát trong nghiên cứu này được dựa theo 
các nghiên cứu trước đó và theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất về nhiệt độ tối ưu của enzyme Bst dùng trong phản 
ứng. Trong đó, phản ứng sử dụng RNA bộ gen có nồng 
độ 104 TCID50/mL trong thời gian 60 phút, các phản 
ứng được ủ tại các nhiệt độ khác nhau, kết quả được 
quan sát bằng màu sắc phản ứng và chất nhuộm huỳnh 
quang SYBR I. 
Nhiệt độ tối ưu sau đó sẽ được dùng làm nhiệt độ ủ cho 
khảo sát thời gian tối ưu của phản ứng. Thời gian phản 
ứng được khảo sát trong (15-45) phút phản ứng, kết quả 
cũng được quan sát bằng màu sắc và SYBR I. 
 

2.5 Phương pháp khảo sát giới hạn phát hiện và tính đặc 
hiệu của phản ứng 
Giới hạn phát hiện của phản ứng được xác định bằng 
mẫu RNA được tách chiết từ mẫu vi rút nuôi cấy có 
nồng độ 105,5 TCID50/mL được pha loãng theo bậc 10 
về các nồng độ (104,5-10-4,5) TCID50/mL và thực hiện 
phản ứng multiplex RT-LAMP với các điều kiện được 
tối ưu trước đó. Tính đặc hiệu của multiplex RT-LAMP 
được kiểm tra bằng thực hiện phản ứng LAMP đã tối 
ưu với các mẫu RNA/DNA tách chiết từ các chủng vi 
rút gây bệnh trên lợn có đặc điểm tương tự PRRSV và 
các vi khuẩn phổ biến được liệt kê tại Bảng 1. 
2.6 Quy trình multiplex RT-LAMP với RNA tách từ 
các mẫu bệnh phẩm khác nhau 
13 mẫu huyết thanh bệnh phẩm PRRSV được thu nhận, 
tách chiết RNA bằng kit tách chiết Monarch® Total 
RNA Miniprep Kit (NEB, UK) và được xác nhận bằng 
RT-qPCR. Các mẫu RNA này sau đó được sử dụng làm 
mạch khuôn cho quy trình multiplex RT-LAMP đã 
được tối ưu. Kết quả được ghi nhận bởi màu sắc và chất 
nhuộm SYBR I. 

3 Kết quả và bàn luận 

3.1 Kết quả kiểm tra mồi và các thành phần dùng cho 
multiplex RT-LAMP 
Các phản ứng multiplex RT-LAMP ban đầu được ủ tại 
nhiệt độ 65 ℃ trong thời gian 45 phút. Phản ứng sử 
dụng 2 bộ mồi đặc trưng được thiết kế cho gen M và 
nsp của PRRSV và RNA bộ gen có nồng độ 104 

TCID50/mL. Kết quả kiểm tra cho thấy, có sự thay đổi 
từ màu hồng sang vàng đối với mẫu dương chứa RNA 
của PRRSV mục tiêu và giữ nguyên màu hồng đối với 
mẫu âm (Hình 2). Sự thay đổi màu sắc cho thấy sản 
phẩm khuếch đại đã được tạo ra và có thể quan sát bằng 
mắt thường, chứng minh rằng bộ mồi và các thành phần 
được lựa chọn cho phản ứng RT-LAMP đã phát hiện 
được trình tự mục tiêu của PRRSV và dùng cho các 
phản ứng tiếp theo. 
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Hình 2  Kết quả kiểm tra mồi multiplex RT-LAMP được 

thiết kế đặc trưng cho PRRSV. 

3.2 Kết quả tối ưu điều kiện phản ứng multiplex RT-
LAMP 
Nhiệt độ phản ứng được khảo sát trong khoảng  
(58-65) ℃, trong thời gian phản ứng 45 phút. Theo kết 
quả khảo sát, sản phẩm RT-LAMP có thể quan sát bằng 
SYBR tại nhiệt độ 60 ℃, tuy nhiên phải từ nhiệt độ 
(61-65) ℃, sự thay đổi màu sắc phản ứng thể hiện rõ 

ràng khi quan sát bằng mắt thường (Hình 3A), kết quả 
đồng nhất giữa các lần lặp lại của khảo sát. Cùng với 
chỉ dẫn của nhà sản xuất và các nghiên cứu trước đó, 
nhiệt độ 61 ℃ là nhiệt độ tối ưu cho phản ứng trong 
nghiên cứu này, đồng thời nhiệt độ này được sử dụng 
cho các thí nghiệm tiếp theo. Thời gian kéo dài của 
phản ứng RT-LAMP quyết định số lượng sản phẩm 
được hình thành trong phản ứng. Kết quả khảo sát cho 
thấy, sản phẩm khuếch đại của phản ứng có thể được 
nhìn thấy ở thời gian 15 phút là thời gian ủ tối thiểu để 
tạo ra sự thay đổi về màu sắc, bên cạnh đó kết quả ở 
thời gian 25 phút, phản ứng RT-LAMP cho kết quả 
màu và kết quả SYBR rõ nhất (Hình 3B). Việc sử dụng 
hai bộ mồi trong cùng một phản ứng  đã làm tăng hiệu 
suất phản ứng và rút ngắn thời gian phản ứng đáng kể 
so với thời gian phản ứng (40-60) phút của các nghiên 
cứu trước đó [15-17]. Vì vậy thời gian 25 phút là thời 
gian tối ưu nhất được lựa chọn áp dụng cho các khảo 
sát tiếp theo. 

  
Hình 3  Kết quả tối ưu nhiệt độ và thời gian cho phản ứng multiplex RT-LAMP. 

3.3 Kết quả khảo xác giới hạn phát hiện của multiplex 
RT-LAMP 
Giới hạn phát hiện phương pháp multiplex RT-LAMP 
được khảo sát với mẫu RNA tách chiết từ vi rut có 
nồng độ ban đầu 105,5 TCID50/mL. Theo đó, mẫu RNA 
ban đầu được pha loãng theo bậc 10 về các nồng độ 
trong khoảng (104,5 đến 10-4,5) TCID50/mL và phản 
ứng multiplex RT-LAMP được thực hiện với các mẫu 
RNA này, đồng thời so sánh kết quả với phản ứng RT-
LAMP đơn gen. Phản ứng sử dụng mẫu RNA bộ gen 
PRRSV có nồng độ 104 TCID50/mL. Phản ứng được 
ủ tại các nhiệt độ khác nhau trong 25 phút. Kết quả 
được ghi nhận bằng màu sắc phản ứng, thuốc nhuộm 
SYBR I và được thể hiện tại Hình 4 (trong đó: (A) kết 
quả multiplex RT-LAMP, (B) kết quả khảo sát với bộ 
mồi nsp, (C) kết quả khảo sát với bộ mồi M). Kết quả 
cho thấy, phản ứng RT-LAMP đã được tối ưu có khả 

năng phát hiện 100,5 TCID50/mL, nhạy hơn 100 lần so 
với kết quả RT-LAMP đơn gen và kết quả có giá trị 
ngang bằng với giới hạn phát hiện của một số kit RT-
qPCR chẩn đoán PRRSV có trên thị trường. Đồng 
thời, giới hạn phát hiện của quy trình RT-LAMP đã 
tối ưu trong nghiên cứu thể hiện khả năng phát hiện 
PRRSV có hiệu quả hơn so với các nghiên cứu trước 
đó khi sử dụng cùng phương pháp [18-19]. Kết quả 
thể hiện ưu điểm về giới hạn phát hiện của multiplex 
RT-LAMP so với phản ứng RT-LAMP đơn giản và 
điều này chứng minh khả năng phát triển cao của 
phương pháp multiple RT-LAMP trong việc phát hiện 
các mẫu bệnh phẩm có nồng độ thấp và vật nuôi chưa 
thể hiện triệu chứng bệnh. 
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Hình 4  Kết quả khảo sát giới hiện phát hiện của multiplex 

RT-LAMP đối với RNA bộ gen của PRRSV. 

3.4 Kết quả khảo sát tính đặc hiệu của bộ mồi thiết kế 
Tính đặc hiệu của bộ mồi cho PRRSV được đánh giá 
bằng việc thực hiện phản ứng multiplex RT-LAMP với 
các chủng vi rút gây bệnh trên lợn với các triệu chứng 
tương đồng với PRRS và một số vi khuẩn phổ biến 
trong chuồng trại (Bảng 1). Quan sát kết quả tại Hình 5 
cho thấy, multiplex RT-LAMP trong nghiên cứu này 
có thể phân biệt trình tự gen mục tiêu của PRRSV so 
với các vi khuẩn gần gũi, RT-LAMP chỉ khuếch đại khi 
RNA mục tiêu PRRSV có trong phản ứng. Kết quả 
chứng minh rằng, bộ mồi lựa chọn thực hiện phương 
pháp RT-LAMP đã được tối ưu có tính chuyên biệt cao 
cho PRRSV. 

 
Hình 5  Kết quả khảo sát tính đặc hiệu của bộ mồi được 

thiết kế. 

3.5 Hoạt động của RT-LAMP đối với RNA tinh sạch 
từ mẫu huyết thanh bệnh phẩm  
13 mẫu huyết thanh bệnh phẩm được thu nhận, tách 
chiết và kiểm tra xác nhận bằng phương pháp RT-
qPCR tại Học viện Nông nghiệp Việt Nam, trong đó có 
10 mẫu dương tính với PRRSV và 3 mẫu âm tính với 
PRRSV. Các mẫu RNA này được dùng làm mạch 
khuôn cho multiplex RT-LAMP đã được tối ưu. Kết 
quả cho thấy multiplex RT-LAMP có khả năng phát 
hiện RNA bộ gen của PRRS (Hình 6) trên 10 mẫu RNA 
tách chiết từ các mẫu bệnh phẩm có nồng độ khác nhau, 
trong khi đó 3 RNA tách từ mẫu âm không chứa vi rut 
cho cũng kết quả âm tính. Điều này cho thấy khả năng 
ứng dụng của phương pháp khi thực hiện với mẫu thực 
tế một cách chính xác và hiệu quả. 

 
Hình 6  Khả năng phát hiện của multiplex RT-LAMP  

đối với các mẫu RNA có nồng độ khác nhau. 

4 Kết luận 

Hội chứng rối loạn sinh sản và hô hấp ở lợn đến nay 
vẫn là một trong những bệnh gây ra thiệt hại nặng nề 
cho ngành chăn nuôi tại Việt Nam. Việc phát hiện bệnh 
sớm, tại giai đoạn ủ bệnh có ý nghĩa quan trọng. Hiện 
nay, các phương pháp chính để phát hiện bệnh chủ yếu 
dựa vào phân lập, huyết thanh học và RT-PCR phát 
hiện trình tự đặc trưng [20]. Trong khi quy trình phân 
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lập và huyết thanh học đòi hỏi nhiều thời gian hóa chất 
mắc tiền thì RT-PCR yêu cầu thiết bị chuyên biệt trong 
phòng thí nghiệm. Trong nghiên cứu này, quy trình 
multiplex RT-LAMP đã được tối ưu thành công phát 
hiện nhanh PRRSV trong thời gian 25 phút tại 61 ℃. 
Giới hạn phát hiện của phương pháp là 100,5 
TCID50/mL nhạy hơn 100 lần so với phản ứng RT-
LAMP đơn gen. Bộ mồi được lựa chọn có tính chuyên 
biệt cao so với các chủng vi rút gây bệnh trên lợn, vốn 

dễ nhầm lẫn với PRRSV khi xét về các dấu hiệu lâm 
sàn ban đầu. Phương pháp RT-LAMP trong nghiên cứu 
này được thực hiện đơn giản, dễ thao tác, kết quả quan 
sát trực tiếp bằng mắt thường, có khả năng phát hiện 
bệnh cho các quy trình phát hiện nhanh, tại chỗ. 
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Abstract Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is one of the most complex and dangerous 
diseases in pigs, with a high herd mortality rate. To date, disease diagnosis has been primarily based on clinical 
signs at the onset of the disease and antibody methods, as RT-PCR molecular diagnosis frequently requires a 
prolonged period of time and complicated testing techniques. Meanwhile, RT-LAMP inherits all of PCR's 
advantages in terms of sensitivity and specificity, but with a simpler technique and a shorter implementation time. 
As a result, the primary goal of this study was to develop a protocol for rapid detection of porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus (PRRSV) using multiplex RT-LAMP. The study's optimized RT-LAMP multiplex 
procedure detected the PRRSV target sequence with a detection limit of 100.5 TCID50/mL; the reaction was carried 
out at a fixed temperature (65 ℃) for 25 minutes, and the results can be read quickly with the naked eye via the 
reaction color. 
Keywords  PRRS, PRRSV, RT-LAMP, colorimetric, multiplex   
 
  


