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TOI WU HOA GAN KHANG THE LEN HAT NANO VANG PE TANG 1510)
NHAY CUA QUE THU SAC KY MIEN DICH, PHAT HIEN NHANH POC TO VI
NAM AFLATOXIN B,
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TOM TAT

Muc tiéu: Téng do ‘nhay cla  que th(r s&c ky mién
dich dé phat hién doc t6 nam madc Aflatoxin By trong
thuc phdm thong qua t6i uu hda cac thong s0 quan
trong. Phucng phap: Cac thong s6 t0| uu bao gom
nong do gan khang thé Ién Jhat nano vang, thiét ké bé
rong cua que thir sdc kv mién dich dona chay bén, lua
chon mang nitrocelullose, thay d6i toc dd dong chay
Két qua: Nong do khang thé ti uu 1a 45 pg/ml, dem
Borat pH 9, thé tich dunq dich dém 13 0,7 ml duac U
trong 120 ul hat nano vang OD 30. Bé rong que thtr la
0,3 cm ‘vé loai méng nitrocelullose FF120HP. Két
luan: Bang cach tbi uu cac thong s6 quan trong anh
hudng dén cu’dng dod tin hiéu mau tren vach test line
chung toi d3 cai thién dudc do nhay cua que thir sic
ky mien dich.

T khoa: que thir sic ky mién dich, LFIA; phat
hién nhanh, Aflatoxin B;, d6 nhay
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Objectives: To enhance the sensitivity of Lateral
flow immunoassay for the detection of mycotoxins
Aflatoxin B; in food through optimization of key
parameters. Methods: Optimal parameters include:
concentration of antibody binding to gold
nanoparticles, design of width of Lateral Flow
Immunoassay, selection of nitrocellulose membranes,
variation of flow rate. Results: Optimal antibody
concentration is 45 pg/ml, Borat buffer pH 9, volume
of buffer solution is 0,7 ml in 120 pl OD 30 gold
nanoparticles. Test strip width is 0,3 cm and
nitrocellullose membrane type FF120HP.
Conclusions: By optimizing the important parameters
affecting the color signal intensity on the test line, we
have improved the sensitivity of the Lateral Flow
Immunoassay.

Keywords: Lateral Flow Immunoassay, LFIA,
rapid detection, Aflatoxin B, sensitivity

I. DAT VAN PE

Aflatoxin B: (AFB1) dudc biét dén nhu mét
chat chuyén hda thir cé’p doc hai dugdc dugc tao
bdi mét s6 loai nam Asperg|llus flavus va A.
parasiticus [1] Phgi nhiem vgi doc chat nay co
nguy c¢d mac ung thu bi€u md t& bao gan. Co
quan Nghién cltu Ung thu quéc t€ da phan loai
AFB: la chdt gady ung thu nhdm 1[2]. Nhiém doc
t6 ndm méc vao thuc phdm cb thé say ra & bat
clr giai doan nao tUr thu hoach, van chuyén, bao
quan va ché bién [3].

M6t s6 phuang phap phan tich dé dinh lugng
doc to6 nam mo'c AFB: nhu sac ky 16ng hiéu nang
cao (HPLC), sac ky Iong kh&i phé (LC- MS), sac ky
khdi phd (GC-MS) va xét nghiém mién dich lién
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két véi enzyme (ELISA) da dudc si dung. Mac
du cac phuong phap trén c6 do nhay cao nerng
phtic tap, ton kinh phi va thgi gian. Do d6 cac
phucng phap nay khong phU hop dé& kiém tra,
phan tich mau thuc phdm & thuc dia. Pé giai
quyét van dé nay que thir séc ky mien dich dong
chay bén d3 dugc phat trién (Lateral Flow
Immunoassay- LFIA) LFIA phu hgp véi phan tich
ngoai thuc dia vi khong phu thudc phong thi
nghiém, thé tich mau la nho, cung cap két qua
trong thdi gian ngan, khéng phai dao tao ky
thuat vién phan tich va chi phi thap.

Mac du LFIA da dugc Ung dung réng dai,
nhung do nhay con han ché. Muc tiéu cla
nghién c(fu nay 13 phat trién LFIA c6 d6 nhay cao
dé phat hién déc t6 ndm méc AFB: théng qua
viéc t6i uu hda cac thong s6 quan trong. Thong
qua viéc téi uu nay chdng toi lua chon thong s6
c6 cudng do tin hiéu mau sac trén test line la rd
nhat va thdi gian phat hién trong vong 10-15 pht.

Il. OI TUQNG VA PHUO'NG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Héa chét. Hai khang thé don dong clia
AFB: (monoclonal antibody, OAEF00325 va clone
6A10) mua tai Biotrend; khang nguyén AFB:
(32754) dudc mua tir Sigma. Khang thé da dong
IgG khang lai khang th€ OAEF00325 (M5899),
BSA; dém Borat; TBS; PBS; Tween 20; dudng
sucrose, lactose, dugc mua tu Sigma. Hat nano
vang 20nm (ab269935) dudc mua tUr abcam.
Mang nitrocelullose (Whatman FF80HP; Whatman
FF120HP; Whatman FF170HP); mang cdng hdp
(Standard 17 whatman); mang hdt mau va mang
hut trén (CF3 whatman; CF4 whatman).

2.2. T6i vu hdéa gan khang thé don dong
Ién hat nano vang. T6i uu hdéa pH cla dung
dich dém, néng dd khang thé , thé tich cla dung
dich dem la cac thong sO quan trong trong qua
trinh gan khang thé 1én hat vang Cac phuong
phap trén cé thé danh gid mau dat bang cach:
cho hat vang phan 'ng véi mugi va kiém tra tin
hiéu mau trén test line.

T6i uu hoa pH cua dung dich dém. Dé
lugng khang thé bao phl trén hat nano vang
nhiéu, tir d6 tdng do nhay cua que thir, ching
toi toi uu hoa thong s6 pH cla dung dich dém.
Xac dinh diéu kién t&i uvu bang cudng do tin hiéu
mau sac trén test line. Ching t6i s dung pH cla
dung dich dém Borat la: 7.0; 7.4; 8.0; 8.4; 9 va
9.5 roi thém cung 1 lugng khdng thé vao dung
dich. Sau budc u khang thé qua dém & 30°C la
budc blocking 5% (w/v) BSA trong thdgi gian 1h.

T6i uu hoa thé tich cua dung dich dém.
Lugng khang thé dugc gan trén hat vang lién

quan chdt ché véi d6 nhay cua que thir sic ky
mien dich dong chay bén. Vay t6i uu hda lugng
khang thé gin trén hat nano vang la can thiét.
Thé tich dung dich dém Borat dugc luva chon dé
U khang thé 13 0,3ml; 0,5 ml; 0,7 ml; va 0,9 ml
trong 120 pl hat nano vang OD 30.

T6i uu hoa néng dé khdng thé. Gia tri pH
va thé tich ctia dung dich dém dugc md ta nhu
trén. Sau do lugng khang thé don dong AFB:
khac nhau dugc thém vao vdi néng do la 15
ug/ml; 20 pg/ml; 25 pg/ml; 30 pug/ml; 35 pg/mi;
40 pg/ml; 45 pg/ml; 50 pg/ml; trong 120 pl hat
nano vang OD 30. Dung dich sé dugc U qua dém
¢ 30°C v6i toc db rung la 300 vong/phdt.

_2.3. Thiét ké bé rong cia que thir sac ky
mién dich dong chay bén. Mang nitrocelullose
dugc diéu chinh theo chiéu rong khac nhau 0,2
cm; 0,3 cm; 0,4 cm; 0,5 cm bang cach cdt va tim
chiéu rdéng thich hdp dé phat trién g|a| thor
nghiém. Mau dugc nho vao mang hat mau la 60
ul trong qua trinh thir nghiém dé so sanh.

24. So sanh cac loai mang
nitrocellulose. Mang nitrocelullose la ndi phan
u’ng m|en dich say ra va tao ra cu’dng do tin hiéu
mau sic. Mang nitrocelullose cé 3 chdc ndng
chinh 1a: lam cho dong chay clia mau dong nhat,
la nai khang thé phan &'ng vdi chat can phan tich
va gén két khong ddc hiéu thap. C 3 loai mang
mao dan trong nghién cu cta ching t6i, kich
thu6c 16 >8 pym; 8 um; 6 um c6 thdi gian mao
dan [an luct la 80s; 120s va 170s va c¢ kha ndng
gan két protein cao. Thdi gian mao dan lau, toc
d6 dong chay cham c¢ vai tro cg ban trong viéc
tang do nhay clia que thl. Thoi gian mao dan
cham cho phép du thdi gian tuong tac gitra chat
can phén tich va khang thé do dé lam téng d6
nhay ctia LFIA. Nhung thGi gian mao dan dai co
thé 1am téng gén két khdng ddc hiéu do dé lua
chon cac loai mang la can thiét.

2.5. Tang cuong do nhay cia que thu
dua vao thay ddi toc dé dong chay. Mot yéu
t6 quan trong khac anh huéng dén do nhay cua
que thir sac ky mien dich dong chay bén la thdi
gian say ra phan ng mién dich gilfta chat can
phan tich va khang thé bat gilr & test line.
Phuang phép dugc lua chon la: tang khoang
cach tir mang cdng hdp va vi tri test line, thay
déi thong s6 ky thudt nhu kich thudc Io cua
mang nitrocelullose, Iura chon mang hat mau.

INl. KET QUA NGHIEN cUU

3.1. T6i wu héa néng dd6 khang thé Ién
hat nano vang. Khang thé gn 1én hat nano
vang dugc thuc hién theo 4 thong s6 hda hoc
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khac nhau da dugc trinh bay trong phan phudng
phap. Thiét k€ que thir véi su thay doi cac thong
s6 hoa hoc da dugc thuc hién trong phong thi

nghiém. Téng cdng c6 18 thi nghiém dudc thuc
hién véi cac thdng sd hda hoc khac nhau.

o5t | 07 [0 mi )

\:

ARG 5,

Hinh 1. Két qua t6i uu hda que thur sac ky mién dich dong chdy bén. Téi uu hoa pH cho su’

(d)

hap thu cua khang thé lén hat nano vang (a); t6i uu hoa thé tich dung dich dém u khing
thé (b); toi uu hoa néng dé khang thé gan Ién hat vang (c), (d)

DE khang thé hap thu trén bé mat hat nano
vang dat trang thai bdo hoa, ching t6i t6i uu hda
pH cla dung dich dém va lugng khang thé thém
vao [4]. V& ly thuyét, pH cua phan (’'ng can cao
han so véi diém dang dién cua protein. Néu pH
dudi diém dang dién cla protein cac khang thé
s€ két tu lai vGi nhau gay ra su két tu cla hat
vang-khang thé, diéu nay s& lam gidam do chinh
xac clia que thir va gay ra am tinh gia (hinh 1a).
Néu pH cta dung dich dém trén diém ddng dién
clia protein, s& tao ra luc ddy dién tich giira
khang thé va hat nano vang. Trong nghién cltu ctia
chidng t6i pH 9 la phu hgp, vi hat vang & dang
huyén pht sau U khang thé va khong bi két tu.

Thém vao dé cudng do tin hiéu mau sic &
test line la dam nhat véi pH 9 va co su giam tin
hiéu mau khi giam gia tri pH. Két qua téi uu thu
dugc véi pH la 9, do dé dung dich dém Borat pH
9 dudgc lua chon cho cac thr nghiém ti€p theo.

Ching t6i t6i uu hda thé tich cla dung dich
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dém la 0,3ml; 0,5 ml; 0,7 ml; va 0,9 ml. Sau khi
cdng hap, chiing téi phun hat vang cd gan khang
thé 1én mang céng hdp, sau dé ching tdi thuc
hién xét nghiém bédng cach cho th{* nghiém vdi
mau dudng tinh. K&t qua cho thay khi thé tich
dung dich la 0,7 ml thi thu dugc tin hiéu mau sic
dam hon (hinh 1b)

CuGng do tin hiéu mau sac trén test line ty 1&
thudn véi ndng dd khang thé, lugng khang thé
thi€u hay thira sé€ anh hudng dén doé nhay cua
LFIA. Cac ndng dd khang thé khac nhau da dudc
thém vao dung dich hat nano vang. Két qua
nghién cfu cta ching téi cho thdy do nhay cao
nhat clta que th thu dugc & néng do 45 ug
(hinh 1c, 1d) .

3.2. Thiét ké bé rong que thir mién dich
tr tinh dong chay bén. So d6 que thu sac ky
mién dich dong chay bén dugc thé hién & hinh 2.
Chiéu rong cho que thtr dugdc xac dinh Ia 0,3 cm
bdi vi tin hiéu mau sac dugc nhin thdy rd rang
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trong thdi gian ngan. Mac du cac kich thudc 0,4
cm; 0,5 cm ¢6 tin hiéu mau sac rd rang, nhung
ching can lugng I6n phirc hgp hat nano vang
khang thé va van tdc dong chay chdm han.

Néu vach test line va control line dé gan
mang hat trén thi tin hiéu mau sac & test line la
yéu. Do d6 ca 2 line dugc dé trén mang vdi
khoang cach 0,5 cm va vi tri test line cach mang
cdng hgp 1,3 cm d€ lam céc tha nghiém tié’p
theo. Dung dich dém xu Iy mang hut mau va
mang cong hdp lam cho mau phu hdp véi que
thir LFIA. Dung dich dém gom BSA, sucrose,
Tween 20, dém Borat. Borat d€ kiém soét pH clia
dung dich, BSA phan Lrng vGi cac goc tu do &
trén mang dé glam cac gan két khong dac hiéu.
Pudng thldc ddy qud trinh vu nudc cia mang,
bao quan khang thé trén mang cdng hdp va gilp
cho hiéu sudt giai phong phong phdc hgp hat
vang-khang thé-khang nguyén trén mang cdng
hgp la cao nhat. Tween 20 lam cho hat vang
khang thé va nudc hon, don phan tan va thdc
day qua trinh giai phéng phirc hop.

Sample pad Absorbent pad

IS
S
& o
§ @
=~ S
7 9
& O

| Conjugate pad

2 mm 5 mm 2 mm

Hinh 2. S0 dé que thur sac ky mién dich tur

tinh dong chdy bén phat hién nhanh djc té

ndm méc AFB; trong thuc phém

~3.3. So sanh cac loai mang. Mang mao
dan dugc st dung trong nghién clru nay da dugc
blocking bang Tween 20, BSA, dudng sucrose,
do d6 gan két khdng ddc hiéu khdng dudc quan
sat thay. Mac du & tat ca cac que thd déu co 2
vach, nghia la & cac xét nghiém déu duong tinh
vGi phat hién doc t6 nam moc AFBi1 nhung xét
nghiém trén mang Whatman FF80HP la khéng rd
rang. Thdi gian mao dan clla mang dong vai tro
guan trong. Trong 10 phat va 8 phut la da thoi
gian dé thdy rd két qua trén mang Whatman
FF170HP va Whatman FF120HP. Trong khi chi
mat 5 phut la thay két qua tuong (rng trén mang
Whatman FF80HP (hinh 3). Van dé nay con dugc
thay ro trén absorbent pad clia que thdr dung
mang FF8OHP, vi c6 mau do hon & mang hut
trén do phlic hop hat vang-khang thé-khang
nguyén khong dudc gilf lai trén test line do dong
chay qua nhanh va thgi gian ngan.

Test line
t -
- Control line
| -
-
i e —
8 | — “u
FE FF
EE 1Z20HP 120HP

SO0HP

Hinh 3. So sanh tin hiéu mau trén test line
cua LFIA khi sir dung 3 loai mang FFS8OHP,
FF120HP, FF170HP

IV. BAN LUAN

4.1. T6i vu héa gan khang thé don dong
Ién hat nano vang Su két hdp gilta khang thé
va hat nano vang la két qua cla luc hat tinh
dién. Trong mot s6 diéu kién nhat dinh, hat nano
vang co dién tich b& mat la &m va khang thé ¢
dién tich duong trén bé mat [5]. Hat nano vang
mang dién tich 4m két hdp véi khang thé mang
dién tich duang, két qua cho thay rdo cudng do
tin hiéu mau sic trén test line (hinh 1b). Diéu
nay dudc khdng dinh rdng cac phan ti khang thé
da dugc gép ndi thanh cong vdi hat nano vang.

Hinh 1(c) cho thay khi thém 1 lugng nhd
khang thé don dong vao hat vang gay ra hién
tugng keo tu hat khi phan ng véi NaCl va dac
trung bdi mau xam. Pay la két qua cua viéc giam
luc day tinh dién gilta cac hat khi c6 nong dd
chéat dién phan cao. Khi ndng dd khang thé dua
vao hat vang téng 1&n, hat nano vang 6n dinh va
mau sic khéng déi & ndng dd 45 pg/ml trd 1én.
Do dd, ndong dod 45 pg/ml khang thé don dong da
dudc lua chon dé bao pht |én hat nano vang.

Thém vao do, cudng do tin hiéu mau trén
test line ty I& thuan v&i ndng dé khang thé gén
trén hat nano vang Két qua & hinh 1d cho thay
xét nghlem mien dich dong chay bén thu dugc
mau sac rd nhdt & nong d6 khang thé la 45
ug/ml. Khi lugng khang thé téng thém la 50
pg/ml thi tin hiéu mau sac khong tang so VGi
mau 45 pg/ml. Diéu nay co thé giai thich 13 do
lugng khang thé bao phu hat vang da dat trang
thai bao hoa la 45 pg/ml.

Thé tich dung dich dém khi 0 khéng thé anh
hudng I6n dén cudng d6 mau & test line. Trong
nghién cltu nay, thé tich dung dich dém khi G
khang thé 13 0,3 ml 0,5 va 0,9 ml thi cé tin hiéu
mau trén test line nhat (hinh 1b), diéu nay co
thé 1a do it cAc phan tir khang thé bam Ién hat
vang. Nhung khi thé tich 1a 0,7 ml thi tin hiéu
mau sic 13 t6i da, diéu ndy cd thé giai thich 1a
rang: vdi thé tich dung dich dém la 0,7 ml thi

161



VIETNAM MEDICAL JOURNAL N°1 - NOVEMBER - 2023

lugng khang thé hap thu 1én hat nano vang la
cao nhat.

4.2. So sanh cac loai mang Viéc sur dung
cac dung dich dém dé x{r Iy mang hat mau va
mang cong hop la d& dong chay déu. X Iy mang
hit mau toét la glup cho dong chay dong nhat.
Téng thé tich mau 1én 13 100 pl sé lam g|am
cudng do tin hiéu mau sac. Ly do cd thé giai
thich 1a khi thé tich mau quéa cao sé chay tran
qua vi tri test line ma khong kip tuong tac vai
khang thé bat gilr. Trdi lai khi thé tich 1a 50 pl,
chat can phan tich da dugc qilr lai trén test line
do dé tin hiéu mau tang vi nhiéu chi thi mau
dugc gilr lai. M3c du ca 2 mang FF120HP va
FF170HP dudng nhu la ly tudng cho que thir sac
ky mién dich phat hién nhanh AFB: nhung
FF120HP dudc st dung dé phat trién cac budc
ti€p theo do thdi gian phan tich ngdn hon va
hiéu qua trong giai phéng phifc hgp hat vang-
khang thé- khang nguyén

De lam giam toc do dan mau, ting thoi g|an
mao dan va khéng cho mau thdm mét cach 6 at
Ién mang chlra khang thé cdng hop ching toi lua
chon mang hut mau CF4 whatman. Mang ban
chét la sai cellulose, dudc thiét k& dé giam toc
d6 dan mau va c6 kha néng chira mau t6t. Mang
c6 thé chlra dugc lugng mau thir tir 50-60 pl va
thich hgp dé phét trién que thir c6 d6 nhay cao.

V. KET LUAN )
Trong nghién c(tu nay, que thir sdc ky mién

dich dong chay bén c6 do nhay cao da dudc phat
trién. Chang tdi thdy rang viéc tdi vu cac thong
s6 bao gdm: tim diéu kién t6i uu dé& gdn khang
thé 1én hat vang, thiét k& bé rong clia que thtr,
lua chon loai mang va thay ddi téc dd dong chay
la dong vai tro quan trong trong tang do nhay
clia que th(r. K&t qua nghién clru hién tai da cho
thay LFIA cd thé phat hién déc t6 ndm mdoc mot
cach nhanh chdng trong thdi gian 10 phat bang
mat thudng va né phu hgp cho xét nghiém AFB;.
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VAI TRO CUA KHANG NGUYEN PAC HIEU TUYEN TIEN LIET
TY TRONG PIEU CHINH THEO THE TICH VUNG TRONG CHAN POAN
UNG THU VUNG CHUYEN TIEP TUYEN TIEN LIET

TOM TAT

Muc dich: banh gid vai trd cua khang nguyén
d3c hiéu tuyén tién liet ty trong (PSAd) dugc diéu
chinh theo thé tich viing chuyen tiép (VTZ) trong chan
doan ung thu vung chuyén tiép tuyen tién liét. POi
tugng va phudng phap nghién ciru: Nghlen cttu
md ta trén 60 bénh nhan nghi ngd UTTTL, c6 xét
nghiém PSA, c6 nhan ton thuong viing chuyen tiép
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trén céng hugng tir (CHT) TTL, dugc sinh thiét TTL
dudi hudng dan siéu am qua trl_rc trang tai Bénh vién
Pai Hoc Y Ha ndi tur thang 2/2019 dén thang 5/2022.
Theé tich toan bd TTL va thé tich vung chuyén t|ep (Tz)
dugc do trén CHT. So sanh gia tri cia PSA toan phan
(PSAt) PSA ty trong (PSAd) va PSA ty trong vung
chuyen ti€p (PSAdTZ) gilta nhém UT vung chuyen t|ep
va khong UT, Iap dudng cong ROC va so sanh gia tri
chan doan cua cac tham s6 nay. Két qua: Tuéi trung
binh ctua BN la 65.8+8. Thé tich toan bo TTL (Vt) la
57.9+42.1 cm3. Thé tich vung chuyén tiép TTL (VTZ)
la 38.1+34.6 cm3. Gia tri clla PSAt la 29.8+25.8 ng/ml,
clia PSAd 13 0.68+0.61 ng/ml?, clia PSAATZ [ 1.4£1.5
ng/ml2. C6 27 bénh nhan ung thu (UT) va 33 bénh
nhan khéng UT. Cé su khac biét cé y nghia thong ké
gitta nhom UT vdi nhom khdéng UT vé Vit (p=0.01),
VTZ (p=0.001), PSAt (p=0.04), PSAd (p=0.005) va



