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DANH GIA PO NHAY VA bO PAC HIEU CUA QUE THU SAC KY
MIEN DICH NANO TU TiNH TU TAO TRONG PHAT HIEN NHANH
KHANG NGUYEN NS1 CUA VIRUS DENGUE

D6 Nhw Binh'?, Lé Van Nam’
TOM TAT
Muc tiéu: Danh gia dd nhay va do dac hiéu cta que thir séc ky mién dich s dung hat nano
tw tinh tw tao phat hién khang nguyén NS1 cla virus Dengue. Béi twong va phwong phap: St
dung hat nano ti tinh gan khang thé don dong dac hiéu khang nguyén NS1 két hop hién mau
enzyme dé ché tao que thtr séc ky mién dich tr tinh, 4p dung phat hién NS1 trong cac mau
nhiém chd déng va huyét thanh ctia bénh nhan dé xac dinh nguéng phat hién, do nhay, d6 dac
hiéu. Két qua: Que thtr c6 kha nang phat hién NS1 tr mic 0,025 ng/ml dbi véi typ 1 va typ 3;
0,01 ng/ml di vé&i typ 2 va 0,1 ng/ml dbi v&i typ 4. DO nhay va do dac hiéu déu dat 100%, cao
hon so v&i que thir thwong mai Dengue Ag Rapid Test CE (CTK Biotech, My) va khong cé
phan &ng chéo v&i khang nguyén NS1 cla virus zika cling nhw virus Chikungunya, viém néo
Nhat Ban, HBV va HCV. Két luan: Que thtr nano t tinh c6 kha nang xac dinh nhanh NS1
trong huyét thanh bénh nhan sét xuét huyét Dengue.

Ttr khéa: Sét xuét huyét Dengue; Hat nano tir tinh; Que thtr sdc ky mién dich tw tinh.

Evaluate the Sensitivity and Specificity of Home-Made Magnetic
Immunochromatographic Test Strip Using Magnetic Nanoparticle for
Rapid Detection of Dengue NS1 Antigen

Summary

Objectives: To evaluate the sensitivity and specificity of immunochromatographic test strips
using nanoparticles from the detection of NS1 antigen of Dengue virus. Subjects and
methods: Using magnetic nanoparticles with NS1 antigen-specific monoclonal antibodies
combined with a reporter enzyme to make magnetic immunochromatographic test strips,
applying NS1 detection in actively NS1 spiked samples and patient serum to determine
threshold, sensitivity and specificity. Results: The threshold comes up with a limit of detection of
spiked NS1 for 4 serotypes are 0.025 ng/mL of DENV-1 and DENV-3; 0.01 ng/mL of DENV-2
and 0.1 ng/mL DENV-4. The sensitivity and specificity of nanomagnetic ICT were 100%, higher
than the commercial Dengue Ag Rapid Test CE (CTK Biotech, USA) and there is no cross-
reactivity with the recombinant NS1 antigen of Zika, Chikungunya, Japanese Encephalitis, HBV
and HCV. Conclusion: The magnetic nanoparticle strip test holds a great potential to be
applied to NS1 detection in the sera of Dengue haemorrhagic fever patients.

* Keywords: Dengue haemorrhagic fever; Magnetic nanoparticle; Immunochromatographic
strip test.

7Bé mén - Khoa Truyén nhiém, Bénh vién Quan y 103, Hoc vién Quén y
?Ban Khoa hoc Quén sw, Bénh vién Quén y 103, Hoc vién Quéan y
Nguw&i phan héi: D6 Nhw Binh (nhubinh.do@vmmu.edu.vn)

Ngay nhan bai: 05/5/2021

Ngay bai bao 26/5/2021

40



TAP CHi ¥ - DUGC HOC QUAN SU' SO 5-2021

DAT VAN BE

Sét xuat huyét Dengue (SXHD) 1a mot
bénh truyén nhiém lay truyén qua mubi
gady ra bdi virus Dengue, bao gdm
4 typ DENV-1, DENV-2, DENV-3 va
DENV-4; trong d6, DENV-2 la typ thwdng
hay gay ra céc bién chirng nguy hiém cho
ngwoi bénh [1, 7]. Bay dwoc coi la moét
trong muwoi nguyén nhan hang dau vé ty
l&é mac bénh, t&r vong trén toan thé gioi.
Theo wéc tinh cua WHO, c6 khoang 3 -
3,9 ty ngudi dang sbng trén 128 quéc gia
cé nguy co nhiém virus Dengue. Bénh
anh hwéng dén khoang 100 triéu nguoi
moi nam, trong s6 nay c6 khoang 500.000
nguoi phat trién thanh thé nang va cé >
25.000 nguwoi, cha yéu 1a tré em t& vong
trén toan thé gii [8].

Tai Viét Nam, SXHD da tré thanh dich
hang nam va ca 4 typ virus Dengue da
dwoc xac dinh dang lwu hanh, phan bd
khap ca nwéc. Biéu hién 1am sang chd
yéu cla bénh 13 sbt cp dién va xuét
huyét v&i nhiéu dang khac nhau, dac biét
c6 thé dan dén tr vong do gidm lwong
mau lwu hanh dan dén tinh trang séc [1].
Viéc chan doan xac dinh nhanh tinh trang
sbt co phai do virus Dengue hay khéng
ngay t& nhitng ngay dau la mét nhu cau
cép thiét, dac biét véi typ virus nguy hiém
nhw DENV-2.

Hién nay, chan doan SXHD bang que
thtr séc ky mién dich phat hién khang
nguyén NS1 dwoc wu tién nghién cru do
thoi gian trd két qua nhanh va dé thuc
hién. Da sb nghién ciru déu s dung hat
nano vang lam chéat danh dau tao cong
hop ché tao que thir. Tuy nhién, han ché

co ban cla ky thuat nay so v&i cac ky
thuat chdn doan khac nhw ELISA, RT-
PCR la c6 do nhay thap [2, 3, 4, 6].

Mét sb6 nghién ciru gan day cho thay
khi str dung hat nano/bi ttr s& cho phép
dinh lwvong dwoc cwong doé tin hiéu trong
toan bd 1&p nitrocellulose tai vi tri vach tin
hiéu [5, 8]. Ngoai ra, sc ky mién dich st
dung hat nano/bi tir con cé wu diém nang
cao dd nhay phat hién 1&n hang chuc lan
nhd kha nang lam giau mau bang céng
nghé phéan tach tw tinh [5]. Trong nghién
clu nay, ching t6i két hop gitra hat nano
te tinh v&i khang thé don dong dac hiéu
khang nguyén NS1 két hop khuéch dai tin
hiéu bang hién mau enzyme dé tao que
thi nano tw tinh nhdm: Banh gid dé nhay
va do dac hiéu cta que thir séc ky mién
dich nano tir tinh tw tao trong phat hién
nhanh khéng nguyén NS1, gidp chén
doan nhanh bénh SXHD.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. Vat liéu, héa chat va thiét bi
nghién ciru

* Vat liéu:

- Mau huyét thanh: Cac mau bénh
phdm, trong d6 c6 50 mau cha nguoi
khée manh va 70 mau dwong tinh voi
Dengue da kiém ching bang RT-qPCR,
thu thap tai Khoa Truyén nhiém, Bénh
vién Quany 103.

- Que thtr s&c ky mién dich nano ttr tinh:
Que thr (do nhédm nghién ctu tw ché tao)
c6 cau tao gdm cép khang thé khang NS1
c6 ma hiéu lan lwot 13 HM164 va HM026
(East Coast Bio, My), trong d6 HM164 la
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khang thé bét gir gan trén que tho
(1,5 pg/cm trén mang nitrocellulose
HF120) & vi tri vach thir nghiém va HM026
la khang thé phat hién gén hat nano tw
(kich thwéc = 100 nm va lweong st dung
la 0,5 ul/phan ng) va da dwoc biotin
héa. Vach kiém chirng 1a khang thé da
dong khang IgG chudt. Que thir hoat
dong theo nguyén ly Sandwich, két qua
dwong tinh sé cho hai vach mau vang
(mau hat nano tw), hién mau enzyme sé
cho hai vach mau xanh (phan ng co
chét TMB véi Biotin-Streptavidin gan HRP).

* Héa chét: Khang nguyén Dengue
virus NS1 tai td hop serotype 1-4. Cu thé:

DENV1-NS1 ching Nauru/Western
Pacific/1974; DENV2-NS1 ching
Thailand/16681/84; DENV3-NS1 ching

Sri Lanka D3/H/IMTSSA-SRI/2000/1266;
DENV4-NS1 ching Dominica/814669/1981.
Coéng hop Streptavidin-PolyHRP 80
65R-S118 (Fitzgerald, My). NHS-Biotin
(Sigma-Aldrich). Dém PBS pH 7,4 c6 bd
sung thém 0,5% BSA va 0,01% Tween 20.

* Thiét bi: May vortex (Labnet); Gia t
(Invitrogen); Pipet don kénh; Mot sb thiét
bi théng thwong khac dwoc trang bi &
phong thi nghiém.

2. Phwong phap nghién ctru

* Xac dinh ngudng phat hién, phan
(rng chéo cda que thir séc ky mién dich tcr
tinh phat hién nhanh NS1:

Dé danh gia ngudng phéat hién cla
que thir, 4 typ khang nguyén NS1 tai t6
hop dwoc nhiém chd ddong vao dém chay
véi cac noéng dd bién déi tv 1 - 0,05
ng/ml/typ, tién hanh c6 dac va nhing que
thte. Danh gia két qua & nhiét d6 phong
sau 10 phdat.
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Sau khi que tht hat hét dich, cong hop
gén HRP dworc pha loang 200 lan (twong
&rng v&i ndng dd cong hop 0,25 ug/ml) va
tiép tuc nhé vao que thir. Sau khi da hat
hét dich trong 6ng, bd sung thém 50 pl
dém chay dé day hét lwong cong hop con
dw trén que thir. Sau khi hat hét dém, que
thtr dwoc hién mau trong 200 pl co chét
TMB. Tiép tuc doc két qua trong 10 phut.

Pé thtr nghiém phan (ng chéo cua
que thtr séc ky mién dich kep db6i phat
hién nhanh NS1, chung t6i tién hanh phan
tich v&i protein NS1 tai t6 hop cla virus
Zika, Chikungunya, Viém nao Nhat Ban
véi ndng dd 100 ng/ml/que thir. Cac mau
HBV va HCV dwoc nhiém cha déng 10°
phién ban thé gen/que thir.

* Xac dinh doé nhay va dé dac hiéu cua
que thir sdc ky mién dich tir tinh phat hién
nhanh NS1 cda virus Dengue trong cac
méu bénh phdm:

Dé xac dinh d6 nhay va dé dac hiéu
cta que thtr, 70 mau huyét thanh dwong
tinh va 50 mau huyét thanh am tinh véi
virus Dengue (d& dwoc kiém tra bang RT-
qPCR) dwoc pha lodng 10 lan trong dém
chay, sau d6 tién hanh phan tich theo quy
trinh muc 2.1. Béng thei, so sanh két qua
voi que thtr thwong mai Dengue Ag
Rapid Test CE (CTK Biotech, My).

* Thoi gian va dia diém nghién ciru:

- Thoi gian: Twe 8/2020 - 3/2021.

- Pia diém nghién ctu: Vién Nghién
cvu Y Dwoc hoc Quan sw, Hoc vién
Quan y; Khoa Truyén nhiém, Bénh vién
Quéany 103.

* Xt ly s6 liéu: St dung phan mém
STATA 14.0.
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KET QUA NGHIEN clru
1. Xac dinh ngwéng phat hién, phan trng chéo cua que thir sac ky mién dich
ttr tinh phat hién nhanh NS1
* Ngudng phat hién caa que thu:
- Trwée khi nhé co chat TMB:

Type 1 Type 2 Type 3 Type 4
'O 01 0:25 05 1 () 0,05 0,1l0,25 051 " () 01 0:25 0,5 1''0)05 1 l1,25 15 2"
‘(ﬂgf IT') BS ( ﬂ?ml) (ng/ml) | ( ﬂg‘/ml)
| | 8 O e 1.
‘ ' <«TL

ar ? ? }m

Hinh 1: Ngwéng phat hién cta que thir sac ky mién dich tw tinh phat hién nhanh NS1
khi khéng hién mau cong hop Streptavidin-PolyHRP80.
S6 chi trén que thir Ia céc ndng d6 khang nguyén NST téi t6 hop nhiém chd dong dbi
v&i tieng typ; CL: Vach kiém chieng; TL: Vach thie nghiém.

Két qua hinh 1 cho thay que thr c6 thé phat hién dwoc khang nguyén NS1 tir mire
nhiém cha dong 1a 0,25 ng/ml déi véi typ 1 va typ 3; 0,1 ng/ml dbi véi typ 2 va 1 ng/ml
ddi voi typ 4.

- Sau khi nhé co chét TMB:

Type 1 Type 2 Ty]ie 3 Typle 4
| |
'(_) 0,01 0,025 0,05 0,11 '(_) 0,005 0,01 0,025 0,051 '(_) 0,01 0,025 0,05 0,1 0,25”(_) 0,0250,05 0,1 025 0,51
[ (agjmD) | | (mg/mD (ng/ml) (ng/m1 ,
l' | f I ‘ fote ey <«—CL
b - ‘ ' .l [T IL
"Bl b A | Al

Hinh 2: Nguéng phat hién cda que thir séc ky mién dich tir tinh phat hién nhanh NS1
bang phén trng hién mau cong hop Streptavidin-PolyHRPS0.

Sé chi trén que thir 1a cac ndng dd khang nguyén NS1 tai t hop nhiém chi dong
dbi véi tirng typ; CL: vach kiém chirng; TL: vach thir nghiém

Khi tién hanh hién mau cdng hop enzyme béng co chat TMB, que thir ¢ thé phat
hién NS1 tr mrc nhiém cha déng la 0,025 ng/ml dbi véi typ 1 va typ 3; 0,01 ng/ml ddi
v&i typ 2 va 0,1 ng/ml déi véi typ 4.

Nhw vay, d6 nhay clGa que thtr déu tang hon 10 lan so véi phwong phap chay que
thr thong thwong.
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* Phan trng chéo cta que thur:

|
| «—CL I <L
| \
| -—TL I | -«+—TL
I
|
A. Chwa hién mau enzyme B. Ba hién mau enzyme

Il «—TL

Hinh 3: Thir nghiém déanh gia phan &ng chéo cla que thtr sac ky mién dich tw tinh véi
NS1 cua céc virus khac.
(1) NS1 cua virus Zika tai t6 hop (100 ng/ml); (2): Virus Chikungunya; (3): Virus Viém
ndo Nhat Ban; (4): HBV; (5): HCV; (6): Mau duong tinh NS1 (1 ng/ml); TL: Vach thi
nghiém; CL: Vach kiém chirng.

Két qua cho thdy que thir khdng cé phan (ng chéo vdi khang nguyén NS1 tai tb
hop cda chdng virus Zika, cling nhw khang nguyén NS1 cua cac Flaviviridae virus khac
dwoc ther nghiém & mirc ndng dd cao hon nhiéu 1an so v&i thuwdng gap trén thuc té.
Bén canh dé, khong cé phan rng chéo véi cac tac nhan HBV va HCV, la hai virus hay
gap voi ty 1& ngwdi nhiém cao & Viét Nam.

2. Xac dinh doé nhay va dd dic hiéu cta que thir sac ky mién dich tir tinh phat
hién nhanh NS1 cuta virus Dengue trong cac mau bénh pham

Bang 1: Két qua thir nghiém trén mau bénh pham cla hai loai
que thr phat hién nhanh NS1.

Két qua dwong tinh Két qua am tinh
khi phan tich bing que thir | khi phan tich bang que thir

Que thor Dengue DU’O’ng tinh v&i 66 4

Ag Rapid Test RT-qPCR (PA) (ND)
CE (CTK Biotech, Am tnh 0 50

My) v&i RT-gPCR (PD) (NA)
L Dwong tinh voi 70 0

Que thir phat RT-gPCR (PA) (ND)

trién trong nghién ——

oty Am tinh 0 50

v6i RT-gPCR (PD) (NA)
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Két qua cho thdy, khi phan tich trén
que th thwong mai, trong sé 70 méau
bénh phdm dwong tinh chi c6 66 mau
dwong tinh thwc sw va 4 mau am tinh.
Trdi lai, v&i que thtr nano tr tinh da phat
hién dwoc toan bd 70 mau bénh pham
dwong tinh, trong d6 4 mau dwoc phat
hién bang phan ng hién mau enzyme
véi co chat TMB va duoc kiém tra bang
nested RT-PCR.

Nhw vay, trén tap hop mau da dwoc
ther nghiém, d6 nhay cla que thir sac ky
mién dich tw tinh phat hién nhanh NS1
dat 100% va do dac hiéu dat 100%, cao
hon so véi que thir thwong mai hién dang
dwoc sir dung phd bién tai Viét Nam la
Dengue Ag Rapid Test CE (CTK Biotech,
My) véi dO nhay dat 94,3% va dé dac
hiéu dat 100%.

BAN LUAN

Theo céng bb ctiia mot sb6 nha san xuét
que th thwong mai hién dang lwu hanh
tai thi trwdng Viét Nam nhw que tho
Dengue Ag Rapid Test CE (CTK Biotech,
My), que thir Panbio® Dengue Early
Rapid (Han Quéc) cé ngudng phat hién
véi khang nguyén NS1 tai té hop cla céc
typ nhw sau: 0,75 ng/ml dbi voi typ 1;
0,25 ng/ml dbi véi typ 2; 3,5 ng/ml dbi voi
typ 3 va 2,4 ng/ml di véi typ 4 [2, 4]. Nhw
vay, voi nguwdng phat hién NS1 nhw da
trinh bay & trén, dd nhay cua que tht
phét trién trong nghién ciru nay cao hon
rat nhidu, dac biét véi typ DENV-2, do
nhay phat hién cao gép 25 lan so v&i cac
que th&r thwong mai.

V& phan tng chéo cla que thr, do dd
twong déng vé trinh tw protein NS1 gitra
chdng virus Dengue va chdng virus Zika
dat t6i 44%, ngoai ra con mot sb virus

khac nhw Chikungunya, viém n&o Nhat
Ban, West Nile. Do vay, ching t6i da tién
hanh sir dung que th tir tinh phat hién
NS1 tai td hop cla cac Flaviviridae virus
trén, két qua cho thay que thlr da phat
trién trong nghién ctu nay co tinh dac
hiéu rat cao, cho phép chan doan phan
biét dwgc NS1 di tir cac loai Flaviviridae
virus khac.

D6 nhay va dé dac hiéu phu thuéc rat
nhiéu vao khang thé s& dung. Céc
phuwong phap mién dich phéat hién khang
nguyén NS1 déu dwa trén céu hinh kep
déi vén yéu cau mot cap khang thé cé ai
lwe cao va c6 kha ndng nhan biét hai yéu
t6 quyét dinh khang nguyén khac nhau
trén NS1. Do virus Dengue c6 4 kiéu
huyét thanh véi trinh tw acid amin cda
NS1 c6 dd twong dong khéng cao nén
viéc lwa chon dwoc mét té hop khang thé
cho phép phat hién NS1 di tw tat ca cac
kiéu huyét thanh c6 y nghia rat quan
trong, quyét dinh tinh chinh x&c cla
phwong phap phan tich [6]. Cap khang
thé don dong khang NS1 sk dung trong
que thir sdc ky mién dich tlr tinh cda
chiing t6i hoan toan dap &ng yéu cau.

Thém vao do, cac hat nano ttr tinh voi
kich thwéc nhd cé rat nhiéu wu thé nhw
dién tich bé& mat I&n, sw &n dinh lau dai va
kha nang di chuyén Ién mang dé dang
hon hat nano vang va tranh kha nang bi
tu & dwédi mang nhw hat nano carbon.

So véi cac cach phat hién dwa trén tin
hiéu quang hoc (c6 mau, huynh quang)
chi cho phép quan sat dwoc tin hiéu trén
bé mat cla mang nitrocellulose, st dung
hat nano ttr sé cho phép dinh lwong dwoc
cwdng dé tin hiéu trong toan bd Iop
nitrocellulose tai vi tri vach tin hiéu. Do
vay, ngoai kha nang dinh lwong, sac ky
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mién dich st dung hat nano t& con cé wu
diém nang cao d6 nhay phéat hién |&n
hang chuc lan [5]. Mét wu diém khac cla
viéc s dung hat nano tr lam cdng hop
phat hién trong ky thuat séc ky mién dich
la kha nang lam giau mau bang céng
nghé phan tach ti tinh nén cé thé dung
cdng hop phat hién v&i hat nano tw dé co
dac mau trwdc khi phan tich bang que
thtr séc ky mién dich [8], cung v&i do viéc
str dung cong hop phéat hién khuéch dai
tin hiéu bang phtrc hop streptavidine gan
enzyme HRP twong tw nhw ELISA da
giup cho que thtr nano tir tinh c6 d6 nhay,
dd dac hiéu va dd chinh xac dat 100%,
cao hon cac que th s dung hat nano
vang va twong duwong véi phwong phap
dinh lwvong RT-PCR.

KET LUAN

Que th& nano tir tinh phat hién nhanh
khdng nguyén NS1 theo nguyén ly
Sandwich, c6 ngwdng phat hién NS1 &
néng do thap (0,1 - 0,01 ng/ml). Khéng c6
phan &ng chéo v&i cac Flaviviridae virus
khac nhw Zika, Chikungunya hay virus
viém ndo Nhat Ban. Que thr cé kha nang
chan doan dung nhitng trwdng hop
khéng c6 bénh va nhirng trudng hop méc
SXHD thwc sy la 100%, cao hon so vo&i
que thtr thwong mai Dengue Ag Rapid
Test CE (CTK Biotech, My).
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