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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  02/01/2024 Cholera toxin produced by Vibrio cholerae is one of the most common 

waterborne pathogens responsible for dysentery, especially in 

developing countries. Therefore, it is necessary to detect CT rapidly to 

control the quality of water and diagnose the disease caused by this 

pathogen. In this study, the test strip for CT rapid detection has been 

successfully developed based on immunochromatographic techniques. 

The concentration of antibodies on the control line and the test line 

were 1.3 µg/cm and 4 µg/cm, respectively. The suspension of gold 

nanoparticles 15±2 nm, OD520=1 was prepared for conjugating with the 

capture antibody at a concentration of 200 µg/mL, pH 9. The resulted 

test strip enabled the detection of CT at 10 ng/mL within 10 min. The 

sensitivity and specificity of the test strip were 96.67% and 100%, 

respectively. These results are initial steps for developing biological 

kits to quickly detect pathogens in water and food. 
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Viện Công nghệ mới - Viện Khoa học và Công nghệ quân sự 
 

THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  02/01/2024 Độc tố cholera (CT) sinh tổng hợp bởi vi khuẩn Vibrio cholerae là một 

trong những tác nhân phổ biến nhất gây ngộ độc trong nguồn nước, đặc 

biệt là ở các quốc gia đang phát triển. Việc phát hiện nhanh CT có ý 

nghĩa quan trọng để kiểm soát chất lượng vệ sinh nguồn nước sinh hoạt 

và ăn uống cũng như chẩn đoán nhanh nguyên nhân gây ngộ độc từ vi 

khuẩn V. cholerae, giúp ngăn ngừa nguy cơ bùng phát thành đại dịch. 

Trong nghiên cứu này, que thử phát hiện nhanh CT được chế tạo dựa trên 

kỹ thuật sắc ký miễn dịch kẹp đôi và đánh giá các đặc tính kỹ thuật chính. 

Nồng độ kháng thể phun trên vạch kiểm chứng và vạch thử nghiệm được 

khảo sát lần lượt là 1,3 µg/cm và 4 µg/cm. Huyền phù nano vàng kích 

thước 15±2 nm, OD520=1 được tổng hợp và cộng hợp với kháng thể bắt 

giữ ở nồng độ 200 µg/mL trong điều kiện pH 9. Que thử có khả năng phát 

hiện CT ở ngưỡng phát hiện 10 ng/mL trong thời gian 10 phút. Độ nhạy 

và độ đặc hiệu của que thử lần lượt là 96,97% và 100%. Những kết quả 

này là cơ sở để chế tạo các bộ sinh phẩm phát hiện nhanh tác nhân sinh 

học gây bệnh trong nước và thực phẩm. 
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1. Mở đầu 

Mỗi năm trên thế giới có khoảng 1,3 đến 4 triệu người mắc bệnh tả dẫn tới 21.000 đến 

143.000 người chết trong số đó [1]. Nguyên nhân chính gây bệnh tả là do độc tố cholera (CT) 

được sinh tổng hợp bởi vi khuẩn Vibrio cholerae có mặt trong các nguồn nước hoặc thực phẩm 

không đảm bảo vệ sinh [2]. Đây là loại độc tố bền nhiệt, chúng chỉ bị tiêu diệt hoặc phá vỡ cấu 

trúc khi đun nóng ở 121 °C trong 30 phút [3]. CT có khả năng gây ra đáp ứng với tế bào ruột 

người ở nồng độ 18,1 ng/mL và tăng mạnh ở 181 ng/mL [4]. Khi thử nghiệm CT với người, triệu 

chứng phổ biến của bệnh tả xuất hiện bắt đầu với liều tiêu thụ là 5 µg và tăng mạnh với liều 25 

µg [5]. Độc tố này có thể gây nên tình trạng mất nước do tiêu chảy cấp, sốc hoặc thậm chí là tử 

vong nếu không được phát hiện và điều trị kịp thời. 

Để phát hiện vi khuẩn tả V. cholerae sinh CT, phương pháp PCR là phương pháp được sử 

dụng phổ biến nhất cho phép phát hiện gene ctx của CT với độ nhạy và độ chính xác cao [6], [7]. 

Bên cạnh đó, một số phương pháp như nuôi cấy phân lập trong môi trường chọn lọc, DNA probe, 

LAMP và ELISA cũng được áp dụng. Mặc dù cho kết quả chính xác, điểm hạn chế của những 

phương pháp này là khó áp dụng ngoài hiện trường do đòi hỏi các thiết bị hiện đại đi kèm, thời 

gian phân tích kéo dài. Hiện nay, để phát hiện các tác nhân gây bệnh, phương pháp sắc ký miễn 

dịch là một trong những hướng tiếp cận được chú trọng hàng đầu có thể khắc phục những nhược 

điểm trên. Phương pháp sắc ký miễn dịch kẹp đôi có độ đặc hiệu tương đối cao nhờ sử dụng 2 

kháng thể đồng thời để bắt cặp đặc hiệu với độc tố và nhận biết bằng tín hiệu màu có thể quan sát 

được bằng mắt thường khi gắn kháng thể với chất đánh dấu. Đặc biệt, hạt nano vàng là chất đánh 

dấu ưu việt được ứng dụng nhiều trong nghiên cứu chế tạo que thử phát hiện nhanh bởi đặc tính 

tương thích sinh học cao, tỷ lệ bề mặt so với thể tích lớn, dễ tổng hợp, tính chất quang học vượt 

trội [8]. Trên thế giới, nhiều công trình nghiên cứu chế tạo que thử sắc ký miễn dịch để phát hiện 

độc tố vi sinh vật đã được ghi nhận, tuy nhiên, theo tìm hiểu của nhóm nghiên cứu, các công bố 

đối với que thử phát hiện nhanh CT còn hạn chế, với ngưỡng phát hiện là 10 ng/mL [9], [10]. Ở 

Việt Nam, nhóm tác giả Phạm Đức Minh đã chế tạo thành công que thử phát hiện CT ở nồng độ 

50 ng/mL và 25 ng/mL với độ nhạy lần lượt là 95 % và 53 % [11], tuy nhiên, ngưỡng phát hiện 

còn tương đối cao. Trong bài báo này, chúng tôi trình bày các kết quả nghiên cứu để chế tạo que 

thử phát hiện nhanh CT đạt ngưỡng phát hiện tương đương công bố trên thế giới là 10 ng/mL với 

độ nhạy lớn hơn 90 %, có thể ứng dụng trực tiếp ngoài hiện trường, giúp kiểm soát chất lượng vệ 

sinh nguồn nước cho bộ đội trong các hoạt động huấn luyện, dã ngoại.  

2. Vật liệu và phương pháp 

2.1. Vật liệu 

Màng nitrocellulose Immumopore FP, màng thấm hút trên, màng hút mẫu, màng cộng hợp của 

hãng Whatman, kháng thể đơn dòng IgG từ chuột C01592M (KT1), C01593M (KT2) (Meridian, 

Mỹ), CT, Staphylococcal enterotoxin A (SEA), Staphylococcal enterotoxin B (SEB), Shiga toxin 

type 2 (Stx2) (Toxin Technology, Mỹ), kháng thể đa dòng từ dê kháng IgG của chuột AB6789 

(KT3) (Abcam, Anh), HAuCl4.3H2O và các hóa chất khác của hãng Sigma, Merck, Thermo 

Scientific… 

Thiết bị, dụng cụ được sử dụng: Máy phun mẫu bán tự động Linomat (Thụy Sĩ), tủ sấy 

Froilabo (Pháp), máy khuấy từ gia nhiệt Cole Palmer (Mỹ), máy vortex (Mỹ), máy ly tâm lạnh 

Orto alresa (Tây Ban Nha). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Kiểm tra khả năng bắt cặp của CT và kháng thể bằng phản ứng ELISA gián tiếp 

Quy trình đánh giá khả năng bắt cặp của độc tố và kháng thể bằng phương pháp ELISA gián 

tiếp được xây dựng theo tài liệu của hãng Abcam, Anh [12]. Cụ thể, một lượng CT nồng độ 100 
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ng/mL pha trong đệm carbonat pH 9,6 được bổ sung vào 09 giếng trên đĩa ELISA, ủ ở 4 °C qua 

đêm. Sau khi ủ, các giếng được rửa bằng 250 µL đệm rửa có thành phần là Tween 20 0,05 % pha 

trong đệm PBS 1X, pH 7,4 và tiếp tục bổ sung 200 µL BSA 1 %, ủ ở 37 °C trong 2 giờ. Sau khi 

rửa, bổ sung lần lượt 100 µL các mẫu theo thứ tự: nước deion (giếng 1-3), kháng thể sơ cấp nồng 

độ 4 µg/mL C01592M - KT1 (giếng 4-6), C01593M - KT2 (giếng 7-9), ủ 37 °C trong 1 giờ. Loại 

bỏ kháng thể không liên kết bằng đệm rửa trước khi bổ sung 100 µL kháng thể thứ cấp AB6789-

KT3 0,2 µg/mL, ủ ở 37 °C trong 1 giờ sau đó rửa bằng đệm rửa. Lượng 50 µL cơ chất 3,3’,5,5’-

tetramethylbenzidine (TMB) được bổ sung vào mỗi giếng và hỗn hợp được ủ 30 phút ở 37 °C. 

Sau đó, một lượng 50 µL H2SO4 1N được bổ sung để dừng phản ứng. Trong môi trường axit, sản 

phẩm phản ứng chuyển sang màu vàng, cường độ màu được đo ở bước sóng 450 nm. 

2.2.2. Nghiên cứu tạo hạt vàng nano cho quá trình cộng hợp kháng thể 

Dung dịch huyền phù hạt vàng nano kích thước 15 ± 2 nm và 30 ± 2 nm được tổng hợp theo 

phương pháp sinh trưởng hạt (seeded growth method) dựa trên các nghiên cứu trước và có sự thay 

đổi về quy trình [8], [13]. Trước tiên, hạt vàng mầm được tổng hợp bằng cách sử dụng 100 mL 

HAuCl4 0,035 % và bổ sung 20 mL dung dịch natri citrate 1 %, đun sôi kết hợp khuấy từ ở tốc độ 

700 v/p đến khi dung dịch chuyển sang màu đỏ rượu vang. Sau đó, dung dịch có chứa 200 mL 

HAuCl4 0,02 % và 1,687 mL dung dịch hạt vàng mầm được bổ sung thêm 6,0 mL natri citrate 1% 

(để tạo hạt 15 nm) hoặc 5,1 mL natri citrate 1 % (để tạo hạt 30 nm). Đun sôi 30 phút kết hợp với 

khuấy tốc độ 1100 v/p. Thêm 30 mL natri citrate 1 % để dừng phản ứng. Để nguội, kiểm tra bước 

sóng hấp thụ cực đại, chụp ảnh kính hiển vi điện tử truyền qua TEM và phân tích phổ EDX hạt 

vàng sau khi tổng hợp. Kích thước hạt vàng được phân tích bằng phần mềm ImageJ và Origin. 

2.2.3. Cộng hợp hạt vàng vào kháng thể 

Huyền phù nano vàng 15 nm được điều chỉnh đến pH 9 sử dụng đệm borate 0,1 M, pH 11 sau 

đó bổ sung thêm 30 µL kháng thể C01592M (KT1) nồng độ 200 µg/mL cho quá trình cộng hợp, 

lắc 20 phút bằng máy vortex với tốc độ 800 v/p. Sau đó, 30 µL BSA 1 % được bổ sung vào ống, 

lắc ở điều kiện như trên. Dung dịch được ly tâm với tốc độ 10.000 v/p ở 25 °C trong 30 phút. 

Loại bỏ dịch nổi và hòa lại cặn ở đáy ống với 160 µL đệm PBS 1X pH 7,4 bổ sung 5 % sucrose, 

2 % sorbitol, 1 % mannitol, 0,1 % PEG, 0,1 % Tween, và 0,04 % NaN3. Một lượng 10 µL kháng 

thể cộng hợp với hạt vàng được nhỏ lên màng cộng hợp và sấy ở  37 °C trong 5 giờ để tạo màng 

cộng hợp cho quá trình hoàn thiện que.  

2.2.4. Khảo sát nồng độ kháng thể thích hợp cố định trên màng nitrocellulose 

Kháng thể KT3 và kháng thể KT2 lần lượt được cố định tại vị trí vạch kiểm chứng (vạch C) 

và vạch thử nghiệm (vạch T) lên màng nitrocellulose bằng thiết bị phun mẫu Linomat với tốc độ 

phun 50 nL/s, độ ẩm 50-60 %. Màng sau đó được xử lý với dung dịch BSA 1 % trong 10 phút và 

rửa bằng dung dịch SDS 0,1 % trước khi sấy khô ở 37 °C trong 5 giờ. Dựa trên kết quả nghiên 

cứu trước đây [13], trong nghiên cứu này, để tối ưu lượng kháng thể phun trên màng 

nitrocellulose, kháng thể KT3 nồng độ 2 mg/mL được cố định lên màng nitrocellulose với lượng 

khác nhau bao gồm 0,6; 1,3; 2,0; 2,6 µg/cm. Lượng kháng thể thấp nhất vẫn đảm bảo tín hiệu 

vạch C có thể quan sát rõ nét bằng mắt thường được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Tương tự, kháng thể KT2 cũng được cố định lên vạch T với lượng 2,0; 4,0; 8,0 µg/cm. 

Que thử phát hiện nhanh CT được lắp ráp hoàn chỉnh với 4 màng theo thứ tự: màng thấm hút 

trên, màng nitrocellulose phun KT3 và KT2 lần lượt ở vạch C và vạch T, màng cộng hợp và 

màng hút mẫu được cố định trên tấm đế polyethylene với kích thước 65 mm x 3 mm. 

2.2.5. Xác định thời gian và nồng độ phát hiện thấp nhất, độ nhạy và độ đặc hiệu của que thử 

Thử nghiệm khả năng phát hiện của que thử với các mẫu độc tố nồng độ 5 ng/mL, 10 ng/mL, 

100 ng/mL, 500 ng/mL, 1 µg/mL. Mỗi nồng độ được thử nghiệm lặp lại 30 lần. Nồng độ phát 
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hiện thấp nhất là nồng độ độc tố nhỏ nhất mà que thử cho kết quả dương tính (xuất hiện vạch đỏ 

ở vị trí C và T có thể quan sát bằng mắt thường) với tối thiểu 90 % số lượng mẫu phân tích. Thời 

gian phát hiện được tính từ lúc nhỏ mẫu đến khi hiện rõ 2 vạch.  

Độ nhạy của que thử ở mỗi nồng độ độc tố được xác định là tỉ lệ số lượng que cho kết quả 

dương tính thật trên tổng số lượng que thử cho kết quả dương tính thật và âm tính giả. 

Độ đặc hiệu của que thử được đánh giá bằng cách thử nghiệm que thử với mẫu đệm PBS 1X 

(lặp lại 15 lần) và các mẫu độc tố chuẩn khác là SEA, SEB, Stx2 ở nồng độ 100 ng/mL (lặp lại 5 

lần mỗi độc tố). Độ đặc hiệu của que thử được xác định là tỉ lệ số lượng que thử cho kết quả âm 

tính thật trên tổng số lượng que thử cho kết quả âm tính thật và số lượng que dương tính giả. 

2.2.6. Phương pháp xử lý số liệu 

Phương pháp T-test student được sử dụng để so sánh số liệu giữa các nhóm kết quả khác 

nhau. Thí nghiệm lặp lại 3 lần lấy giá trị trung bình và được thể hiện ± độ lệch chuẩn với giá trị p 

< 0,05 có ý nghĩa thống kê.  

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kiểm tra khả năng bắt cặp của CT và kháng thể bằng phản ứng ELISA 

Để chế tạo que thử phát hiện nhanh CT theo phương pháp sắc ký miễn dịch kẹp đôi, 03 loại 

kháng thể được sử dụng bao gồm 02 kháng thể sơ cấp bắt cặp đặc hiệu với CT; 01 kháng thể thứ 

cấp có gắn enzyme peroxidase - HRP bắt cặp với kháng thể sơ cấp. Khả năng bắt cặp giữa CT - 

kháng thể sơ cấp - kháng thể thứ cấp được kiểm tra bằng phản ứng ELISA gián tiếp, dựa trên cường 

độ màu đo được tại bước sóng 450 nm của sản phẩm tạo thành của phản ứng thủy phân giữa cơ 

chất TMB và enzyme HRP gắn trên kháng thể thứ cấp. Giá trị OD450 càng cao càng thể hiện khả 

năng bắt cặp tốt giữa phức độc tố - kháng thể sơ cấp - kháng thể thứ cấp. Kháng thể sơ cấp nào bắt 

cặp với độc tố tốt hơn (giá trị OD450 cao hơn) sẽ được ưu tiên sử dụng để phát hiện độc tố trong 

mẫu (cộng hợp với hạt vàng), kháng thể sơ cấp còn lại sẽ đóng vai trò là kháng thể bắt giữ được cố 

định trên vạch thử nghiệm (vạch T). Kết quả cho thấy, độ hấp thụ bước sóng 450 nm của sản phẩm 

sau phản ứng ELISA trong các giếng chứa kháng thể sơ cấp C01592M (KT1) và C01593M (KT2) 

lần lượt là 0,632±0,009 và 0,49±0,011 (Hình 1), khác biệt có ý nghĩa với mẫu đối chứng âm không 

chứa kháng thể sơ cấp (p<0,05). Điều này chứng tỏ, hai loại kháng thể sơ cấp đều có khả năng bắt 

cặp với độc tố và đồng thời bắt cặp được với kháng thể thứ cấp AB6789 (KT3), phù hợp cho chế 

tạo que thử phát hiện CT. KT1 bắt cặp với độc tố tốt hơn nên được sử dụng để cộng hợp với hạt 

vàng, KT2 được cố định trên vạch T và KT3 được cố định trên vạch C.  

 
Hình 1. Kiểm tra khả năng bắt cặp giữa CT và kháng thể bắt cặp đặc hiệu  

bằng phương pháp ELISA gián tiếp 

3.2. Tạo hạt nano vàng và cộng hợp hạt nano vàng với kháng thể phát hiện 

Kích thước hạt vàng có ảnh hưởng lớn đến độ ổn định của liên kết giữa hạt vàng và kháng thể 

cộng hợp từ đó ảnh hưởng đến độ nhạy và ngưỡng phát hiện của que thử. Để lựa chọn được hạt 

vàng có kích thước phù hợp cho quá trình chế tạo que thử, huyền phù hạt nano vàng với kích 

thước 30 ± 2 nm và 15 ± 2 nm được tổng hợp, cộng hợp với KT1 và so sánh khả năng phát hiện 

CT. Kết quả cho thấy, khi sử dụng hạt vàng 30 nm, khả năng giải phóng kháng thể trên màng 

cộng hợp kém dẫn tới tín hiệu trên que mờ và khó nhận biết. Trong khi đó, kháng thể được cộng 

hợp với hạt vàng 15 nm có khả năng giải phóng tốt khỏi màng cộng hợp, tín hiệu trên que được 

quan sát rõ nét (Hình 2). Kết quả này tương tự công trình nghiên cứu tạo que thử phát hiện 
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protein PBP2a của nhóm tác giả M. Amini (2020), khi so sánh giữa hạt 15 nm và 35 nm, hạt vàng 

15 nm cho tín hiệu tốt và ổn định cao hơn trong quá trình tổng hợp [15]. Do đó, trong nghiên cứu 

này, chúng tôi sử dụng hạt vàng 15 nm cho các thí nghiệm tiếp theo.  

       

a. Huyền phù 

nano vàng kích 

thước 30 nm 

b. Huyền phù 

nano vàng kích 

thước 15 nm 

Mẫu dương tính 

(CT 100 ng/mL) 

Mẫu âm tính 

(đệm PBS 1 X) 

Mẫu  dương tính 

(CT 100 ng/mL) 

Mẫu âm tính 

(đệm PBS 1 X) 

c. Thử nghiệm màng cộng hợp  

với hạt vàng 30 nm 

d. Thử nghiệm màng cộng hợp  

với hạt vàng 15 nm 

Hình 2. Kết quả sử dụng hạt vàng có kích thước khác nhau để phát hiện CT 

Bước sóng hấp thụ cực đại và hình ảnh hạt vàng 15 nm được soi dưới kính hiển vi điện tử 

truyền qua TEM được thể hiện trong Hình 3 và Hình 4. Hình ảnh phân tích kích thước hạt vàng 

bằng phần mềm ImageJ và Origin cũng như phổ EDX huyền phù nano vàng sau khi tổng hợp 

được thể hiện trong Hình 5 và Hình 6. Hạt vàng 15 nm có độ hấp thụ ở bước sóng 520 ± 2 nm 

(tương đương độ hấp thụ hạt vàng tiêu chuẩn 15 nm của hãng Sigma). Qua nhiều tạo hạt vàng, 

chúng tôi thu được huyền phù nano vàng có OD520 trong khoảng 0,2-0,3. Để tăng khả năng bắt 

cặp với kháng thể và duy trì độ ổn định của quy trình chế tạo, mẫu vàng được cô đặc đến OD520 = 

1 trước khi cộng hợp kháng thể. 

  

Hình 3. Hạt vàng được soi dưới kính hiển vi 

điện tử truyền qua (TEM) 

Hình 4. Bước sóng hấp thụ cực đại của huyền phù  

hạt nano vàng kích thước 15 nm 

     
   

Hình 5. Hình ảnh phân tích kích thước  

hạt vàng nano 

Hình 6. Phổ EDX dung dịch hạt nano vàng  

3.3. Tối ưu lượng kháng thể cố định trên màng nitrocellulose 

Vạch kiểm chứng của que thử CT được phun kháng thể thứ cấp KT3 với lượng khác nhau (từ 

0,6-2,6 µg/cm) và đánh giá tín hiệu màu khi thử nghiệm với 100 µL dung dịch đệm PBS 1X pH 

7.4. Kết quả cho thấy, sau khoảng 5-7 phút, tín hiệu trên vạch C xuất hiện ở tất cả các que thử 
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nghiệm. Trong đó, nồng độ kháng thể từ 1,3 -2,6 µg/cm cho tín hiệu đậm, rõ nét và dễ dàng quan 

sát bằng mắt thường hơn so với nồng độ 0,6 µg/cm (Hình 7). Để tiết kiệm chi phí chế tạo, trong 

các nghiên cứu tiếp theo, kháng thể thứ cấp KT3 với nồng độ 1,3 µg/cm (0,39 µg/que) được lựa 

chọn để cố định trên vạch C. Nồng độ này thấp hơn so với nồng độ kháng thể sử dụng phun trên 

vạch C trong nghiên cứu của nhóm tác giả Trần Thị Sao Mai (2015) là 1,2 µg/que [14] hay công 

trình nghiên cứu chế tạo que thử phát hiện nhanh độc tố Stx2 của chúng tôi trước đây (sử dụng 

KT thứ cấp 0,45 µg/que) [13]. Đối với vạch thử nghiệm, các que thử được phun kháng thể KT2 

nồng độ 4-8 µg/cm cho vạch màu đậm, rõ nét, nồng độ 2 µg/cm cho tín hiệu mờ và mảnh hơn 

(Hình 8). Do đó, chúng tôi lựa chọn nồng độ KT2 ở vạch thử nghiệm là 4 µg/cm (1,2 µg/que) cho 

các nghiên cứu tiếp theo. 

  
      Hình 7. Tín hiệu trên vạch kiểm chứng C  

khi sử dụng kháng thể thứ cấp KT3  

với các nồng độ khác nhau 

    Hình 8. Tín hiệu trên vạch thử nghiệm T  

khi sử dụng kháng thể phát hiện KT2  

với các nồng độ khác nhau 

3.4. Xác định nồng độ độc tố phát hiện thấp nhất, thời gian phát hiện, độ nhạy và độ đặc hiệu 

của que thử 

Kết quả thử nghiệm que thử với các mẫu độc tố có nồng độ khác nhau cho thấy, sau 5 phút 

xuất hiện màu ở vạch C và sau khoảng 10 ± 2 phút xuất hiện rõ màu ở vạch T có thể quan sát rõ 

nét bằng mắt thường với các mẫu độc tố từ 10 ng/mL đến 1 µg/mL (Hình 9). Ở nồng độ 500 

ng/mL, que thử cho tín hiệu rõ nét nhất (cao hơn so với nồng độ độc tố 1 µg/mL). Điều này có 

thể được giải thích là do khi nồng độ độc tố quá cao, sự bắt cặp giữa độc tố và kháng thể tại màng 

cộng hợp nhiều làm cản trở khả năng di chuyển của phức độc tố - kháng thể cộng hợp hạt vàng 

lên màng nitrocellulose. Bên cạnh đó, hiện tượng một vài que xuất hiện vệt mảnh ở vị trí mép 

dưới màng nitrocellulose có thể là do khi nhỏ mẫu, các phức phân tử cộng hợp được giải phóng 

cùng lúc và di chuyển nhanh theo lực mao dẫn gây ra sự cản trở không gian và làm cho một phần 

nhỏ bị giữ lại trên màng nitrocellulose. Trong nghiên cứu này, nồng độ phát hiện thấp nhất của 

que thử phát hiện nhanh CT được xác định là 10 ng/mL, thời gian phát hiện là 10 phút. 

 
                                 Hình 9. Xác định nồng độ phát hiện thấp nhất của que thử CT 
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Độ nhạy của que thử đạt được ở các nồng độ thử nghiệm lần lượt là 100 % (nồng độ độc tố từ 

100 ng/mL đến 1 µg/mL) và 96,67 % (nồng độ độc tố 10 ng/mL) (Bảng 1). Do đó, trong nghiên 

cứu này, nồng độ phát hiện thấp nhất của que thử được xác định là 10 ng/mL với độ nhạy 96,67 

%. Kết quả xác định nồng độ phát hiện thấp nhất của que thử CT tương đương với công bố của 

Eiki Yamasaki và cộng sự (2013) [9]. Thời gian phát hiện của que thử là khoảng 10 phút. Trong 

một số nghiên cứu khác, giới hạn phát hiện của một số que thử sắc ký miễn dịch được ghi nhận 

như độc tố SEA, B, C, D, E là 1-5 ng/mL [16], độc tố Stx2 là 25 ng/mL [17], độc tố botulinum là 

25 ng/mL với serotype-A và 10 ng/mL với serotype-B [18].  

          Bảng 1. Kết quả xác định nồng độ phát hiện thấp nhất và độ nhạy của que thử phát hiện CT 

Nồng độ  

thử nghiệm (ng/mL) 
Tổng số lượng  

que thử nghiệm 

Số lượng que thử CT thử nghiệm Độ nhạy 

(%) Kết quả âm tính (-) Kết quả dương tính (+) 

1000 30 0 30 100 

500 30 0 30 100 

100 30 0 30 100 

10 30 1 29 96,67 

5 30 18 12 53,3 

Kết quả xác định độ đặc hiệu của que thử CT cho thấy, 30/30 que cho kết quả âm tính khi thử 

nghiệm với mẫu đệm PBS 1X và các mẫu độc tố SEA, SEB, Stx2 nồng độ 100 ng/mL (Bảng 2). 

Như vậy, trong nghiên cứu này, que thử phát hiện nhanh độc tố CT được xác định có độ đặc hiệu 

100 %, que thử không xảy ra hiện tượng phản ứng chéo với các độc tố SEA, SEB, Stx2. 

Bảng 2. Kết quả đánh giá độ đặc hiệu của que thử phát hiện CT 

Mẫu  
Tổng số lượng 

que thử nghiệm 

Số que thử CT thử nghiệm 

Kết quả dương tính (+) Kết quả âm tính (-) 

Đệm PBS 1 X  15 0 15 

Độc tố SEA 100 ng/mL 5 0 5 

Độc tố SEB 100 ng/mL 5 0 5 

Độc tố Stx2 100 ng/mL 5 0 5 

4. Kết luận 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tối ưu quy trình chế tạo và đánh giá một số đặc tính kỹ 

thuật của que thử phát hiện nhanh CT của vi khuẩn V. cholerae gây bệnh tả với nồng độ tối ưu 

kháng thể phun lên vạch kiểm chứng (AB6789) và vạch thử nghiệm (C01593M) lần lượt là 0,39 

µg/que và 1,2 µg/que; màng cộng hợp có chứa kháng thể C01592M cộng hợp dung dịch hạt vàng 

15 nm được tổng hợp theo phương pháp sinh trưởng hạt. Que thử có khả năng phát hiện CT tinh 

khiết với nồng độ thấp nhất là 10 ng/mL với độ nhạy 96,67 % trong thời gian 10 phút, độ đặc 

hiệu là 100 % và không xảy ra hiện tượng phản ứng chéo với các độc tố khác là SEA, SEB, Stx2. 

Với những kết quả đã đạt được, que thử cho thấy tiềm năng rất lớn để ứng dụng trong kiểm 

nghiệm chất lượng nước, chẩn đoán nguyên nhân gây bệnh ngộ độc do vi khuẩn V. cholerae. 
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