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Abstract: In this study, the electrochemical immunosensor for detecting Newcastle disease virus
using the chicken egg yolk antibodies (1gY) was developed. The developed immunosensor was built
into a three-electrode system consisting of two gold electrodes (a working electrode and a counter
electrode) and a quasi-reference Ag/AgCl electrode. The IgY antibodies against Newcastle disease
virus were immobilized on the working electrode (immunosensor) and the effect of the antibody
concentration and virus incubation time on the output signal of the immunosensors was investigated.
The investigation results show that when the antibody concentration was 60 pg/mL and the virus
incubation time was 1 hour, the output signal of the immunosensors reached its maximum value
(Alpeak = 0.1602). The detection limit of the sensors was 102 EID50/mL (EID50: 50% Empryo
Infective Dose) at 25 °C. There was a good linear relationship between the Alyea and the logarithm
of the virus Newcastle concentration in the range from 102 to 108 EID50/mL. The linear equation is
Algeak = 0.0280logN — 0.00368 with the correlation coefficient of R? = 0.9972.

Keywords: Electrochemical immunosensor, IgY antibody, Newcastle Disease virus (NDV),
microchamber

* Corresponding author.
Email address: luyen.tranthi@hust.edu.vn

https://doi.org/10.25073/2588-1140/vnunst.5005
34



T.T. Luyen et al. / VNU Journal of Science: Natural Sciences and Technology, Vol. 36, No. 4 (2020) 34-41 35

n cttu cac yéu td anh hudng dén tin hiéu ra cia cam bién

Nghién
mién dich di¢n hda phat hi¢n virus Newcastle trén co s6
khang thé 1gY chiét xuat truc tiép tir tring ga
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Tom tat: Cam bién mién dich dién hoa phét hién virus Newcastle dwoc phat trién trén co s¢ khang
thé 1gY chiét xuat truc tiép tir tring ga thay vi sir dung khang thé 1gG tinh ché véi qui trinh tach
chiét phirc tap doi hoi chi phi cao va thoi gian dai. Hé ba dién cuc bao gom hai dién cuc vang (dién
cuc lam viéc, dién cuc dbi) va dién cuc so sanh thay thé Ag/AgCl duoc thiét ké, ché tao va tich hop
vGi mot binh phan tng mini. Khang thé IgY khang virus Newcastle duoc ¢ dinh 1én trén bé mat
dién cyc lam viéc (cam bién mién dich). Cac yéu té anh huong dén tin hiéu ra cua cam bién mién
dich dién héa tich hop binh phan tmg mini da ché tao duoc tap trung nghién ctu sir dung phuwong
phép CV (Cyclic Voltammetry). Két qua cho thay, khi ndng d6 khang thé dwoc cé dinh 1a 60 pg/mL,
thoi gian bét cap khang thé - virus 1a 1 gio, tin hiéu dau ra cia cam bién dat gia tri cuc dai (Alpeak =
0,1602). Gigi han phét hién caa cam bién la 102 EID50/mL (EID50: 50% Empryo Infective Dose -
Liéu nhidm trung trén phdi) tai 25 °C. Cam bién dat tuyén tinh tét trong khoang ham luong virus
Newcastle tir 102 dén 108 EID50/mL v&i phuong trinh lién hé: Alpeax = 0,0280logN — 0,00368 va R?

=0,9972.

Tir khéa: cam bién mién dich dién hoa, khang thé 1gY, virus Newcastle, binh phan @ng mini.

1. Mé dau

Cam bién sinh hoc da va dang chting minh
dugc kha ning ung dung phong pha trong rat
nhiéu linh vuc, dic biét 1a trong phat hién virus
gay bénh, chan doan 1am sang, giam st moi
truong, kiém soét an toan thyc pham,... [1]. Cam
bién sinh hoc la thiét bi tich hop c6 kha ning
cung cap thong tin phan tich dinh lwgng hodc ban
dinh lugng dac trung, bao gom mot phan tu nhan
biét sinh hoc (bioreceptor) két hop truc tiép voi
mot phan tir chuyén doi (transducer). Chat duoc
gan trén bo phan chuyén dbi duoc goi 1a “phan
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tir do/phan tir nhan biét sinh hoc”, chat can phan
tich trong mau duoc goi la “phan tir dich”.

Nguyén 1y hoat dong ciia cam bién sinh hoc
la dya trén cac phan tng ddc hi¢u: khang nguyén
- khang thé (cam bién mién dich), lai hoa DNA
(cam bién DNA) hodc enzym - co chét (cam bién
enzyme). Trén co s& cac phan ung dic hiéu nay,
phan tir nhan biét sinh hoc gitr vai tro do tim doi
tuong dich trong mau phén tich va phan tir
chuyén ddi gitr vai tro chuyén doi tuong tac sinh
hoc thanh tin hi¢u dién hoa, quang, nhiét,... sau
d6 dua qua bo phan xtr ly tin hiéu va hién thi két
qua do.
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Cam bién mién dich, mot loai cam bién sinh
hoc, hoat dong trén co sé phan ung dic hi¢u
khang nguyén - khang thé, 14 mot trong nhitng
thiét bi c6 kha nang (g dung hiéu qua trong phat
hién céc bénh truyén nhidm do virus néi chung
v6i nhitng wu diém: thoi gian phét hién nhanh,
dd nhay va @6 chon loc cao, thao tac mau dé dang
[2,3]. Trong nghién ctru trude caa ching toi, cam
bién mién dich dién hda tich hop binh phan tng
mini di duoc ché tao va thir nghiém trong phat
hién virus Newcastle. Khang thé lgY khang
virus Newcastle chiét xuat truc tiép tir tring ga
da duoc ¢ dinh thanh cong 18n trén bé mat dién
cuc vang (cam bién mién dich) thay vi sir dung
khang thé IgG tinh ché véi qui trinh tach chiét
phtec tap doi hoi chi phi cao va thoi gian dai. Két
qua thtr nghiém bude dau cho thay cam bién c6
phan tng tuong d6i tét va dic hiéu véi virus
Newcastle [4]. Trong nghién ciru nay, cac yéu to
anh huong dén tin hiéu dau ra ciia cam bién phat
hién virus Newcastle trén co s& khang thé IgY
chiét xuét truc tiép tir trizng ga tiép tuc duoc khao
sat nham tim ra nhing diéu kién t6i wu gitip nang
cao do nhay cua cam bién. Bdng thoi, giéi han
phat hién va khoang tuyén tinh cua cam bién
mién dich dién hoa da ché tao ciing 1a nhing
thong s dugc tap trung nghién cau.

2. Thuc nghiém
2.1. Héa chat

Protein A, BSA (Bovine Serum Albumin) va
dém phét phéat PBS (pH = 7,4) duoc cung cap boi
Sigma (Hoa Ky). GA (Glutaraldehyde) do
Prolabo (Phap) san xuat. Cac héa chat phu trg
nhu KCI, Na: 99,9 %, KsFe(CN)s va KaFe(CN)s
déu dat chuan phan tich.

Khang thé 1gY khang khang nguyén virus
Newcastle ching M dugc cung cép bai cong ty
¢6 phan cong nghé sinh hoc thi'y BTV (Biotech-
Vet), nha may san xuit thuc thd y tai Bién
Giang, Ha Péng, Ha Noi, Viét Nam. Vacxin
Newcastle (virus vo hoat) hé 1, ching M dugc
cung cap bai cong ty co phan dugc va vat tu tha
y Hanviet, Viét Nam, luu gitt ¢ -15 °C trudc khi
su dung.

2.2. Thiét ké va ché tao hé dién cuc tich hop binh
phan #ng mini

Hé dién cuc duoc thiét ké va ché tao bao gom
ba dién cuc: dién cuc lam viéc (WE)/cam bién
mién dich (c6 dinh khang nguyén, khang thé);
dién cuc dbi (CE); va dién cyc tham chiéu (so
sanh) (RE). Hai dién cyc vang WE va CE dugc
tich hgp Ién trén cung mot chip, Hinh la. Kich
thudc cua chip 1a 12 x 3,6 mm, duong kinh cta
WE la 1 mm, dién tich cia WE la: nR? =n0,5% =
0,785 mm2 Trong thiét ké nay, dién tich CE 16n
hon ciia WE khoang 5 lan.

BIOMAT
e CE
- .- WE

(a) (b)

Hinh 1. (a): Hai dién cuc vang tich hgp (WE va CE);
(b): Binh phan &tng mini: (1)- Dién cuc so sanh
Ag/AgCI, (2)-bién cuc vang, (3)-PDMS
(Polydimethylsiloxane), (4)-dé thay tinh.

Dién cuc so sanh thay thé Ag/AgCl duoc
ché tao bang cach nhing day Ag vao dung dich
FeCl;0,1 M trong 3 phit nham tao ra mot 16p
mudi AgCl phu trén day Ag. Sau d6, dién cuc
duoc rira sach nhiéu 1an bang nudce khir ion va
duoc 1am kho bang dong khi N,. Bién cuc so
sanh thay thé Ag/AgCl duoc ché tao vai kich
thudc rat nho gon (dudng kinh 1 mm, chiéu dai
10 mm). Thiét ké nay cho phép ghép ndi voi
mét binh phan tng mini ¢ thé tich nho dao
dong tur 100 pL téi 1 mL, cho phép thuc hién
cac phép do vai lugng mau rat nho, dong thoi
dam bao do chinh x4c cao, Hinh 1b.

2.3. Co dinh khang thé trén bé mat cam bién

Bé mat dién cuc vang trude tién dugc lam
sach bang dung dich K2Cr,0+/H,S0, (bdo hoa),
duoc hoat hoa dién hoa trong dung dich H.SO4
0,5 M bang k¥ thuat dién héa quét thé tuan hoan
véi dién &p tir -0,5 V dén 1 V, téc do quét 50
mV/s cho dén khi CV dic trung 6n dinh. Sau do,
dién cuc vang dugc u voi 20 pL dung dich PrA
(1 mg/mL) & nhiét &6 phong trong 2 gid, tiép tuc
dugc 1 vai 20puL dung dich GA 5% (30 phdt,
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nhiét d6 phong), cudi cung, dién cuc duoc 1 Voi
20 pL khéng thé (60 pg/mL) & 4 °C trong 3 gio.
Sau khi khang thé duoc cé dinh Ién bé mat dién
cuc, 20 pL BSA 1% duoc st dung dé khoa phi
cac vi tri khéng dac hiéu (30 phdat, nhiét do
phong). Sau mdi budc ¢ dinh, dién cuc déu
dugc rira sach bang nuéc khir ion va dugc siy
khé bang khi N2 nham loai bo nhitng phan tu
khong tuong tac hodc twong tac yéu.

2.4. Phat hién virus (bdt hogt) sir dung cam bién
mién dich dién héa

Mau virus chuan duoc sir dung va pha lodng
trong dung dich dém PBS (ndng d6 0,01 M va
gia tri pH = 7,4). 20 pL virus bat hoat Newcastle
dugc nho 1én trén dién cuc ¢ nhiét @6 phong
trong 1 gio. Sau do, dién cuc duoc rira véi nudc
khir ion dé loai bo nhiing phan tir dich khong
tuong tac hodc tuong tac yéu. Qua trinh do CV
(Cyclic Voltammetry) dugc thuc hién trén hé
dién héa EC301 tir Stanford Research Systems.

3. Két qua va thao luan

3.1. Anh hudng ciia nong dg khang thé
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Binh di¢n hoa st dung ba dién cuc: dién cuc lam
viéc (WE) 1a dién cuc cam bién mién dich/virus,
dién cuc d6i (CE) 1a dién cuc Au tich hop va dién
cuc so sanh (RE) 1a dién cuc so sénh thay thé
Ag/AgCl, Hinh 1b. Dung dich dién li gom
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 0,03, KCI 0,1 M, khoang
quét thé tir-0,2 ¢én 0,5 V va tdc d6 quét 25 mV/s.
Tir cac duong CV thyuc nghiém cé thé xac dinh
dugc gia tri dong cuc dai lpeak va Alpeak theo cac
codng thure sau [5]:

Ipeak = Ip,a - Ip,c €9)
Al _ Ipeak(o) - Ipeak(i) (2)
peak Ipeak(o)

Trong d6: Inea(0) 1a dong cuc dai cua dién
cuc Au/PrA/GA/Ab/BSA (cam bién mién dich);
lpea(i) 1a dong cuc dai cua dién cuc
Au/PrA/GA/Ab/BSA/Ag  (cam bién mién
dich/virus Newcastle).
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Hinh 2. Buong CV cua dién cuc: (a): cam bién mién dich va (b): cam bién miénodich/virgs Newcastle trong dung
dich KsFe(CN)e/KaFe(CN)s 0,03 M, KC1 0,1 M khi thay doi nong do khang thé dugc co dinh trén be mat cam
bién: (A): 20 pg/mL, (B): 30 pg/mL, (C): 40 pg/mL, (D): 50 pg/mL va (E): 60 pg/mL.
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Anh huong cia nong do khang thé dén tin
hiéu dau ra cua cam blen mien dich dugc khao
sat bang cach thay doi nong d6 khéang thé duoc
o dinh trén bé mat cam bién. Sau d6, thyc hién
cac phép do CV trong dung d1Ch dién i
KaFe(CN)s/KsFe(CN)s 0,03 M, KCI 0,1 M, téc
do quet 25 mV/s, khodng thé quét tir -0,2 V dén
0,5 V doi vei cac cam bicn truéc va sau khi cam
bién duwoc ngam trong dung dich virus 10°
EID50/mL (PBS, pH = 7,4), thoi gian 1 gio.
Hinh 2 biéu dién cac duong CV cua dién cuc:

(a): cam bién mién dich va (b): cam bién mién
dich/virus  Newcastle trong dung dich
KsFe(CN)e/KsFe(CN)s 0,03 M, KCI 0,1 M khi
thay doi nong do khang thé duogc ¢d dinh trén bé
mat cam bién: (A): 20 pg/mL, (B): 30 pg/mL,
(C): 40 pg/mL, (D): 50 pg/mL va (E): 60 pg/mL.

Tir cac duong CV thyc nghiém, c6 thé tinh
toan dé thu duoc CAC gid tri lpeak va Alpeak theo cac
cong thue (1) va (2), Bang 1.

Bang 1. CAC gid trj lpa, Ip.c, Ipeak VA Alpeak thu duoc tir két qua do CV doi véi cac dién cuc cam bién mién dich va
cam bién mién dich/virus Newcastle khi thay d6i nong d6 kh&ng thé duogc c6 dinh trén bé mit cam bién

Dién cyc Crnangthé (Mg/mL) pa (LA) lpc (HA) Ipeax (HA) Alpeak
Cam bién 20 58,58 -53,63 112,21
Cam bién/Virus 20 50,68 -48,03 98,71 0,1203
Cam bién 30 56,60 -56,92 113,52
Cam bién/Virus 30 50,02 -48,71 98,73 0,1303
Cam bién 40 55,96 -56,60 112,56
Cam bi€n/Virus 40 47,71 -48,70 96,41 0,1435
Cam bién 50 57,28 -56,60 113,88
Cam bién/Virus 50 49,69 -46,68 96,37 0,1538
Cam bién 60 56,91 -55,96 112,87
Cam bién/Virus 60 47,39 -47,39 94,78 0,1602
0.17 - nay dugc giai thich 1a do khi nong d6 khang thé
16 tang, s6 lugng khéng thé duoc c6 dinh higu qua
' A trén bé mat cam bién s& tang 1én, nhor do, 1am
0.15.] tang xac suét bat cap vai virus dac hiéu trong
% dung dich.
= 0144 Trong nghién ctru nay, khang thé dugc st
dung 1am phan tir do cho cam bién mién dich 1a
0131 khang thé khang virus Newcastle dugc chiét xuat
0124 truc tlep tir trimg ga va ndong do 60 pg/mL 1a gia
tri nong d6 khang thé cao nhat (dung dich khang
0.11 r v r . . thé duoc cung cip bai nha san xudt, khi chua pha
20 30 40 S0 80 lodng). Do do6, gia tri nong do khang thé 60
Cinang the (ng/mL) ng/mL s& duge lya chon cho nhimg thi nghiém

Hinh 3. Anh huong cua nong do khang thé (dugc cb
dinh trén be mét cam bien) dén gia tri Alpeax Cua cam
bién mién dich

Hinh 3 biéu dién anh huong cua nong do
khang thé dén tin hiéu dau ra cuia cam bién mién
dich (Alea). Nhan thay, khi nong d6 khéng thé
tang tir 20 pg/mL dén 60 pg/mL, tin higu dau ra
ctia cam bién mién dich (Alpea) ting 1én. Két qua

tiép sau.

3.2. Anh huong cua thoi gian bt cap khang thé
- virus

Anh huéng cua thoi gian bét cip khang thé -
virus dén tin hiéu dau ra caa cam bién mién dich
dugc khao sat sir dung cac cam bién da duogc cb
dinh khang thé nong d6 60 pg/mL va thay ddi
thoi gian ngdm cam bién trong dung dich virus
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10° EID50/mL (PBS, pH = 7,4). Sau do, thuc
hién cac phép do CV trong dung dich dién li
KaFe(CN)s/KsFe(CN)s 0,03 M, KCI 0,1 M, téc
do quét 25 mV/s, khoang thé quét tir -0,2 V dén
0,5 V ddi véi cac cam bién trudc va sau khi cam
bién dugc ngam trong dung dich virus. Hinh 4A
biéu dién cac duong CV cua dién cuc: (a): cam

50
40
304 >0

02 01 00 01 02 03 04 05
uvl

bién mién dich va (b-f): cam bién mién
dich/virus  Newcastle trong dung dich
KsFe(CN)s/K4Fe(CN)s 0,03 M, KCI 0,1 M khi
thay doi thoi gian bat cap khang thé - virus: (b):
15 phat, (c): 30 phat, (d): 45 phat, (e): 90 phat
va (f): 60 phat.

0 20 40 60 80 100
Thei gian bét cap khang thé - virus

Hinh 4. (A): Puong CV cia dién cuc: (a): cam bién mién dich va (b-f): cam bién mién dich/virus Newcastle
trong dung dich KsFe(CN)s/KaFe(CN)s 0,03 M, KCI 0,1 M khi thay doi thoi gian bét cap khang thé - virus: (b):
15 phat, (c): 30 pht, (d): 45 pht, (e): 90 phat va (f): 60 phat; (B): Anh huong cua thoi gian bét cap khang thé -

virus dén gia tri Alpeak caa cam bién mién dich

Tir cac duong CV thyuc nghiém, cé thé tinh
toan dé thu dwoc CAC gid tri lpeak va Alpeak theo cac
cong thirc (1) va (2), Bang 2. Hinh 4B biéu dién
anh huong cua thoi gian bat cap khang thé - virus
dén gié tri Aleak caa cam bién mién dich. Nhan
thay, khi thoi gian bat cap khang thé - virus 12 tir
5 dén 15 phdt, tin hiéu dau ra caa cam bién mién
dich (Alpea) thip va gan nhu khong thay d6i. Khi
tang thoi gian bat cap khang thé - virus tir 15 dén
60 phut, tin hiéu dau ra cua cam bién tang 1én va

dat gia tri cuc dai (Alpeak = 0,1602) twong ung voi
thoi gian bat cap khang thé - virus 1a 60 phat.
Tuy nhién, néu tiép tuc tang thoi gian bat cap
khéang thé - virus 1&n 90 phut thi tin hi¢u dau ra
ctia cam bién mién dich ciing khong ting 1én nira.
Nhu vay, khoang thoi gian 60 phit 1a di dé cac
lien két dac hiéu giira virus va khang thé duogc
thiét 1ap. Do do, thoi gian bat cap khang thé -
virus la 60 phat sé dugc lya chon cho céc thi
nghiém tiép sau.

Bang 2. Cac giatri lpa, Ipc, lpeak va Alpeak thu duoc tir két qua do CV ddi véi céc dién cuc cam bién mién dich va
cam bién mién dich/virus Newcastle khi thay ddi thoi gian bit cap khang thé - virus

Dién cuc lpa (HA) lpe (HA) Ipeak (LA) Alpeak

Cam bién 56,71 -55,51 112,22

Cam bién/virus Newcastle
15 phut 55,52 -54,10 109,62 0,0232
30 phat 51,27 -52,50 103,77 0,0753
45 phat 50,18 -48,25 98,43 0,1229
60 phut 46,45 -47,79 94,24 0,1602
90 phut 49,69 -48,19 97,88 0,1278
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3.3. Ddc trung tin hiéu twong tdc virus-khang thé

Hinh 5A biéu dién cac duong CV cua dién
cuc: (a): cam bien mien dich va (b-f): cam bién
mién dich/virus Newcastle trong dung dich

014 , 0)
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30 ] (b-): cam bién/virus
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KaFe(CN)s/KsFe(CN)s 0,03 M, KCI 0,1 M, téc
d6 quét 25 mV/s khi thay doi ham lugng virus
Newcastle: (b):10> EID50/mL, (c): 103
EID50/mL, (d): 10* EID50/mL, (e): 10°
EID50/mL va (f): 10° EID50/mL.

0.18 -

0.16 4
Alpeak = 0,0280l0gN - 0,00368

R?= 0,9972

0.08 -

0.06 -

0.04 T T T T T
2 3 4 5 6
Ham luong virus Newcastle (log EID50/mL)

Hinh 5. (A): Buong CV cua dién cyc: (a): cam bién mién dich va (b-f): cam bién mién dich/virus Newcastle
trong dung dich KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 0,03 M, KC1 0,1 Mkhi thay d6i ham luong virus Newcastle; (B):Sy thay
d6i tin hiéu dau ra caa cam bién mién dich (Alpea) phu thudc vao ham lwong virus Newcastle (log EID50/mL)

Bang 3. Cac giatri lpa, lpc, lpeac va Alpeak thu duoc tir
két qua do CV dbi vm cac dién cuc cam bién mién
dich va cam bién mién dich/virus Newcastle khi thay
ddi ham lugng virus Newcastle

Pién cuc lp.a (HA)[Ip.c (MA)| Tpeax (HA) | Alpeax

Cam bién 56,39 | -57,01 | 113,40

Cam bién/virus Newcastle
102 EID50/mL | 55,20 | -52,49 | 107,69 |0,0504
10% EID50/mL | 51,88 | -52,20 | 104,08 |0,0822
10* EID50/mL | 51,56 | -49,35| 100,91 |0,1101
10° EID50/mL | 49,77 | -47,98 | 97,75 10,1380
108 EID50/mL | 46,75 | -48,28 | 95,03 |0,1620

Tir cac dudng CV thuc nghiém c6 thé tinh
dugc cac gia tri lpeak va Alpeak theo cac cong thurc
(1) va (2) twong tng va&i cdc ham luong virus
Newcastle khac nhau, Bang 3. Hinh 5B la duong
chuan biéu dién méi quan h¢ gitra tin hiéu dau ra
ctia cam bién mién dich (Alpea) va ham luong
virus Newcastle (logelD50/mL). Hinh 5B cho
thdy giGi han phét hién caa cam bién mién dich
la 10?EID50/mL virus Newcastle. Cam bién

mién dich dién hoa dat tuyén tinh tét trong
khoang ham luong virus Newcastle tir 102 dén
10° EID50/mL véi phuong trinh lién hé la: Alpea
= 0,0280logN — 0,00368 va binh phuong hé s
twong quan (R?) dat 0,9972.

4. Két luan

H¢ ba dién cuc st dung PRE Ag/AgCl da
dugc thiét ké, ché tao va ghép néi véi mot binh
phan &g mini, gidp thu nho hé théng phan tich
va giam luong mau tiéu thu. Khang thé IgY
khang virus Newcastle chiét xuét truc tiép tur
tring ga (do Biotech-Vet cung cap) duoc ¢ dinh
lam phan tir do cho cam bién mién dich thay vi
sir dung khéang thé IgG tinh ché véi qui trinh tach
chiét phirc tap doi hoi chi phi cao va thoi gian
dai. Cam bién mién dich tich hop binh phan ng
mini dugc ung dung trong phat hién virus
Newcastle str dung phuong phap CV. Khi ndng
d6 khang thé duoc ¢ dinh 14 60 ug/mL, thoi gian
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bat ciap khang thé - virus 1 1 gio, tin hiéu dau ra
ctia cam bién dat gié tri cuc dai (Alpeak = 0,1602).
Gioi han phat hién cua cam bién l1a 102
EID50/mL tai 25 °C. Cam bién dat tuyén tinh tét
trong khoang ham lugng virus Newcastle tir 102
dén 10° EID50/mL voi phuong trinh lién hé:
Alpea= 0,0280logN — 0,00368 va R? = 0,9972.
Nghién ctru c6 tinh mdi va mo ra kha nang ing
dung nhiam dap tmg mot nhu cau cap thiét hién
nay 1a nhu cu phat hién nhanh gia cim bi bénh
dé nhanh chong ngin ngira bung phat dich, giam
thiéu thiét hai trong chan nuoi.

Loi cam on

~Nghién ctru nay dugc tai trg boi Quy Phat
trién khoa hoc va cong ngh¢ Quoc gia
(NAFOSTED) trong d¢ tai ma s6 104.03-2019.
19.
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