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TOM TAT

D& ché tao Kit phat hién nhanh vi khuan Streptococcus suis type 2 (S. suis 2), 1,5x10° CFU vi khuan S. suis 2
bt hoat phdi hop v&i chét bd trg Freund dwoc tiém cho chudt nhét trdng Swiss albino dé ché tao khang thé da dong.
Khang thé cong hop dwoc ché tao bang cach két hop khang thé S. suis 2 (360 pg/ml) véi dung dich gold colloid (pH
8,0). Ké&t qua nghién clru cho thay ndng dd khang thé dwoc phi tai dweng kiém tra thich hop dé bat vi khuén S. suis
2 la 2 mg/ml. Kit c6 d6 nhay va do dac hiéu cao, khong phan *rng chéo véi cac loai vi khudn E. coli ATCC, P.
aeruginosa ATCC, S. aureus ATCC va cac mot sb ching S. suis khéng phai type 2. Luwong vi khudn S. suis 2 téi
thidu Kit cé thé phat hién dwoc la 5x10° CFU. Kit st dung dé dang va co hiéu quéa cao trong viéc phat hién S. suis
type 2.

T khoa: Kit chan doan, Streptococcus suis type 2, khang thé cong hop, chudt nhét trang Swiss albino

Development of Kit for Fast Identification of Streptococcus suis type 2 in Pig

ABSTRACT

To develop immunochromatographic strips for direct detection of the Streptococcus suis type 2 (S. suis 2)
antigen, 1,5x10°CFU of inactivated S. suis 2 mixed well with Freund’s adjuvant was injected to Swiss albino mice to
produce polyclonal antibodies. Then, the S. suis 2 polyclonal antibody (360 pg/ml) was mixed with gold colloid
solution (pH 8.0) to create colloidal gold probe. The results indicated that the optimal concentration of capture
antibodies in test lane was 2 mg/ml. The Kit had high sensitivity and specificity and no cross-reaction with E. coli
ATCC, P. aeruginosa ATCC , S. aureus ATCC or other strains of S. suis. The detection sensitivity was found to be
as high as 5x10°CFU. In conclusion, the Kit is easy for the use and highly efficient for S. Suis type 2 detection.

Keywords: Diagnostic kit, Streptococcus suis type 2, colloidal gold probe, Swiss albino mice.

ngudi c6 thé qua vét thuong & da, dusng ho hap,
tiép xtc v6i mau, dich tiét 6 lon bénh hoic qua

1. DAT VAN DE

Bénh do nhiém Streptococcus suis gip 0 dudng an udng.
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hau hét cac loai dong vat mau noéng. Dua vao Dé phat hién vi khuan S. suis 2, cac nha

dac diém cta cac polysaccharid & 16p vé boc vi
khuédn, vi khuén lién ciu lgn dude xac dinh c6
35 type huyét thanh. Trong dé6, S. suis 2 thudng
giy bénh & ngudi va dong vat (Gottschalk et al.,
2007). Puong lay truyén vi khuén tit lgn sang

26

nghién c@u thuong st dung phuong phéap
ELISA, PCR, két tua trén thach (Okwumabua et
al., 2003; Smith et al., 1999) hoic 1a st dung cac
Kit thuong mai trén thi truéng hién nay nhu:
san phidm Streptococcus suis type 2, PCR Set
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(MyBioSource), san phidm Immulex™
streptococcus suis kit (SSI Diagnostica). Nhung
cac phuong phap nay c6 nhude diém 1a mat thoi
gian va can k§ thuat vién c¢6 k§ ning phong thi
nghiém tot. Trong nhiing ndm gan day, trén thé
gi6i da phéat trién loai Kit chdn doan nhanh dua
trén phuong phap sic ki mién dich c¢6 do dac
hiéu, d6 chinh xac cao, khéng cdn phong thi
nghiém, khong can thiét bi va ky thuat vién cé
trinh d6 cao, giip phat hién bénh sém, diéu tri
kip thoi, giam thiéu dugc thiét hai cho ngusi
chan nudi va bénh sic. Xuit phat ti nhiing yéu
cAu thuc t& va co sd khoa hoc ctia viéc nghién
ctu, ching t6i tién hanh nghién ctu Kit phat
hién nhanh vi khuén S. suis 2 gay bénh & lgn.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu nghién ctru

Vi khuén S. suis 2 do B6 moén Mién dich hoc
va Vacxin, Vién Coéng nghé sinh hoc - Dai hoc
Hué cung cap (Lé Qudc Viét va cs., 2017).

Chuét nhét tring Swiss albino (SA) 10 tuan
tudi, khéi lugng 30 - 32 glcon dude nubdi trong
chudng nhua c6 16p tradu da hap khi trung,
nhiét d6 phong nudi duy tri ¢ 25°C. Chudt duge
cho uéng nude vo trung va an thic an téng hop
AniFood (Vién Vacxin va Sinh pham y té).

Céc chét bd trg khac nhau dung trong san
xuat vacxin: Freund's adjuvant (Sigma Aldrich),
Montanide ISA 201 VG (Seppic, Phap),
Montanide ISA 50V2 (Seppic, Phap).

Cac hoéa chat va vat dung ché tao Kit chan
doan nhanh: Gold colloid 40nm (DCN, M¥), dém
miu va dém hut (whatman), s¢i thay tinh
(whatman), mang nitrocellulose (NC).

2.2. Phuong phap nghién citu

2.2.1. Tao khang nguyén

Chung vi khuén S. suis 2 thuan dudc nudi
trong méi truong Todd Hewitt broth (THB)
trong 7 gio, sau d6 dugc thu va tai huyén phu
v6i nuéc cdt vo trang; cdy 1én dia thach mau dé
dém khuén lac. Phan vi khuén con lai dugc bat
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hoat trong 1% formaldehyde ¢ 37°C trong 7

ngay (Ju et al, 2010). Vi khudn da bat hoat
duge thu va rtia 3 ldn véi PBS dé loai bd
formaldehyde.

2.2.2. Tao khang thé diic hiéu khang S. suis 2

Xac dinh tinh sinh mién dich cua S. suis 2
bat hoat dudc thuc hién trén 5 chudt véi liéu
tiém phic mac 400 pl hén hgp vi khuén (1x10°
CFU) va montanide ISA 50V2/chudt. Nhom déi
chiing (5 chuét) dugc tiém 400 ul hén hop PBS
va montanide ISA 50V2/chuét. Chuét dudge tiém
2 1an cach nhau 14 ngay, 14y mau kiém tra vao
ngay thd 19 tinh ti mi tiém l1an 1.

Xac dinh lugng khang nguyén thich hgp gay
t61 mién dich dudc thuc hién trén 3 nhém chudt
SA (4 con/nhém) dugce tiém phic mac 400 pl hén
hop khang nguyén va chat b tré montanide
ISA 50V2. Ham lugng khang nguyén tucong Gng
cho 3 nhém la 2x10® CFU/chuot; 1,5x10%
CFU/chudt va 1x10® CFU/chuot.

Xac dinh chét bé trg thich hgp duge thuc
hién trén ba nhém chuét SA (4 con/nhém) véi
liéu khang nguyén dugc xac dinh cin ci vao két
qua cta thi nghiém trén va chét bé trg. Cac chat
b6 tr¢ Freund's adjuvant dugc st dung cho
nhém 1 (Freund's adjuvant, complete vao lan 1;
Freund's adjuvant, incomplete vao 1an 2 va 3),
chét b6 trg Montanide ISA 201 VG cho nhém 2
va Montanide ISA 50V2 cho nhém 3.

Sau lan tiém dAau tién, tién hanh 14y 100 pl
mau tit tinh mach duéi chuét (1 lan/tudn) dé
kiém tra lugng khang thé khang S. suis type 2
bing phuong phap ELISA gian tiép. Mau sau
khi 14y dugc ly tdm 3.500 vong/phut trong 10
phit dé thu 14y huyét thanh. Bdo quan huyét
thanh chu6t 6 -30°C.

2.2.3. Phuong phip ELISA gizn tiép

Phu dia v6i 100 ul hén hop khang nguyén vi
khuén S. suis 2 b4t hoat d& dudc pha lodng véi
dung dich carbonate-bicarbonate buffer (Sigma)
v6i néng d6 2,5x107 vi khudn/ml. U dia qua dém
6 4°C va rtia khay 3 lan vé6i dung dich PBS-
Tween 20 (0,5% Tween). Tiép tuc block dia véi
200 pl dung dich 1% BSA va 1 qua dém tai 4°C.
Rtia dia 3 1an véi PBS-Tween 20. Cho 100 ul
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huyét thanh chudt da dugc pha lodng 100 lan
trong dung dich 1% BSA vao dia, t 1 gid 6 nhiét
do phong. Ruia dia 5 1an véi PBS-Tween 20. Tiép
tuc cho 100 pl anti-mouse IgG HRP (Sigma) vao
mobi giéng va u 1 gid tai nhiét d6 phong. Ria dia
5 1an v6i PBS-Tween 20. Nho 100 pl co chat
OPD vao mbi dia va 1 trong t6i 15 phit. Thém
50 pl dung dich ngiing phan tng (3M H,SO,)
vao mbi giéng. Poc két qua bing may doc
ELISA 4 budc séng 492 nm theo dé nghi cia nha
san xudt cd chat OPD.

MAu duong tinh khi gia tri OD > gia tri gi6i
han (Cut off). Gia tri giéi han = trung binh OD
cia nhém ddi ching + (3x Sai s6 chudn cua
nhém ddi chiing) (Classen et al., 1987).

2.24. Ché tao Kit phat hién nhanh vi
khudn S. suis type 2

Khang thé khang S. suis 2 trong huyét
thanh chudt dudc tinh sach bing Econo-Pac
protein A Kit (Bio-Rad) va dinh luong béng
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific).

pH cta dung dich Gold colloid thich hgp dé
gin khang thé véi hat vang nano dude xac dinh
béng cach tron 250 pl dung dich Gold Colloid (pH
tit 6,5 - 8,5) v6i 25 pl dung dich khang thé khang
S. suis type 2 (C = 500 pg/ml), 1ic nhe trong 30
phit, sau d6 thém 250 pl dung dich NaCl 10%. U
10 phut va quan sat. pH thich hgp dé gén 1a pH
ma 6 d6 hén hgp dung dich trén van git dudc
mau hong tuoci. Mau héng tuoci duge phat hién &
bude séng 520 nm (Paek et al., 2000).

Néng do khang thé khang S. suis 2 t6i uu dé
gan véi hat vang nano vang trong dung dich dudc
xac dinh bang cach tron 250 pl dung dich Gold
colloid v6i 25 pl dung dich khang thé khang S.
suis type 2 (0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600
pg/ml ) lic nhe trong 30 phit, sau d6 thém 250 pl
dung dich NaCl 10%. U 10 phit va quan sat ong
¢6 nong d6 thap nhét khong bi d6i tit mau hong
sang mau xanh (do & bude séng 520 nm). Nong do
protein ctia 6ng d6 chinh 1a néng do protein téi
thiéu can dé gén véi gold colloid.

Khéang thé cong hop dude ché tao bing cach
4 khang thé khang S. suis 2, v6i Gold colloid
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(DCN, 40 nm, My) véi ty 1& (1:10, vol/vol) § nhiét
dd phong trong 30 phat. Sau d6 thém 10%
albumin huyét thanh bo (BSA) dé c¢6 dinh cac
phan té da gin két. Ly tam 12.000 vong trong
30 phut & 4°C, bd dich néi. Phan cian dude rua
bing hén hop 10mM Tris-HCI (pH 8,2) chiia 1%
BSA, 5% sucrose. Sau khi ly tdm bé dich néi,
khang thé céng hgp dude pha lodng trong 100 pl
hén hop ria (Chaudhuri et al., 2001). Cudi cung
khang thé cong hgp dudc cho 1én gidy thuy tinh
soi (glass fiber), phoi khé & nhiét d6 phong qua
dém.

Xac dinh néng d6 khang thé chudt khang S.
suis 2 (khang thé bét) thich hgp bing cach phun
lén mang nitrocellulose (NC) ¢ dudng kiém tra
v6i cac néng @6 khac nhau (1,5; 1,75; 2,0 mg/ml),
dong thoi phun Anti-Mouse IgG antibody
produced in goat (Sigma-Aldrich, 1 pg/cm) 1én
mang NC ¢ dudng d6i chiing bing may Biodot
XYZ3060D0003. Say kho mang NC 6 50°C
trong 1 gic, sau d6 ngdm mang NC trong dung
dich 50 mM dém axit boric (pH 8,5) chiia 0,5%
casein trong 30 phit. Mang NC dudc rtia bang
dung dich 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) chta 0,5%
sucrose va 0,05% sodium cholate. Phoi kho
mang NC 6 nhiét do phong qua dém (Huang et
al., 2004).

Lip rap cac thanh phan dé tao Kit phat
hién nhanh vi khudn: mang NC (d&@ dudc gin
khang thé chudt khang khang nguyén S. suis
type 2 va khang thé dé khang khang thé chuot),
dém hap phu, dém khang thé cong hop va dém
mau dude gin vao cac vi tri tuong thich va cét
thanh tung thanh cé chiéu rong 4 mm.

Kiém tra hoat dong cua Kit bing cach nhd

lén dém mau ctua Kit 100 ul dung dich nuéi vi
khuén S. suis 2, sau d6 cho thém 100 ul nuéc cat
vb tring. Quan sat su xuit hién cta cic bang
trén mang NC trong 5 - 10 phut. Tat ca thi
nghiém dugc lip lai 3 1an.
Kiém tra tinh d#c hiéu cta Kit bing cac ching
vi khudn khéac: E. coli ATCC, Pseudomonas
aeruginosa ACTT, Staphylococcus aureus ATCC
(Vién Coéng nghé sinh hoc, Dai hoc Hué) va mot
s6 chung vi khuén S. suis khong phai 1a type 2
(Bui Thi Hién va cs., 2016).
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3 P\ Dém khang thé
conghop g ,ong déi chiing

l Pém hép phu

Dong chay
cliamau

Budng kiém tra

2.2.5. Phéan tich sé liéu

S6 liéu thu thap dugc tinh todn véi phan
mém Excel 2003. Sai khac c¢6 § nghia (véi a =
0,05) dugc xac dinh bang T-test.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua ché tao khang thé dic hiéu
khang S. suis 2

3.1.1. Xic dinh tinh sinh mién dich cta
khang nguyén

Tinh sinh mién dich cta vi khudn S. suis 2
b4t hoat dugc xac dinh biang phuong phap tiém
hén hop vi khudn va chét b8 trg vao phic mac
chudt SA. Sau khi dugc tiém khang nguyén va
chét b6 tro 19 ngay tinh ti mai tiém 1an 1, chuédt
duge 14y mau dé kiém tra su xuét hién khang thé

—

T

Mang
Nitrocellulose

khang S. suis 2. Hiéu gi4 khang thé ctia chudt sau
khi tiém vacxin duge trinh bay & bang 1.

Theo del Campo Sepulveda et al. (1996),
viéc st dung khang nguyén toan phan cua vi
khuén S. suis 2 gén ban dé xay dung Kit Elisa
cho @6 dac hiéu thap. Tuy nhién, trong nghién
ctiu nay cho thay gia tri OD492 6 nhém dudc
tiém khang nguyén cao hon rat nhiéu lan so véi
gi tri t6i han (Cut off = 0,180) (Bang 1), trong
khi cac mAu huyét thanh cia nhém d6i ching c6
gia tri OD,g, rat thap. Theo Ju et al. (2010), viéc
b4t hoat vi khuén trong 1% formaldehyde trong
7 ngay 6 37°C da gitp duy tri gdc duong hoic cac
yéu t6 quyét dinh khang nguyén cta vi khuén
nén khang nguyén nay c6 tinh déc hiéu cao. Do
vay, trong nghién ctu nay khang nguyén toan
phan da duge dung dé xay dung Kit Elisa phat
hién khang thé khang S. suis 2.

Bang 1. Hiéu gia khang thé ctia chudt sau tiém vacxin

Chudt thi nghiém

Gia tri OD Mean + SD

Nhémduworc tiém 1
khang nguyén

Nhém déi chirng

© ©® N o oA W N

-
o

Gia tri Cut off : 0,180

2,321 2,391 + 0,087

2,333
2,256
2,455
2,232
0,135 0,138 + 0,014

0,159
0,143
0,122
0,132
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Luong vi khuén S. suis type 2 b4t hoat dugc
st dung dé gay dap tGng mién dich khac nhau
tiy thudc vao tung loai dong vat thi nghiém.
Theo Ju et al. (2010), lugng vi khudn S. suis 2
duge st dung dé gay dap tng mién dich cho thé
New Zealand 1a 8 x 10° CFU/thd, con theo Jin et
al. (2006), lugng vi khuén S. suis 2 bat hoat dé
gay dap tng mién dich cho lon 1a tir 2-3 x 108
CFU/lgn.

Trong qua trinh nghién ctiu, chudét § nhém thi
nghiém dugc theo doi déu an toan, khong c6 biéu
hién bat thudng. Do vay ¢6 thé khing dinh tinh an
toan va kha ning sinh dap ting mién dich cao caa
khang nguyén S. suis type 2 trong nghién ctu nay.

3.1.2. Két qua xac dinh Iluong khang
nguyén thich hop cho kha ning dap itng
mién dich &6 chuét SA

Chudt duge 14y mau dé xac dinh ham lugng
khang thé 1 lan/tudn sau khi tiém khang
nguyén. Két qua danh gia méi quan hé giiia liéu
luong khang nguyén va ham lugng khang thé
qua gia tri OD,g, dugc trinh bay & hinh 1.

Két qua (Hinh 1) cho thay thay ham lugng
khang khang thé ctia nhém 1 va 2 cao hon nhiéu
so v6i ham lugng khang thé ¢ nhém 3. Gia tri
OD,,, trung binh qua 49 ngay theo déi 6 nhém

dugc tiém khang nguyén v6i ham lugng 2 x 10°
CFU/ chuét 12 2,113; 6 nhém 214 2,111 va nhém
31a 1,890.

Khang thé xuit hién ngay trong 1an tiém dau
tién, sau d6 ting cao vao lan tiém thid 2. Sau tiém
28 ngay, ham luong khang thé gidm so véi tudn
dau sau tiém 1an 2, do vay chudt dugc gy mién
dich 14n 3 1a phu hgp. Vao cac ngay tht 35; 42 va
49, ham lugng khang thé ting cao lai va duy tri 6n
dinh. Su bién thién ham lugng khang thé & chudt
nhit tring SA dugc tiém khang nguyén S. suis type
2 bat hoat cling tuong tu nhu su bién thién khang
thé & chudt nhit tring SA khi dude tiém khang
nguyén tai t6 hop CagA ctia vi khuén Helicobacter
pylori (Diép Thé Tai va cs., 2014) va chudt Balb/C
dudc tiém khang nguyén tiém mao H7 cua vi
khuén E. coli (Pham Thi Tam va cs., 2011).

Ham lugng khang thé cia nhém 1 va 2 cao
hon ctia nhém 3 (|t| > ty,). Tuy nhién, khéng c6
su sai khéc gitia ham luong khang thé ciia nhém
1 va 2 (P < 0,05). Nhu vay, ham lugng khang
nguyén thich hop dude dé gy mién dich cho
chudt nhit trang 1a 1,5 x 10° CFU/chudt. Su anh
hudng ctia nong d6 khang nguyén lén dap tng
mién dich ctia chudt nhit tring SA ciing dudc
Diép Thé Tai va cs. (2014) ghi nhan khi tiém
khang nguyén CagA cho chuét.

0D492
3
25 F IR o I o
2
E Nhém 1
1 OO Nhém 2
1.5 N B Nhém 3
1
0.5
0 T T T T T
0 7 21 28 35 42 49 Ngay sau tiém

Hinh 1. So sanh dap @ing mién dich ctia chu6t dugc tiém khang nguyén

S. suis type 2 véi cac liéu lugng khac nhau
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3.1.3. Xac dinh chit bé trg thich hop cho
kha ning dap ting mién dich & chuét SA

Theo Robinson et al. (1994), dap ting mién
dich ctia dong vat khong chi phu thudc vao loai
khang nguyén ma con phu thudc nhiéu vao cac
yéu t6 nhu: duong tiém, ham lugng khéang
nguyén va chét bd trg. Khi nghién ctu vai tro
ctia chét bé trg dén kha ning dap ting mién dich
ctia chudt Balb/C d6i véi khang nguyén H7 cta
vi khuén E. coli, Pham Thi Tam va cs. (2011) da
x4c dinh Freund's vA Montanide ISA 70 cho két
qua tét tuong tu nhau. Trong mdt nghién ctu
cta Klimka et al. (2015) nhdm xac dinh chit bo
trg thich hgp cho vacxin phong chéng vi khuén
Staphylococcus aureus, tac gia cho ring viéc
ch&'t b6 tr¢ Montanide ISA 71 VG cho tac dung
t6t hon chit bé trg Freund's. Trong thi nghiém
nay, 3 chit b trg duge st dung cho 3 16 thi
nghiém la Freund (hoan toan va khéng hoan
toan), Montanide ISA 201 VG va Montanide ISA
50V2. K&t qua xac dinh kha dap ting mién dich
cia chudt sau khi dudc tiém khang nguyén véi
cac chét bd tro khac nhau dude trinh bay trong
hinh 2.

Ham luong khang thé trong 7 ngay dau sau
khi gay dap ting mién dich 1an 1 ctia cac nhém
chuot khéng ¢6 su sai khac (Hinh 2). Tuy nhién,
sau lan tiém thd 2, ham luong khang thé cua

0D492

chudt 6 cac nhém bit dau thay déi. Vao ngay
thd 21, ham lugng khang thé & nhém 1 dat cao
nhit (2,665) va thap nhat 6 nhém 2 (2,596).

C6 su sai khac ham lugng khang thé & 3
nhém chudt (P < 0,05), trong d6 nhém 1 su
dung chdt bd tro Freund's cho dap tGng mién
dich t6t nhat, gia tri OD492 trung binh cua ca
giai doan thi nghiém la 2,151. O nhém 3, gia
tri OD492 dat 2,136. Nhém chuot 2 c¢6 ham
luong khang thé thap nhat (0OD492 = 2,101).
Do vay, trong thi nghiém xac dinh chét bé tro
thich hop cho qua trinh dap ting mién dich cua
chuét nhét tring, Freund's dugc lya chon lam
chat bé trg thich hop, lam ting kha ning dap
ting mién dich ctia chudt véi khang nguyén S.
suis 2 bat hoat.

3.2. Két qua ché tao Kit phat hién nhanh vi
khuén S. suis 2

3.2.1. pH cua dung dich gold colloid va
néng dé khéang thé téi thiéu thich hop
Trong nghién ctu ché tao Kit chdn doan
nhanh, viéc xac dinh pH ctia dung dich gold
colloid va néng do protein t6i thiéu thich hop
cho su gén két giita hat nano vang trong dung
dich gold colloid va protein 1la diéu quan trong.
MB&i loai protein khac nhau c6 ndng do t6i thiéu
khac nhau va yéu cau pH cta dung dich gold

3
2.5 ]
2
0 Nhém 1
1.5 E3 ,
O Nhém 2
1 B Nhom 3
0.5
0 T T T T T 1

0 7 21 28

35 42 49 Ngay sau tiém

Hinh 2. Pap ting mién dich cta chuét dugc tiém khang nguyén

S. suis type 2 phéi tron véi cac chat bd trg khac nhau
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colloid khac nhau. Trong nghién ctiu cta Ju et
al. (2010), khi gén khang thé thd khang khang
nguyén S. suis type 2, tac gia da xac dinh pH
thich hop ctia dung dich gold colloid dé gén 1a
8,5. pH dung dich gold colloid 8,5 ciing dugc st
dung trong nghién ctu ché& tao kit phat hién
nhanh déc t6 aflatoxin B1 trong mau thtc &n
cua Shim et al. (2007). K&t qua nghién ciiu cua
Pinh Thi Bich Lan va cs. (2015) trén khang thé
chu6t khang khang nguyén F4 cta vi khuédn E.
coli cting da cho thay pH gold colloid thich hgp
dé gén 1a 6,5Trong nghién ctu nay khang thé
chudt khang S.suis type 2 dudc st dung dé gén

v61 hat nano vang trong dung dich gold colloid.
Két qua xac dinh pH ctia dung dich gold colloid
va nong d6 khang thé t6i thidu thich hop dé gén
két dugc trinh bay trong hinh 3 va 4.

Két qua & hinh 3 cho thay 6 pH 6,5 va 7,0,
dung dich ¢6 mau tim nhat, kiém tra & budc
séng A520 thi thay gia tri < 0. O pH 7,5; 8,0 va
8,5 dung dich trong 6ng eppendoft c6 mau hong
tuoi, kiém tra ¢ budc séng A520 thi chi c6 6 pH
8,0 cho gia tri > 0. Do vay, pH 8,0 1a pH thich
hop nhét cta dung dich gold colloid dé gén
khang thé vao hat nano vang.
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Hinh 3. K&t qua xac dinh pH dung dich gold colloid thich hgp
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Hinh 4. K& qua xac dinh nong dé khang thé thich hop dé gin véi dung dich gold colloid
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Quan sat mau & cac ong thi nghiém cho
thdy 6 néng d6 khang thé khang S. suis 2 1a 100
va 200 pg/ml, dung dich trong 6ng c6 mau tim
héng, do & bude séng 520 c¢6 gia tri < 0. O ndng
d6 khang thé S. suis 2 1a 300, 400, 500 va 600
ng/ml, dung dich trong éng c6 mau héng do,
kiém tra & budc séng 520 cho két qua > 0. Vay
v6i thi nghiém nay, néng do t6i thiéu thich hop
duge x4c dinh dé gdn khang thé khang S. suis
type 2 v6i hat nano vang 1a 300 pg/ml. Theo dé
nghi ctia Ju et al. (2010), luong khang thé duge
st dung dé gin véi hat nano vang trong dung
dich gold colloid nén chon & ty 1& 120% lugng
khang thé xac dinh dude. Do vay trong cac thi
nghiém tiép theo, lugng khang thé S. suis type 2
dé gén duge st dung 1a 360 pg/ml.

3.2.2. Nong dé khing thé bit vi khuan
thich hop

Pé kiém tra néng d6 khang thé thich hop
bét vi khuén, 100 pl dung dich chia 5 x 107 vi
khuédn S. suis type 2 dude dua vao dém mau cta
cac que thi duge pht khang thé khang S. suis 2
véi cac nong do khac nhau.

Két qua x4c dinh ndng d6 khang thé bit
thich hop cho viée san xudt Kit chidn doan dudc
thé hién ¢ hinh 5. Sau thoi gian tit 5 - 10 phut, &
nong d6 1.500 pug/ml, duong kiém tra dude quan
sat thay xuat hién rat md, trong khi 6 nong do

) R

1 2 3

:

i i
12 17

€

\

1
e

R

1.750 pg/ml c¢6 thé quan sat duge 2 dudng rd
rang, tuy nhién duong kiém tra xuét hién khong
rd nhu 6 nong d6 khang thé bit 2.000 pg/ml. Do
vay, nong do thich hgp nhét dé bét vi khuén S.
suis type 2 da duge xac dinh 1a 2.000 pg/ml.

3.2.3. D¢ nhay va dé déic hiéu cua Kit

Dé phat hién d6 nhay cua Kit, dung dich
nudi chia 5 x 10% CFU/ml S. suis 2 dudc pha
lodng thanh cac néng d6 khac nhau véi méi
truong THB vo trung. Cho 100 pl dung dich vi
khuén ti cac 6ng da pha loang cho vao Kit, tiép
theo cho 100 pl nude cdt vo trung dé lam sach
mang NC. Két qua cho thay (Hinh 6) J Kit s6 1
va s6 2 xuit hién 2 duong rd rét, trong khi 6 Kit
6 3, duong kiém tra xudt hién moét ms nhung c6
thé quan sat duge. O Kit s8 4, chi thay xuat hién
mau & dudng déi chiing. K&t qua nay xac dinh
nong do vi khuén t6i thiéu trong mau Kit c6 thé
phat hién 14 5 x 10° CFU/ml (5 x 10° CFU trong
100 pl mau).

Vi khudn S. suis 2 E. coli ATCC, P.
aeruginosa ACTT , S. aureus ATCC va cac
chting S. suis khong phai type 2 dude nudi trong
méi trusng THB 6 37°C duge thu thap dé kiém
tra d6 dac hiéu cua Kit. K&t qua (Hinh 7) cho
thdy, chi ¢6 vi khudn S. suis 2 cho két qua
duong tinh véi Kit chan doan, con véi cac loai vi
khuén khac déu cho két qua 4m tinh.

R )
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e

Duong kiém ra

Hinh 5. K&t qua xac dinh nong d6 khang thé bit thich hgp

Ghi chii: 1: Nong do 2.000 ug/ml; 2: néng dé 1.750 ug/ml; 3: néng dé 1.500 ug/ml; 4: blank
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Hinh 6. K&t qua xac dinh dé nhay cua Kit

Ghi chi: 1: S. suis 2 5 x 10° CFU/ml, 2: S. suis 2 5 x 10’ CFU/ml, 3: S. suis 2 6 x 10° CFU/ml, 4: S. suis 2 5 x 10° CFU/ml
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Hinh 7. K&t qua xac dinh d6 dac hiéu cua Kit

Ghi chi: 1: S. suis 2, 2: E. coli ATCC, 3: P. aeruginosa ACTT, 4: S. aureus ATCC:; 5, 6, 7. S. suis (khéng phai type 2)

Két qua nay thé hién d6 nhay va do dac hiéu
cao cua Kit phat hién nhanh vi khuén S. suis type
2. V6i phuong phéap nay, Ju et al. (2010) da san
xudt khang thé da dong tit khang nguyén S. suis 2
dugc bat hoat béi 1% Formol trong 7 ngay va da
chiing minh khang thé sinh ra chi phan tng
duong tinh véi vi khuén S. suis 2 va khong két
hop véi cac chung vi khuén lién cau tit type 1 dén
15 ngoai tri S. suis do 2 chung nay chia sé goc
duong hoic cac yéu t6 quyét dinh khang nguyén.

4. KET LUAN

Khang nguyén S. suis type 2 dugc bat hoat
bang formol 1% c6 d¢ an toan va tinh sinh mién
dich cao ddi véi chudt nhat trang SA.

Lugng khang nguyén thich hgp cho qua
trinh gay dap tng mién dich & chudt nhit tring
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SAla 1,5 x 10’ CFU/chudt.

Ch4t bé trg thich hop cho su dap tng mién
dich ctia chudt SA véi khang nguyén S. suis type
2 bt hoat 1a Freunds. Chét b6 trg Freund hoan
toan cho 1an gay dap ting mién dich tha 1 va
ch&'t bé trg Freund khong hoan toan cho 14n gay
dap ting mién dich thi 2 va 3.

Néng d6 téi thiéu ctia khang thé thich hop
cho phan ting k&t hop véi dung dich gold colloid
pH 8,0 1a 360 pg/ml. Nong do khang thé bit
khang nguyén thich hop dé pht 1én mang NC 1a
2.000 pg/ml.

Kit phat hién nhanh vi khudn S. suis 2 c6
d6 nhay va do dic hiéu cao, khong c6 phan tng
chéo véi céc loai vi khuéin khac va cac ching S.
suis khac. Lugng vi khuén t6i thiéu Kit c6 thé
phat hién dudc 1a 5 x 10° CFU.
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