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TÓM TẮT 

Để chế tạo Kit phát hiện nhanh vi khuẩn Streptococcus suis type 2 (S. suis 2), 1,5x10
8 

CFU vi khuẩn S. suis 2 

bất hoạt phối hợp với chất bổ trợ Freund được tiêm cho chuột nhắt trắng Swiss albino để chế tạo kháng thể đa dòng. 

Kháng thể cộng hợp được chế tạo bằng cách kết hợp kháng thể S. suis 2 (360 µg/ml) với dung dịch gold colloid (pH 

8,0). Kết quả nghiên cứu cho thấy nồng độ kháng thể được phủ tại đường kiểm tra thích hợp để  bắt vi khuẩn S. suis  

2 là 2 mg/ml. Kit có độ nhạy và độ đặc hiệu cao, không phản ứng chéo với các loại vi khuẩn E. coli ATCC, P. 

aeruginosa ATCC, S. aureus ATCC và các một số chủng S. suis không phải type 2. Lượng vi khuẩn S. suis 2 tối 

thiểu Kit có thể phát hiện được là 5x10
5 

CFU. Kit sử dụng dễ dàng và có hiệu quả cao trong việc phát hiện S. suis 

type 2. 

Từ khóa: Kit chẩn đoán, Streptococcus suis type 2, kháng thể cộng hợp, chuột nhắt trắng 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
8
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 µg/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
5
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. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh do nhiễm Streptococcus suis gặp Ċ 

hæu hết các loài đûng vêt máu nóng. DĆa vào 

đặc điểm cþa các polysaccharid Ċ lĉp vó bõc vi 

khuèn, vi khuèn liên cæu lợn đāợc xác đðnh có 

35 type huyết thanh. Trong đò, S. suis 2 thāĈng 

gây bệnh Ċ ngāĈi và đûng vêt (Gottschalk et al., 

2007). ĐāĈng lây truyền vi khuèn tĂ lợn sang 

ngāĈi có thể qua vết thāćng Ċ da, đāĈng hô hçp, 

tiếp xúc vĉi máu, dðch tiết Ċ lợn bệnh hoặc qua 

đāĈng ën uøng. 

Để phát hiện vi khuèn S. suis 2, các nhà 

nghiên cău thāĈng sĄ dĀng phāćng pháp 

ELISA, PCR, kết  tþa trên thäch (Okwumabua et 

al., 2003; Smith et al., 1999) hoặc là sĄ dĀng các 

Kit thāćng mäi trên thð trāĈng hiện nay nhā: 

sân phèm Streptococcus suis type 2, PCR Set 
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(MyBioSource), sân phèm Immulex™ 

streptococcus suis kit (SSI Diagnostica). Nhāng 

các phāćng pháp này cò nhāợc điểm là mçt thĈi 

gian và cæn kỹ thuêt viên có kỹ nëng phñng thí 

nghiệm tøt. Trong nhąng nëm gæn đåy, trên thế 

giĉi đã phát triển loäi Kit chèn đoán nhanh dĆa 

trên phāćng pháp síc kí miễn dðch cò đû đặc 

hiệu, đû chính xác cao, không cæn phòng thí 

nghiệm, không cæn thiết bð và kỹ thuêt viên có 

trình đû cao, giúp phát hiện bệnh sĉm, điều trð 

kðp thĈi, giâm thiểu đāợc thiệt häi cho ngāĈi 

chën nuöi và bệnh súc. Xuçt phát tĂ nhąng yêu 

cæu thĆc tế và cć sĊ khoa hõc cþa việc nghiên 

cău, chúng tôi tiến hành nghiên cău Kit phát 

hiện nhanh vi khuèn S. suis 2 gây bệnh Ċ lợn. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Vi khuèn S. suis 2 do Bû môn Miễn dðch hõc 

và Vacxin, Viện Công nghệ sinh hõc - Đäi hõc 

Huế cung cçp (Lê Quøc Việt và cs., 2017). 

Chuût nhít tríng Swiss albino (SA) 10 tuæn 

tuùi, khøi lāợng 30 - 32 g/con đāợc nuôi trong 

chu÷ng nhĆa có lĉp trçu đã hçp khĄ trùng, 

nhiệt đû phòng nuôi duy trì Ċ 25oC. Chuût đāợc 

cho uøng nāĉc vö trüng và ën thăc ën tùng hợp 

AniFood (Viện Vacxin và Sinh phèm y tế). 

Các chçt bù trợ khác nhau dùng trong sân 

xuçt vacxin: Freund's adjuvant (Sigma Aldrich), 

Montanide ISA 201 VG (Seppic, Pháp), 

Montanide ISA 50V2 (Seppic, Pháp). 

Các hóa chçt và vêt dĀng chế täo Kit chèn 

đoán nhanh: Gold colloid 40nm (DCN, Mỹ), đệm 

méu và đệm hút (whatman), sợi thþy tinh 

(whatman), màng nitrocellulose (NC). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Tạo kháng nguyên 

Chþng vi khuèn S. suis 2 thuæn đāợc nuôi 

trong möi trāĈng Todd Hewitt broth (THB) 

trong 7 giĈ, sau đò đāợc thu và tái huyền phù 

vĉi nāĉc cçt vô trùng; cçy lên đïa thäch máu để 

đếm khuèn läc. Phæn vi khuèn còn läi đāợc bçt 

hoät trong 1% formaldehyde Ċ 37oC trong 7 

ngày (Ju et al., 2010). Vi khuèn đã bçt hoät 

đāợc thu và rĄa 3 læn vĉi PBS để loäi bó 

formaldehyde. 

2.2.2. Tạo kháng thể đặc hiệu kháng S. suis 2 

Xác đðnh tính sinh miễn dðch cþa S. suis 2 

bçt hoät đāợc thĆc hiện trên 5 chuût vĉi liều 

tiêm phúc mäc 400 µl hún hợp vi khuèn (1x108 

CFU) và montanide ISA 50V2/chuût. Nhòm đøi 

chăng (5 chuût) đāợc tiêm 400 µl hún hợp PBS 

và montanide ISA 50V2/chuût. Chuût đāợc tiêm 

2 læn cách nhau 14 ngày, lçy máu kiểm tra vào 

ngày thă 19 tính tĂ mÿi tiêm læn 1. 

Xác đðnh lāợng kháng nguyên thích hợp gây 

tøi miễn dðch đāợc thĆc hiện trên 3 nhóm chuût 

SA (4 con/nhòm) đāợc tiêm phúc mäc 400 µl hún 

hợp kháng nguyên và chçt bù trợ montanide 

ISA 50V2. Hàm lāợng kháng nguyên tāćng ăng 

cho 3 nhóm là 2x108 CFU/chuût; 1,5x108 

CFU/chuût và 1x108 CFU/chuût. 

Xác đðnh chçt bù trợ thích hợp đāợc thĆc 

hiện trên ba nhóm chuût SA (4 con/nhóm) vĉi 

liều kháng nguyên đāợc xác đðnh cën că vào kết 

quâ cþa thí nghiệm trên và chçt bù trợ. Các chçt 

bù trợ Freund's adjuvant đāợc sĄ dĀng cho 

nhóm 1 (Freund's adjuvant, complete vào læn 1; 

Freund's adjuvant, incomplete vào læn 2 và 3), 

chçt bù trợ Montanide ISA 201 VG cho nhóm  2 

và Montanide ISA 50V2 cho nhóm 3. 

Sau læn tiêm đæu tiên, tiến hành lçy 100 µl 

máu tĂ tïnh mäch đuöi chuût (1 læn/tuæn) để 

kiểm tra lāợng kháng thể kháng S. suis type 2 

bìng phāćng pháp ELISA gián tiếp. Máu sau 

khi lçy đāợc ly tâm 3.500 vòng/phút trong 10 

phýt để thu lçy huyết thanh. Bâo quân huyết 

thanh chuût Ċ -30oC. 

2.2.3. Phương pháp ELISA gián tiếp 

Phþ đïa vĉi 100 µl hún hợp kháng nguyên vi 

khuèn S. suis 2 bçt hoät đã đāợc pha loãng vĉi 

dung dðch carbonate-bicarbonate buffer (Sigma) 

vĉi n÷ng đû 2,5x107 vi khuèn/ml. Ủ đïa qua đêm 

Ċ 4oC và rĄa khay 3 læn vĉi dung dðch PBS-

Tween 20 (0,5% Tween). Tiếp tĀc block đïa vĉi 

200 µl dung dðch 1% BSA và þ qua đêm täi 4oC. 

RĄa đïa 3 læn vĉi PBS-Tween 20. Cho 100 µl 
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huyết thanh chuût đã đāợc pha loãng 100 læn 

trong dung dðch 1% BSA vào đïa, þ 1 giĈ Ċ nhiệt 

đû phòng. RĄa đïa 5 læn vĉi PBS-Tween 20. Tiếp 

tĀc cho 100 µl anti-mouse IgG HRP (Sigma) vào 

múi giếng và þ 1 giĈ täi nhiệt đû phòng. RĄa đïa 

5 læn vĉi PBS-Tween 20. Nhó 100 µl cć chçt 

OPD vào múi đïa và þ trong tøi 15 phút. Thêm 

50 µl dung dðch ngĂng phân ăng (3M H2SO4) 

vào múi giếng. Đõc kết quâ bìng máy đõc 

ELISA Ċ bāĉc sòng 492 nm theo đề nghð cþa nhà 

sân xuçt cć chçt OPD. 

Méu dāćng tính khi giá trð OD > giá trð giĉi 

hän (Cut off). Giá trð giĉi hän = trung bình OD 

cþa nhòm đøi chăng + (3x Sai sø chuèn cþa 

nhòm đøi chăng) (Classen et al., 1987). 

2.2.4. Chế tạo Kit phát hiện nhanh vi 

khuẩn S. suis type 2 

Kháng thể kháng S. suis 2 trong huyết 

thanh chuût đāợc tinh säch bìng Econo-Pac 

protein A Kit (Bio-Rad) và đðnh lāợng bìng 

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific). 

pH cþa dung dðch Gold colloid thích hợp để 

gín kháng thể vĉi hät vàng nano đāợc xác đðnh 

bìng cách trûn 250 µl dung dðch Gold Colloid (pH 

tĂ 6,5 - 8,5) vĉi 25 µl dung dðch kháng thể kháng 

S. suis type 2 (C = 500 µg/ml), líc nhẹ trong 30 

phýt, sau đò thêm 250 µl dung dðch NaCl 10%. Ủ 

10 phút và quan sát. pH thích hợp để gín là pH 

mà Ċ đò hún hợp dung dðch trên vén gią đāợc 

màu h÷ng tāći. Màu h÷ng tāći đāợc phát hiện Ċ 

bāĉc sóng 520 nm (Paek et al., 2000). 

N÷ng đû kháng thể kháng S. suis 2 tøi āu để 

gín vĉi hät vàng nano vàng trong dung dðch đāćc 

xác đðnh bìng cách trûn 250 µl dung dðch Gold 

colloid vĉi 25 µl dung dðch kháng thể kháng S. 

suis type 2 (0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 

µg/ml ) líc nhẹ trong 30 phýt, sau đò thêm 250 µl 

dung dðch NaCl 10%. Ủ 10 phút và quan sát øng 

có n÷ng đû thçp nhçt không bð đùi tĂ màu h÷ng 

sang màu xanh (đo Ċ bāĉc sóng 520 nm). N÷ng đû 

protein cþa øng đò chính là n÷ng đû protein tøi 

thiểu cæn để gín vĉi gold colloid. 

Kháng thể cûng hợp đāợc chế täo bìng cách 

þ kháng thể kháng S. suis 2, vĉi Gold colloid 

(DCN, 40 nm, Mỹ) vĉi tỷ lệ (1:10, vol/vol) Ċ nhiệt 

đû phñng trong 30 phýt. Sau đò thêm 10% 

albumin huyết thanh bñ (BSA) để cø đðnh các 

phân tĄ đã gín kết. Ly tâm 12.000 vòng trong 

30 phút Ċ 40C, bó dðch nùi. Phæn cặn đāợc rĄa 

bìng hún hợp 10mM Tris-HCl (pH 8,2) chăa 1% 

BSA, 5% sucrose. Sau khi ly tâm bó dðch nùi, 

kháng thể cûng hợp đāợc pha loãng trong 100 µl 

hún hợp rĄa (Chaudhuri et al., 2001). Cuøi cùng 

kháng thể cûng hợp đāợc cho lên giçy thþy tinh 

sợi (glass fiber), phći khö Ċ nhiệt đû phòng qua 

đêm. 

Xác đðnh n÷ng đû kháng thể chuût kháng S. 

suis 2 (kháng thể bít) thích hợp bìng cách phun 

lên màng nitrocellulose (NC) Ċ đāĈng kiểm tra 

vĉi các n÷ng đû khác nhau (1,5; 1,75; 2,0 mg/ml), 

đ÷ng thĈi phun Anti-Mouse IgG antibody 

produced in goat (Sigma-Aldrich, 1 µg/cm) lên 

màng NC Ċ đāĈng đøi chăng bìng máy Biodot 

XYZ3060D0003. Sçy khô màng NC Ċ  500C 

trong 1 giĈ, sau đò ngåm màng NC trong dung 

dðch 50 mM đệm axit boric (pH 8,5) chăa 0,5% 

casein trong 30 phýt. Màng NC đāợc rĄa bìng 

dung dðch 50 mM Tris-HCl (pH 7,4) chăa 0,5% 

sucrose và 0,05% sodium cholate. Phći khö 

màng NC Ċ nhiệt đû phñng qua đêm (Huang et 

al., 2004).  

Líp ráp các thành phæn để täo Kit phát 

hiện nhanh vi khuèn: màng NC (đã đāợc gín 

kháng thể chuût kháng kháng nguyên S. suis 

type 2 và kháng thể dê kháng kháng thể chuût), 

đệm hçp phĀ, đệm kháng thể cûng hợp và đệm 

méu đāợc gín vào các vð trí tāćng thích và cít 

thành tĂng thanh có chiều rûng 4 mm. 

Kiểm tra hoät đûng cþa Kit bìng cách nhó 

lên đệm méu cþa Kit 100 µl dung dðch nuôi vi 

khuèn S. suis 2, sau đò cho thêm 100 µl nāĉc cçt 

vô trùng. Quan sát sĆ xuçt hiện cþa các bëng 

trên màng NC trong 5 - 10 phút. Tçt câ thí 

nghiệm đāợc lặp läi 3 læn. 

Kiểm tra tính đặc hiệu cþa Kit bìng các chþng 

vi khuèn khác: E. coli ATCC, Pseudomonas 

aeruginosa ACTT, Staphylococcus aureus ATCC 

(Viện Công nghệ sinh hõc, Đäi hõc Huế) và mût 

sø chþng vi khuèn S. suis không phâi là type 2 

(Bùi Thð Hiền và cs., 2016). 
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2.2.5. Phân tích số liệu 

Sø liệu thu thêp đāợc tính toán vĉi phæn 

mềm Excel 2003. Sai khác cò ý nghïa (vĉi α = 

0,05) đāợc xác đðnh bìng T-test. 

3. KẾT QUÂ VÀ THÂO LUẬN 

3.1. Kết quả chế tạo kháng thể đặc hiệu 

kháng S. suis 2 

3.1.1. Xác định tính sinh miễn dịch của 

kháng nguyên 

Tính sinh miễn dðch cþa vi khuèn S. suis 2 

bçt hoät đāợc xác đðnh bìng phāćng pháp tiêm 

hún hợp vi khuèn và chçt bù trợ vào phúc mäc 

chuût SA. Sau khi đāợc tiêm kháng nguyên và 

chçt bù trợ 19 ngày tính tĂ mÿi tiêm læn 1, chuût 

đāợc lçy máu để kiểm tra sĆ xuçt hiện kháng thể 

kháng S. suis 2. Hiệu giá kháng thể cþa chuût sau 

khi tiêm vacxin đāợc trình bày Ċ bâng 1. 

Theo del Campo Sepúlveda et al. (1996), 

việc sĄ dĀng kháng nguyên toàn phæn cþa vi 

khuèn S. suis 2 gín bân để xây dĆng Kit Elisa 

cho đû đặc hiệu thçp. Tuy nhiên, trong nghiên 

cău này  cho thçy giá trð OD492 Ċ nhòm đāợc 

tiêm kháng nguyên cao hćn rçt nhiều læn so vĉi 

giá trð tĉi hän (Cut off = 0,180) (Bâng 1), trong 

khi các méu huyết thanh cþa nhòm đøi chăng có 

giá trð OD492 rçt thçp. Theo Ju et al. (2010), việc 

bçt hoät vi khuèn trong 1% formaldehyde trong 

7 ngày Ċ 37oC đã giýp duy trì gøc đāĈng hoặc các 

yếu tø quyết đðnh kháng nguyên cþa vi khuèn 

nên kháng nguyên này cò tính đặc hiệu cao. Do 

vêy, trong nghiên cău này kháng nguyên toàn 

phæn đã đāợc düng để xây dĆng Kit Elisa phát 

hiện kháng thể kháng S. suis 2.  

Bảng 1. Hiệu giá kháng thể của chuột sau tiêm vacxin 

 Chuột thí nghiệm Giá trị OD Mean ± SD 

Nhómđược tiêm 
kháng nguyên 

1 2,321 2,391 ± 0,087 

2 2,333 

3 2,256 

4 2,455 

5 2,232 

Nhóm đối chứng  6 0,135 0,138 ± 0,014 

7 0,159 

8 0,143 

9 0,122 

10 0,132 

Giá trị Cut off : 0,180 
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Lāợng vi khuèn S. suis type 2 bçt hoät đāợc 

sĄ dĀng để gåy đáp ăng miễn dðch khác nhau 

tùy thuûc vào tĂng loäi đûng vêt thí nghiệm. 

Theo Ju et al. (2010), lāợng vi khuèn S. suis 2 

đāợc sĄ dĀng để gåy đáp ăng miễn dðch cho thó 

New Zealand là 8 x 109 CFU/thó, còn theo Jin et 

al. ( 2006), lāợng vi khuèn S. suis 2 bçt hoät để 

gåy đáp ăng miễn dðch cho lợn là tĂ 2-3 x 108 

CFU/lợn.  

Trong quá trình nghiên cău, chuût Ċ nhóm thí 

nghiệm đāợc theo dôi đều an toàn, không có biểu 

hiện bçt thāĈng. Do vêy có thể khîng đðnh tính an 

toàn và khâ nëng sinh đáp ăng miễn dðch cao cþa  

kháng nguyên S. suis type 2 trong nghiên cău này. 

3.1.2. Kết quâ xác định lượng kháng 

nguyên thích hợp cho khâ năng đáp ứng 

miễn dịch ở chuột  SA 

Chuût đāợc lçy máu để xác đðnh hàm lāợng 

kháng thể 1 læn/tuæn sau khi tiêm kháng 

nguyên. Kết quâ đánh giá møi quan hệ giąa liều 

lāợng kháng nguyên và hàm lāợng kháng thể 

qua giá trð OD492 đāợc trình bày Ċ hình 1. 

Kết quâ (Hình 1) cho thçy thçy hàm lāợng 

kháng kháng thể cþa nhòm 1 và 2 cao hćn nhiều 

so vĉi hàm lāợng  kháng thể Ċ nhóm 3. Giá trð 

OD492 trung bình qua 49 ngày theo dõi Ċ nhóm 

đāợc tiêm kháng nguyên vĉi hàm lāợng 2 x 108 

CFU/ chuût là 2,113; Ċ nhóm 2 là 2,111 và nhóm 

3 là 1,890. 

Kháng thể xuçt hiện ngay trong læn tiêm đæu 

tiên, sau đò tëng cao vào læn tiêm thă 2. Sau tiêm 

28 ngày, hàm lāợng kháng thể  giâm so vĉi tuæn 

đæu sau tiêm læn 2, do vêy chuût đāợc gây miễn 

dðch læn 3 là phù hợp. Vào các ngày thă 35; 42 và 

49, hàm lāợng kháng thể tëng cao läi và duy trì ùn 

đðnh. SĆ biến thiên hàm lāợng kháng thể Ċ chuût 

nhít tríng SA đāợc tiêm kháng nguyên S. suis type 

2 bçt hoät cÿng tāćng tĆ nhā sĆ biến thiên kháng 

thể Ċ chuût nhít tríng SA khi đāợc tiêm kháng 

nguyên tái tù hợp CagA cþa vi khuèn Helicobacter 

pylori (Diệp Thế Tài và cs., 2014) và chuût Balb/C 

đāợc tiêm kháng nguyên tiêm mao H7 cþa vi 

khuèn E. coli  (Phäm Thð Tâm và cs., 2011).  

Hàm lāợng kháng thể cþa nhóm 1 và 2 cao 

hćn cþa nhóm 3 (|t| > tα/2). Tuy nhiên, không có 

sĆ sai khác giąa hàm lāợng kháng thể cþa nhóm 

1 và 2 (P < 0,05). Nhā vêy, hàm lāợng kháng 

nguyên thích hợp đāợc để gây miễn dðch cho 

chuût nhít tríng là 1,5 x 108 CFU/chuût. SĆ ânh 

hāĊng cþa n÷ng đû kháng nguyên lên đáp ăng 

miễn dðch cþa chuût nhít tríng SA cÿng đāợc 

Diệp Thế Tài và cs. (2014) ghi nhên khi tiêm 

kháng nguyên CagA cho chuût. 

 

Hình 1. So sánh đáp ứng miễn dịch của chuột được tiêm kháng nguyên  

S. suis type 2 với các liều lượng khác nhau
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3.1.3. Xác định chất bổ trợ thích hợp cho 

khâ năng đáp ứng miễn dịch ở chuột SA 

Theo Robinson et al. (1994), đáp ăng miễn 

dðch cþa đûng vêt không chî phĀ thuûc vào loäi 

kháng nguyên mà còn phĀ thuûc nhiều vào các 

yếu tø nhā: đāĈng tiêm, hàm lāợng kháng 

nguyên và chçt bù trợ. Khi nghiên cău vai trò 

cþa chçt bù trợ đến khâ nëng đáp ăng miễn dðch 

cþa chuût Balb/C đøi vĉi kháng nguyên H7 cþa 

vi khuèn E. coli, Phäm Thð Tâm và cs. (2011) đã 

xác đðnh Freund's và Montanide ISA 70 cho kết 

quâ tøt tāćng tĆ nhau. Trong mût nghiên cău 

cþa Klimka et al. (2015) nhìm xác đðnh chçt bù 

trợ thích hợp cho vacxin phòng chøng vi khuèn 

Staphylococcus aureus, tác giâ cho rìng việc 

chçt bù trợ Montanide ISA 71 VG cho tác dĀng 

tøt hćn chçt bù trợ Freund's. Trong thí nghiệm 

này, 3 chçt bù trợ đāợc sĄ dĀng cho 3 lô thí 

nghiệm là Freund (hoàn toàn và không hoàn 

toàn), Montanide ISA 201 VG và Montanide ISA 

50V2. Kết quâ xác đðnh khâ đáp ăng miễn dðch 

cþa chuût  sau khi đāợc tiêm kháng nguyên vĉi 

các chçt bù trợ khác nhau đāợc trình bày trong 

hình 2. 

Hàm lāợng kháng thể trong 7 ngày đæu sau 

khi gåy đáp ăng miễn dðch læn 1 cþa các nhóm 

chuût không có sĆ sai khác (Hình 2). Tuy nhiên, 

sau læn tiêm thă 2, hàm lāợng kháng thể cþa 

chuût Ċ các nhóm bít đæu thay đùi. Vào ngày 

thă 21, hàm lāợng kháng thể Ċ nhòm 1 đät cao 

nhçt (2,665) và thçp nhçt Ċ nhóm 2 (2,596). 

Có sĆ sai khác hàm lāợng kháng thể Ċ 3 

nhóm chuût (P < 0,05), trong đò nhòm 1 sĄ 

dĀng chçt bù trợ Freund's cho đáp ăng miễn 

dðch tøt nhçt, giá trð OD492 trung bình cþa câ 

giai đoän thí nghiệm là 2,151. Ở nhóm 3, giá 

trð OD492 đät 2,136. Nhóm chuût 2 có hàm 

lāợng kháng thể thçp nhçt (OD492 = 2,101). 

Do vêy, trong thí nghiệm xác đðnh chçt bù trợ 

thích hợp cho quá trình đáp ăng miễn dðch cþa 

chuût nhít tríng, Freund's đāợc lĆa chõn làm 

chçt bù trợ thích hợp, làm tëng khâ nëng đáp 

ăng miễn dðch cþa chuût vĉi kháng nguyên S. 

suis 2 bçt hoät. 

3.2. Kết quả chế tạo Kit phát hiện nhanh vi 

khuẩn S. suis 2 

3.2.1. pH của dung dịch gold colloid và 

nồng độ kháng thể tối thiểu thích hợp 

Trong nghiên cău chế täo Kit chèn đoán 

nhanh, việc xác đðnh pH cþa dung dðch gold 

colloid và n÷ng đû protein tøi thiểu thích hợp 

cho sĆ gín kết giąa hät nano vàng trong dung 

dðch gold colloid và protein là điều quan trõng. 

Múi loäi protein khác nhau có n÷ng đû tøi thiểu 

khác nhau và yêu cæu pH cþa dung dðch gold  

 

Hình 2. Đáp ứng miễn dịch của chuột được tiêm kháng nguyên  

S. suis type 2 phối trộn với các chất bổ trợ khác nhau 
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colloid khác nhau. Trong nghiên cău cþa Ju et 

al. (2010), khi gín kháng thể thó kháng kháng 

nguyên S. suis type 2, tác giâ đã xác đðnh pH 

thích hợp cþa dung dðch gold colloid để gín là 

8,5. pH dung dðch gold colloid 8,5 cÿng đāợc sĄ 

dĀng trong nghiên cău chế täo kit phát hiện 

nhanh đûc tø aflatoxin B1 trong méu thăc ën 

cþa Shim et al. (2007). Kết quâ nghiên cău cþa 

Đinh Thð Bích Lân và cs. (2015) trên kháng thể 

chuût kháng kháng nguyên F4 cþa vi khuèn E. 

coli cÿng đã cho thçy pH gold colloid thích hợp 

để gín là 6,5Trong nghiên cău này kháng thể 

chuût kháng S.suis type 2 đāợc sĄ dĀng để gín 

vĉi hät nano vàng trong dung dðch gold colloid. 

Kết quâ xác đðnh pH cþa dung dðch gold colloid 

và n÷ng đû kháng thể tøi thiểu thích hợp để gín 

kết đāợc trình bày trong hình 3 và 4.  

Kết quâ Ċ hình 3 cho thçy Ċ pH 6,5 và 7,0, 

dung dðch có màu tím nhät, kiểm tra Ċ bāĉc 

sóng A520 thì thçy giá trð < 0. Ở pH 7,5; 8,0 và 

8,5 dung dðch trong øng eppendoft có màu h÷ng 

tāći, kiểm tra Ċ bāĉc sóng A520 thì chî có Ċ pH 

8,0 cho giá trð > 0. Do vêy, pH 8,0 là pH thích 

hợp nhçt cþa dung dðch gold colloid để gín 

kháng thể vào hät nano vàng. 

 

Hình 3. Kết quả xác định pH dung dịch gold colloid thích hợp  

 

Hình 4. Kết quả xác định nồng độ kháng thể thích hợp để gắn với dung dịch gold colloid  
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Quan sát màu Ċ các øng thí nghiệm cho 

thçy Ċ n÷ng đû kháng thể kháng S. suis 2 là 100 

và 200 µg/ml, dung dðch trong øng có màu tím 

h÷ng, đo Ċ bāĉc sóng 520 có giá trð < 0. Ở n÷ng 

đû kháng thể S. suis 2  là 300, 400, 500 và 600 

µg/ml, dung dðch trong øng có màu h÷ng đó, 

kiểm tra Ċ bāĉc sóng 520 cho kết quâ > 0. Vêy 

vĉi thí nghiệm này, n÷ng đû tøi thiểu thích hợp 

đāợc xác đðnh để gín kháng thể kháng S. suis 

type 2 vĉi hät nano vàng là 300 µg/ml. Theo đề 

nghð cþa Ju et al. (2010), lāợng kháng thể đāợc 

sĄ dĀng để gín vĉi hät nano vàng trong dung 

dðch gold colloid nên chõn Ċ tỷ lệ 120% lāợng 

kháng thể xác đðnh đāợc. Do vêy trong các thí 

nghiệm tiếp theo, lāợng kháng thể S. suis type 2 

để gín đāợc sĄ dĀng là 360 µg/ml. 

3.2.2. Nồng độ kháng thể bắt vi khuẩn 

thích hợp 

Để kiểm tra n÷ng đû kháng thể thích hợp 

bít vi khuèn, 100 µl dung dðch chăa 5 x 107 vi 

khuèn S. suis type 2 đāợc đāa vào đệm méu cþa 

các que thĄ đāợc phþ kháng thể kháng S. suis 2 

vĉi các n÷ng đû khác nhau.  

  Kết quâ xác đðnh n÷ng đû kháng thể bít 

thích hợp cho việc sân xuçt Kit chèn đoán đāợc 

thể hiện Ċ hình 5. Sau thĈi gian tĂ 5 - 10 phút, Ċ 

n÷ng đû 1.500 µg/ml, đāĈng kiểm tra đāợc quan 

sát thçy xuçt hiện rçt mĈ, trong khi Ċ n÷ng đû 

1.750 µg/ml có thể quan sát đāợc 2 đāĈng rõ 

ràng, tuy nhiên đāĈng kiểm tra xuçt hiện không 

rô nhā Ċ n÷ng đû kháng thể bít 2.000 µg/ml. Do 

vêy, n÷ng đû thích hợp nhçt để bít vi khuèn S. 

suis type 2 đã đāợc xác đðnh là 2.000 µg/ml. 

3.2.3. Độ nhạy và độ đặc hiệu của Kit 

Để phát hiện đû nhäy cþa Kit, dung dðch 

nuôi chăa 5 x 108 CFU/ml S. suis 2 đāợc pha 

loãng thành các n÷ng đû khác nhau vĉi môi 

trāĈng THB vô trùng. Cho 100 µl dung dðch vi 

khuèn tĂ các øng đã pha loãng cho vào Kit, tiếp 

theo cho 100 µl nāĉc cçt vö trüng để làm säch 

màng NC. Kết quâ cho thçy (Hình 6) Ċ Kit sø 1 

và sø 2 xuçt hiện 2 đāĈng rõ rệt, trong khi Ċ Kit 

sø 3, đāĈng kiểm tra xuçt hiện mût mĈ nhāng cò 

thể quan sát đāợc. Ở Kit sø 4, chî thçy xuçt hiện 

màu Ċ đāĈng đøi chăng. Kết quâ này xác đðnh 

n÷ng đû vi khuèn tøi thiểu trong méu Kit có thể 

phát hiện là 5 x 106 CFU/ml (5 x 105 CFU trong 

100 µl méu). 

Vi khuèn S. suis 2 E. coli ATCC, P. 

aeruginosa ACTT , S. aureus ATCC và các 

chþng S. suis không phâi type 2 đāợc nuôi trong 

möi trāĈng THB Ċ 37oC đāợc thu thêp để kiểm 

tra đû đặc hiệu cþa Kit. Kết quâ (Hình 7) cho 

thçy, chî có vi khuèn S. suis 2 cho kết quâ 

dāćng tính vĉi Kit chèn đoán, cñn vĉi các loäi vi 

khuèn khác đều cho kết quâ âm tính. 

 

Hình 5. Kết quả xác đinh nồng độ kháng thể bắt thích hợp 

Ghi chú: 1: Nồng độ 2.000 µg/ml; 2: nồng độ 1.750 µg/ml; 3: nồng độ 1.500 µg/ml; 4: blank 
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Hình 6. Kết quả xác định độ nhạy của Kit 

Ghi chú: 1: S. suis 2 5 x 108 CFU/ml, 2: S. suis 2 5 x 107 CFU/ml, 3: S. suis 2 5 x 106 CFU/ml, 4: S. suis 2 5 x 105 CFU/ml 

                       

Hình 7. Kết quả xác định độ đặc hiệu của Kit 

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

Kết quâ này thể hiện đû nhäy và đû đặc hiệu 

cao cþa Kit phát hiện nhanh vi khuèn S. suis type 

2. Vĉi phāćng pháp này, Ju et al. (2010) đã sân 

xuçt kháng thể đa dñng tĂ kháng nguyên S. suis 2 

đāợc bçt hoät bĊi 1% Formol trong 7 ngày và đã 

chăng minh kháng thể sinh ra chî phân ăng 

dāćng tính vĉi vi khuèn S. suis 2 và  không kết 

hợp vĉi các chþng vi khuèn liên cæu tĂ type 1 đến 

15 ngoäi trĂ S. suis do 2 chþng này chia sẻ gøc 

đāĈng hoặc các yếu tø quyết đðnh kháng nguyên. 

4. KẾT LUẬN 

Kháng nguyên S. suis type 2 đāợc bçt hoät 

bìng formol 1% cò đû an toàn và tính sinh miễn 

dðch cao đøi vĉi chuût nhít tríng SA. 

Lāợng kháng nguyên thích hợp cho quá 

trình gåy đáp ăng miễn dðch Ċ chuût nhít tríng 

SA là 1,5 x 107 CFU/chuût. 

Chçt bù trợ thích hợp cho sĆ đáp ăng miễn 

dðch cþa chuût SA vĉi kháng nguyên S. suis type 

2 bçt hoät là Freunds. Chçt bù trợ Freund hoàn 

toàn cho læn gåy đáp ăng miễn dðch thă 1 và 

chçt bù trợ Freund không hoàn toàn cho læn gây 

đáp ăng miễn dðch thă 2 và 3. 

N÷ng đû tøi thiểu cþa kháng thể thích hợp 

cho phân ăng kết hợp vĉi dung dðch gold colloid 

pH 8,0 là 360 µg/ml. N÷ng đû kháng thể bít 

kháng nguyên thích hợp để phþ lên màng NC là 

2.000 µg/ml. 

Kít phát hiện nhanh vi khuèn S. suis 2 có 

đû nhäy và đû đặc hiệu cao, không có phân ăng 

chéo vĉi các loäi vi khuèn khác và các chþng S. 

suis  khác. Lāợng vi khuèn tøi thiểu Kit có thể 

phát hiện đāợc là 5 x 105 CFU. 

Đường đối chứng 

Đường kiểm tra 

Đường đối chứng 

Đường kiểm tra 
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