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immunochromatographic strip 

(ICS) was developed for the 

detection of antibody against 

Streptococcus suis serotype 2 

(SS2). Colloidal gold particles 

labeled with staphylococcal 

protein A (SPA), which can 

bind to the FC fragment of 

mammalian immunoglobulin, 

were used as the detector 

reagent. The capsular 

polysaccharide (CPS) of SS2 

and affinity-purified IgG from a 

healthy naive pig were 

immobilized on test and control 

regions of a nitrocellulose 

membrane, respectively.  

The ICS was used to 1) detect 

anti-CPS antibody in 14 sera 

taken from 4 SS2-infected pigs,  

 

24 sera from pigs 

hyperimmunized with SS2, and 

68 sera from pigs inoculated or 

infected with bacteria other than 

SS2;  

 

2) determine anti-CPS antibody 

titers (hiệu giá kháng thể, hàm 

lượng kháng thể) of 20 positive 

sera for comparison with 

enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA); and  

3) detect anti-CPS antibody in 

226 clinical sera taken from 

diseased pigs also for 

comparison with ELISA. An 

ELISA used as a reference test 

determined the specificity and 

sensitivity of the ICS to be 

97.1% and 86.3%, respectively. 

There was excellent agreement 

between the results obtained by 

ELISA and the ICS (kappa = 

chúng tôi thiết kế một que thử 

sắc ký miễn dịch (ICS) để phát 

hiện kháng thể chống lại 

Streptococcus suis serotype 2 

(SS2). Các hạt vàng dạng keo 

gắn protein tụ cầu A (SPA) 

(protein này có thể liên kết với 

mảnh FC của immunoglobulin ở 

động vật có vú) được dùng như 

một chất phát hiện. Lớp vỏ 

polysaccharide (CPS) của SS2 

và IgG tinh sạch ái lực từ lợn 

khỏe mạnh được thụ động hóa 

lần lượt trên các vùng xét 

nghiệm và vùng kiểm chứng của 

màng nitrocellulose.  

 

ICS được dùng để 1)phát hiện 

kháng thể kháng CPS trong 14 

mẫu huyết thanh lấy từ 4 con lợn 

nhiễm SS2,  

24 mẫu huyết thanh từ các con 

lợn được tăng cường miễn dịch 

bằng SS2, và 68 mẫu huyết 

thanh từ các con lợn được tiêm 

hoặc nhiễm các vi khuẩn khác 

ngoài SS2;  

2) Xác định hiệu giá kháng thể 

kháng CPS của 20 mẫu huyết 

thanh dương tính để so sánh với 

xét nghiệm hấp thụ miễn dịch 

liên kết với enzyme (ELISA); và  

 

3) phát hiện kháng thể kháng 

CPS trong 226 mẫu huyết thanh 

lâm sàng được lấy từ các con lợn 

bệnh cũng nhằm mục đích so 

sánh với ELISA. ELISA được 

dùng như một xét nghiệm chuẩn 

đã xác định được độ đặc hiệu và 

độ nhạy của ICS lần lượt là  

97,1% và 86,3%. Kết quả thu 

được từ ELISA và ICS hoàn toàn 

phù hợp nhau   (kappa = 0.843). 



0.843). Additionally, there was 

strong agreement between the 

results of bacterial isolation 

from pig tonsils and ICS test 

(kappa = 0.658). Because it is 

rapid and easy to use, the test is 

suitable for the serological 

surveillance of SS2 at farms. 

 

Introduction 

Streptococcus suis is a common 

pathogenic micro-organism and 

can cause a variety of clinical 

diseases in swine, including 

meningitis, pneumonia, 

endocarditis, polyserositis, and 

arthritis.4,13 Based on the 

capsular polysaccharide (CPS) 

antigens of S. suis, 35 serotypes 

or capsular types (type 1 to 34 

and type 1/2) have been 

characterized.12 S. suis 

serotype (SS2) is most 

commonly associated with 

severe disease and is the 

serotype most frequently 

isolated from pigs.8,23 

S. suis is also an important 

zoonotic agent for humans and 

can be transmitted from pigs to 

humans mainly by infecting 

open wounds. In humans, SS2 

has been identified as a 

causative agent of meningitis,3 

septicemia,7 and 

endocarditis11,20 and can lead 

to permanent hearing loss.17 An 

outbreak associated with SS2 in 

Ziyang county, Sichuan 

province, People’s Republic of 

China, in the summer of 2005 

resulted in the infection of 215 

people, with 38 fatalities. Most 

of the cases were associated 

Thêm vào đó, cũng có sự phù 

hợp rất tốt giữa kết quả phân lập 

vi khuẩn từ amiđan lợn và xét 

nghiệm ICS (kappa = 0,658). 

Bởi vì phép xét nghiệm nhanh và 

dễ sử dụng, nên nó thích hợp cho 

việc giám sát huyết thanh học 

SS2 tại các nông trại. 

 

Giới thiệu 

Streptococcus suis là một vi sinh 

vật gây bệnh phổ biển và gây ra 

nhiều loại bệnh lâm sàng khác 

nhau ở lợn, bao gồm viêm màng 

não, viêm phổi, viêm nội mạc 

tiêm, và viêm khớp. Dựa trên các 

kháng nguyên lớp vỏ 

polysaccharide (CPS) của S. 

suis, chúng tôi đã nghiên cứu đặc 

điểm của 35 kiểu huyết thanh 

hoặc các kiểu vỏ (loại 1 đến 34 

và loại ½). Kiểu huyết thanh S. 

suis (SS2) có mối quan hệ mật 

thiết với những loại bệnh nghiêm 

trọng và là kiểu huyết thanh 

được phân lập thường xuyên 

nhất từ lợn. 

S. suis cũng là một tác nhân 

nguy hiểm truyền bệnh từ lợn 

sang người do lây nhiễm qua các 

vết thương hở. Ở người, SS2 

được xác định là tác nhân gây 

viêm màng não, nhiễm trùng 

huyết, và viêm nội mạc tim và có 

thể dẫn đến mất thính lực vĩnh 

viễn. Một trận dịch do SS2 gây 

ra ở huyện Tử Dương, tỉnh Tứ 

Xuyên, Cộng hòa Nhân dân 

Trung Hoa, vào Mùa hè năm 

2005 làm 215 người mắc bệnh, 

trong đó có 38 ca tử vong. Đa số 

các trường hợp đều bị viêm 

màng não hoặc bị hội chứng sốc 

do nhiễm độc liên cầu khuẩn. 



with meningitis or streptococcal 

toxic shock syndrome.19 

Crowding, poor ventilation, 

sudden weather changes, 

mixing, relocation, 

immunization, and the presence 

of concurrent infections (nhiễm 

trùng đồng thời, nhiễm trùng 

cùng lúc) could predispose pigs 

to SS2 infection and 

morbidity.17 It has been 

suggested that S. suis is an 

opportunistic bacterium of 

pigs.18 Therefore, 

serosurveillance may be useful 

in determining the infection 

status and can play an important 

role in the control of 

streptococcosis in pigs. 

In this study, an 

immunochromatographic strip 

(ICS) with high sensitivity and 

specificity was successfully 

developed for the detection of 

swine antibodies against CPS of 

SS2. The test is rapid, easy to 

use, and suitable for the 

serological surveillance of SS2 

infection. 

Materials and methods  

Bacteria strains and cultures 

 

SS2 strain SCZY05 was 

isolated from the liver and 

spleen of a pig that had died of 

meningitis/septicemia during 

the SS2 outbreak in human and 

pigs in Ziyang County, China, 

in August 2005. Five grams of 

liver/spleen tissue in 10 ml of 

sterile physiological saline were 

homogenized in a sterile grinder 

and centrifuged at 1000 X g for 

10 minutes. Fifty microliters of 

 

 

Mật độ dày đặc, thời tiết thay đổi 

thất thường, sự pha trộn thức ăn, 

di dời, tiêm chủng, và nhiễm 

trùng đồng thời có thể làm cho 

lợn nhiễm SS2 và mắc bệnh. 

Cũng theo một số nghiên cứu, S. 

suis là một loại vi khuẩn cơ hội 

của lợn. Do đó, giám sát huyết 

thanh có thể có ích trong việc 

xác định trạng thái nhiễm bệnh 

và đóng vai trò quan trọng trong 

quá trình kiểm soát 

streptococcosis ở lợn. 

 

 

 

 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

đã tiến hành chế tạo thành công 

que thử sắc ký miễn dịch (ICS) 

với độ nhạy và độ đặc hiệu cao 

để phát hiện các kháng kể chống 

lại CPS của SS2 ở lợn. Phép xét 

nghiệm này nhanh, dễ sử dụng 

và thích hợp để giám sát huyết 

thanh quá trình nhiễm SS2. 

 

Vật liệu và phương pháp 

Các chủng vi khủng và quá trình 

nuôi cấy 

SS2 chủng SCZY05 được phân 

lập từ gan và lá lách của lợn chết 

do viêm màng não/nhiễm trùng 

huyết trong trận dịch SS2 ở 

người và lợn tại huyện Tử 

Dương, Trung Quốc vào tháng 

Tám năm 2005. Năm gam mô 

gan/lá lách trong 10 ml nước 

muối sinh lý tiệc trùng được trộn 

đều bằng máy xay vô trùng và 

quay ly tâm ở 1000 X g trong 10 

phút. Năm mươi micro lít chất 



the supernatant was transferred 

to a tryptic soy agara plate 

containing 5% sheep blood and 

spread with a bent glass rod. 

After incubation for 20 hours 

under aerobic conditions at 

370C, the colonies showing 

hemolysis were selected for 

further identification. An 

isolate, numbered SCZY05, was 

confirmed as SS2 by Gram 

staining and polymerase chain 

reaction (phản ứng chuỗi trùng 

hợp, phản ứng khuếch đại gen) 

assays for amplification of 

specific genes, including 

glutamate dehydrogenase (gdh), 

capsular synthesis gene 2J 

(cps2J), muramidase-released 

protein (mrp), extracellular 

protein factor (epf), and 

hemolysin (sly), were carried 

out as described,14,16,22,24 as 

well as agglutination tests with 

specific rabbit antisera.1 

The other 2 strains of SS2, LT-

01 and LT-02, isolated from a 

pig without any clinical 

symptoms and a pig that died 

from septicemia, respectively, 

were supplied by the Veterinary 

Hospital at Huazhong 

Agricultural University 

(HZAU). Strain 050412 of S. 

suis type 1 was isolated in the 

author’s laboratory in 2005. 

Strains C55138 and C55162 of 

S. suis group C were provided 

by the China Institute of 

Veterinary Drug Control. 

 

All strains were cultured on 

tryptic soy agar plates 

containing 5% heat-inactivated 

nổi bề mặt được chuyển sang đĩa 

thạch TSA (tryptic soy agara) 

chứa 5% máu cừu và lan rộng ra 

bằng que thủy tinh cong. Sau khi 

ủ 20 giờ trong điều kiện hiếu khí 

ở 37
0
C, các cụm khuẩn làm tan 

máu được chọn cho quá trình 

định danh tiếp theo. Dòng vi 

khuẩn phân lập có số hiệu 

SCZY05 được khẳng định là 

SS2 thông qua các xét nghiệm 

nhuộm Gram và phản ứng chuỗi 

trùng hợp để khuếch đại các gen 

cụ thể, bao gồm glutamate 

dehydrogenase (gdh), gen tổng 

hợp vỏ 2J (cps2J), protein giải 

phóng muramidase (mrp), yếu tố 

protein ngoại bào (epf), và 

hemolysin (sly), được tiến hành 

theo mô tả trong các tài liệu 

14,16,22,24 cũng như các xét 

nghiệm ngưng kết với antisera 

thỏ đặc hiệu. 

Antisera: kháng huyết thanh, 

huyết thanh miễn dịch 

Hai chủng SS2 còn lại, LT-01 và 

LT-02, lần lượt được phân lập từ 

lợn không có các triệu chứng 

lâm sàng và lợn chết do nhiễm 

trùng huyết được cung cấp từ 

Bệnh Viện Thú Y tại Đại học 

Nông nghiệp Huazhong 

(HZAU). Chủng 050.412 của S. 

suis loại 1 được phân lập trong 

phòng thí nghiệm của tác giả vào 

năm 2005.  Các chủng C55138 

và C55162 của S. suis nhóm C 

do Viện Quản Lý Thuốc Thú Y 

Trung Quốc cung cấp. 

 

 

 Tất cả các chủng được nuôi cấy 

trên các tấm thạch TSA (tryptic 

soy agar) chứa 5% huyết thanh 



sterile bovine sera at 370C for 

18 hours or in 10 ml of Todd-

Hewitt brotha for 12 to 14 hours 

under aerobic conditions at 

370C with shaking. 

Preparation of capsular 

polysaccharide from 

Streptococcus suis serotype 2 

Capsular polysaccharide 

extracted from SS2 of SCZY05 

was purified by gel filtration 

using a Sepharose CL-6B 

column as previously 

described.2 The purified CPS 

was free from protein as 

determined by Bradford protein 

assay. 

Production of hyperimmune 

serum 

Formalin-inactivated whole 

cells of the 6 S. suis strains used 

in this study were prepared as 

described previously.2 A total 

of 56 5-week-old healthy piglets 

that were SS2 negative, as 

determined by nasal swab 

culture, were randomly divided 

into 7 groups of 8 and housed 

separately in 7 different rooms, 

with each pig staying in its own 

stainless steel cage. Pigs 

belonging to groups 1 to 6 were 

vaccinated with 1 ml of 

immunogen prepared from 

strains SCZY05, LT01, LT02, 

050412, C55138, and C55162, 

respectively. Group 7 was the 

unvaccinated control. Groups 1 

to 6 received booster 

vaccinations using the 

appropriate immunogen at 2 and 

4 weeks post vaccination. Sera 

were obtained from blood (5 ml 

per animal) immediately before 

bò bất hoạt nhiệt ở  37
0
C trong 

18 giờ hoặc trong 10 ml Todd-

Hewitt brotha trong 12 đến 14 

giờ dưới điều kiện hiếu khí ở 

37
0
C kết hợp với rung lắc. 

Điều chế lớp vỏ polysaccharide 

từ Streptococcus suis serotype 2 

 

Lớp vỏ polysaccharide chiết tách 

từ SS2 của SCZY05 được tinh 

lọc bằng phương pháp lọc gel 

dùng cột Sepharose CL-6B như 

đã mô tả trước đây. CPS tinh 

khiết không chứa protein theo 

các xét nghiệm protein Bradford. 

 

  

Sản xuất huyết thanh tăng miễn 

dịch 

Toàn bộ các tế bào được bất hoạt 

bằng formalin của 6 chủng S. 

suis dùng trong nghiên cứu này 

được điều chế theo phương pháp 

được mô tả trước đây. Tổng 

cộng 56 con lợn 5 tuần tuổi có 

kết quả âm tính với SS2 (theo 

kết quả xác định từ  quá trình 

nuôi cấy phết mũi) được chia 

ngẫu nhiên thành 7 nhóm, mỗi 

nhóm 8 con và được nhốt trong 7 

phòng khác nhau, trong mỗi 

phòng, mỗi con lợn ở trong một 

lồng thép không gỉ riêng. Các 

con lợn thuộc nhóm 1 đến 6 

được tiêm 1 ml chất sinh miễn 

dịch (chất kháng nguyên) được 

điều chế từ các chủng SCZY05, 

LT01, LT02, 050412, C55138, 

và C55162. Nhóm 7 là nhóm đối 

chứng không được tiêm ngừa. 

Các nhóm từ 1 đến 6 được tiêm 

phòng tăng cường bằng chất sinh 

miễn dịch thích hợp 2 và 4 tuần 

sau khi tiêm phòng. Các huyết 



vaccination and at weekly 

intervals for 8 weeks. All sera 

were heat inactivated at 560C 

for 30 minutes and stored at — 

700C until required. 

 

Hyperimmune pig sera raised 

against Escherichia coli, 

Salmonella enterica serovar 

Typhi, Pasteuralla multocida, 

and Haemophilus parasuis were 

kindly provided by Dr. Zhang.b 

 

Convalescent sera and clinical 

sera 

Fourteen convalescent heat-

inactivated sera, taken from 4 

pigs 2 to 6 weeks post challenge 

with SCZY05, were obtained 

from a commercial source.c A 

total of 226 sera were collected 

from sick pigs seen at the 

Veterinary Hospital at HZAU 

between July 2005 and April 

2006. All sera were inactivated 

at 560C for 30 minutes and 

stored at — 700C until required. 

 

Preparation of detector and 

capture reagents 

The detector reagent, 15-nm 

diameter colloidal gold particles 

labeled with staphylococcal 

protein A (SPA), was prepared 

as described previously,25 

except that the gold solution pH 

was adjusted to 6.5 instead of 

8.5. 

The test capture reagent, 

purified CPS, was diluted with 

20 mM phosphate-buffered 

solution (PBS) (pH7.4) to 1, 

1.5, 2.0, 2.5, and 3.0 mg/ml, 

respectively, and stored at —

thanh lấy từ máu (5 ml/mỗi con 

lợn) ngay trước khi tiêm phòng 

và đều đặn hàng tuần trong 8 

tuần. Tất cả các huyết thanh 

được bất hoạt nhiệt ở 56
0
C trong 

30 phút và bảo quản ở - 70
0
C. 

Các huyết thanh lợn tăng cường 

miễn dịch nâng cao khả năng 

chống lại Escherichia coli, 

Salmonella enterica serovar 

Typhi, Pasteuralla multocida, và 

Haemophilus parasuis được Tiến 

sĩ Zhang hỗ trợ.  

Huyết thanh dưỡng bệnh và 

huyết thanh lâm sàng 

Mười bốn mẫu huyết thanh bất 

hoạt nhiệt hồi phục, lấy từ 4 con 

lợn đã trải qua 2 đến 6 tuần 

chống chọi với SCZY05 lấy từ 

một nguồn thương mại. Tổng 

cộng 226 mẫu huyết thanh được 

thu thập từ các con lợn bệnh tại 

Bệnh Viện Thú y đặt tại  HZAU 

trong khoảng thời gian từ tháng 

7 năm 2005 đến tháng tư năm 

2006. Tất cả các mẫu huyết 

thanh được bất hoạt ở 56
0
C trong 

30 phút và bảo quản ở - 70
0
C. 

Điều chế chất phát hiện và tác 

nhân bắt giữ 

Chất phát hiện, các hạt vàng 

dạng keo đường kính 15 nm 

được gắn protein tụ cầu A (SPA) 

được điều chế như trước đây, độ 

pH của dung dịch vàng được 

điều chỉnh từ 8.5 xuống còn 6.5. 

 

 

Chất bắt giữ thử nghiệm, CPS 

tinh khiết, được pha loãng bằng 

20 mM dung dịch đệm 

phosphate (PBS) (pH7.4) đến 1, 

1.5, 2.0, 2.5, và 3.0 mg/ml, và 

được lưu trữ ở 20
0
C. IgG lợn 



200C until required. Affinity-

purified swine IgG was used as 

the control capture reagent. 

Ammonium sulfate was used to 

precipitate IgG from the serum 

taken from a 3- month-old 

healthy naive pig. The 

precipitated IgG was purified by 

a protein A affinity columna 

according to the manufacturer’s 

specifications. The protein 

concentration of the purified 

IgG was determined with a DU 

800 Nucleic Acid/Protein 

Analyzerd and was diluted to 

the working concentrations of 

1.2, 1.4, 1.6, 1.8, and 2.0 mg/ml 

with PBS (pH7.2). The diluted 

IgG solutions were stored at — 

700C until required. 

Preparation of the conjugate pad 

(chất cộng hợp màu, màng chứa 

cộng hợp) and immobilization 

of the capture reagents onto 

nitrocellulose membranes 

The G-SPA solution was 

dispensed onto glass fiber paper 

(300 X 6 mm) at a speed of 50 

ml per cm using an XYZ3050 

Dispense Workstation,6 and the 

conjugate pad was dried under 

vacuum. Different working 

concentrations of both the test 

and the control capture reagents 

were dispensed onto 

nitrocellulose membrane strips 

(300 X 25 mm) at a speed of 

0.80 ml solution per cm. After 

drying for 2 hours at 370C, the 

membrane strips were blocked 

by incubating in 20 mM PBS 

(pH 7.5) containing 2% (w/v) 

nonfat dried milk for 25 minutes 

and washed 3 times with PBS 

tinh sạch ái lực được sử dụng 

như một chất bắt giữ kiểm 

chứng. Amoni sulfat được dùng 

để làm kết tủa IgG từ huyết 

thanh lấy từ lợn khỏe mạnh 3 

tháng tuổi. IgG kết tủa được tinh 

lọc bằng cột ái lực protein A 

theo các thông số kỹ thuật của 

nhà sản xuất. Nồng độ protein 

của IgG tinh lọc được xác định 

bằng DU 800 Nucleic 

Acid/Protein Analyzerd và được 

pha loãng đến các nồng độ làm 

việc 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, và 2.0 

mg/ml với PBS (pH7.2). Các 

dung dịch IgG pha loãng được 

lưu trữ ở 70
0
C. 

 

 

 

 Điều chế màng chứa cộng hợp 

và thụ động hóa các chất bắt giữ 

trên màng nitrocellulose 

 

 

Dung dịch G-SPA được phân 

phát bằng giấy sợi thủy tinh (300 

X 6 mm) ở tốc độ 50 ml mỗi cm 

sử dụng XYZ3050 Dispense 

Workstation, và màng chứa chất 

cộng hợp màu được sấy khô 

trong chân không. Các chất bắt 

giữ thử nghiệm và kiểm chứng ở 

các nồng độ làm việc khác nhau 

được phân phát trên các dải 

màng nitrocellulose  (300 X 25 

mm) với tốc độ 0,80 ml dung 

dịch mỗi cm. Sau khi sấy trong 2 

giờ ở 37
0
C, các dải màng (que 

thử màng) được khóa bằng cách 

ủ trong 20 mM PBS (pH 7.5) 

chứa 2% (w / v) sữa khô không 

béo trong 25 phút và rửa 3 lần 

với PBS chứa 0,1% (v / v ) 



containing 0.1% (v/v) Tween-

20 for 3 minutes each time. The 

membrane was dried for 2 hours 

at 370C and stored at 40C. 

The finished 

immunochromatographic strip 

product 

The sample pad (màng hút mẫu, 

chất đệm mẫu), conjugate pad, 

immobilized nitrocellulose 

membrane, and absorbent pad 

were glued together on a 

backing plate (300 X 70 mm), 

as shown in Figure 1, and then 

cut into 3-mm-wide strips using 

a CM-4000 cutter.e The strips 

were stored dried at 40C until 

required. 

Detection principle and test 

procedure 

During the test, the sample or 

IgG reacts with the G-SPA 

conjugate to form a G-SPA-IgG 

complex that then flows 

laterally onto the nitrocellulose 

membrane by capillary action. 

For a positive sample, the 

specific antibody (IgG) binds 

the CPS, forming a red band at 

the test region. Excess G-SPA 

conjugate binds purified pig 

IgG at the control line, forming 

another red band. As a 

procedural control, the red band 

at the control line should appear 

regardless of the presence of 

specific IgG. Thus, the 

appearance of 2 red bands in the 

read-out zone indicates a 

positive result (Fig. 2A), and the 

appearance of only 1 red band at 

the control line indicates a 

negative result (Fig. 2B). The  

absence of a red band at the 

Tween-20 trong 3 phút mỗi lần. 

Màng được sấy khô trong 2 giờ 

ở 37
0
C và bảo quản ở 40 

0
C. 

 

Sản phẩm que thử sắc ký miễn 

dịch hoàn chỉnh 

 

Màng hút mẫu, màng chứa chất 

cộng hợp màu, màng 

nitrocellulose cố định, và màng 

hấp thụ được dán lại với nhau 

trên tấm đệm (300 X 70 mm), 

như biểu diễn trong Hình 1, và 

sau đó được cắt thành 3 que có 

độ rộng 3 mm bằng máy cắt CM-

4000. Các que thử được sấy khô 

ở 40 
0
C và lưu trữ. 

 

Nguyên tắt phát hiện và quy 

trình xét nghiệm 

Trong các xét nghiệm, mẫu hoặc 

IgG phản ứng với liên hợp G-

SPA  hình thành phức chất G-

SPA-IgG, phức chất này sẽ chảy 

sang hai bên của màng 

nitrocellulose do hiện tượng mao 

dẫn. Đối với một mẫu dương 

tính, kháng thể đặc hiệu (IgG) 

liên kết với CPS, hình thành một 

dải đỏ trong vùng kiểm tra. Liên 

hợp G-SPA liên kết với IgG lợn 

tinh khiết tại vạch đối chứng tạo 

thành một dải đỏ khác. Với tư 

cách là tác nhân đối chứng trong 

suốt quy trình, dải màu đỏ ở 

vạch đối chứng sẽ luôn hiện diện 

bất kể có IgG đặc hiệu hay 

không. Do đó, sự xuất hiện hai 

dải màu đỏ ở vùng hiển thị kết 

quả thể hiện kết quả dương tính 

(H 2A), và sự xuất hiện chỉ một 

dải đỏ ở vạch đối chứng thể hiện 

kết quả âm tính (Hình 2B). Khi 

không có dải màu đỏ ở vị trí đối 



control position suggests an 

invalid test (Fig. 2C, D). 

Practically, the ICS is laid on a 

flat bench, and 150 ml of a 1/40 

dilution of serum is added to the 

sample hole. The result is 

available in 15 minutes. 

 

Enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) 

The ELISA assay based on 

purified CPS for detection 

antibody against SS2 was 

performed as previously de- 

scribed.5 The purified CPS 

diluted to a final concentration 

of 5 mg/ml with 50 mM 

carbonate buffer (pH 9.2) was 

used as antigen in ELISA for 

coating 96-well microtiter 

platesf 100 ml per well. The 

plate was incubated overnight at 

room temperature (22-250C). 

The solution was poured off, 

and the plate was washed 3 

times with PBS containing 0.1% 

tween-20 (PBST). The 

remaining binding sites were 

blocked with 5% (w/v) bovine 

serum albumin in PBST (250 

ml/well). The plates were 

incubated for 1 hour at 370C 

and then washed well 3 times 

with PBST. The coated plates 

were stored at 40C. During the 

test, 100 ml of a 40-fold diluted 

serum sample was added into 

the coated well, incubated for 

30 minutes at room temperature, 

and then drained, and the plates 

were washed 3 times with 

PBST. One hundred microliters 

of horseradish peroxidase-

labeled goat anti-pig IgGa at a 

chứng, xét ngiệm không hợp lệ 

(H 2C, D). Trong thực tế, ICS 

được đặt trên một bàn phẳng, và 

150 ml huyến thanh pha loãng 

1/40 được thêm vào qua lỗ 

truyền mẫu. Kết quả sẽ hiển thị 

trong 15 phút. 

 

Xét nghiệm hấp thụ miễn dịch 

liên kết với enzyme (ELISA) 

Xét nghiệm ELISA dựa trên CPS 

tinh chế để phát hiện kháng thể 

chống lại SS2 được thực hiện 

giống như đã mô tả trước đây. 

CPS tinh khiết được pha loãng 

đến nồng độ cuối cùng 5 mg / ml 

với 50 mM chất đệm carbonate 

(pH 9.2) được dùng làm kháng 

nguyên trong ELISA để phủ tấm 

96 giếng, 100 ml trên mỗi giếng. 

Các tấm được ủ qua đêm ở nhiệt 

độ phòng  (22-25
0
C). Dung dịch 

được đổ ra và tấm được làm sạch 

ba lần với PBS chứa 0,1% 

tween-20 (PBST). Các vị trí liên 

kết còn lại đã bị chặn với 5% (w 

/ v) albumin huyết thanh bò 

trong PBST (250 ml / giếng). 

Các tấm được ủ trong 1 giờ ở 

37
0
C và sau đó được rửa sạch 3 

lần với PBST. Các tấm đã được 

phủ xong được bảo quản ở 40
0
C. 

Trong quá trình xét nghiệm, 100 

ml mẫu huyết thanh pha loãng 

40 lần được thêm vào giếng đã 

được phủ, ủ trong 30 phút ở 

nhiệt độ phòng, và sau đó các 

tấm được rửa 3 lần bằng PBST.  

IgGa goat anti-pig: IgGa heo 

kháng dê 

 

Một trăm micro lít goat anti-pig 

IgGa gắn peroxidase của củ cải 

ngựa ở nồng độ làm việc 1:1000 



working concentration of 

1:1000 was added into each 

well. The plate was then 

incubated for 25 minutes at 

room temperature and washed 3 

times again with PBST. One 

hundred microliters of substrate 

solution (TMB containing 

H2O2) was added into each 

well, and the color reaction was 

developed for 10 minutes at 

room temperature followed by 

stopping with 1 drop of 2 M 

H2SO4. The absorbance was 

read at 450 nm (OD450) with a 

microtiter plate reader.8 An 

0D450 >0.157 indicated a 

positive and #0.157 a negative 

result. 0D450 0.157 was the cut-

off value calculated as the 

average value of the OD450 

plus 3 standard deviations of 

results obtained from 20 healthy 

control sera. 

Specificity and sensitivity of 

immunochromatographic strip 

and the agreement between 

immunochromatographic strip 

and reference methods 

The strips were used to detect 

antibody in 14 sera from pigs 

that had survived challenge with 

SS2 and hyperimmune sera 

raised against SS2 (2 weeks 

post the third dose) and against 

bacteria other than SS2, as 

described above. All samples 

were tested by ICS and ELISA 

in triplicate. To evaluate the 

sensitivity of ICS compared 

with the ELISA, 20 

hyperimmune sera were serially 

diluted (1:40-1:5,120) in 20 mM 

PBS (pH 7.6) and tested by ICS 

được thêm vào mỗi giếng. Sau 

đó tấm được ủ trong 25 phút ở 

nhiệt độ phòng và rửa lại 3 lần 

bằng PBST. Một trăm micro lít 

dung dịch chất nền (TMB chứa 

H2O2) được thêm vào mỗi 

giếng, và phản ứng màu hình 

thành khoảng 10 phút ở nhiệt độ 

phòng, sau đó được kìm hãm 

(dừng) bằng 1 giọt 2 M H2SO4. 

Quá trình hấp thụ được đo ở 

bước sóng 450 nm (OD450) 

bằng một máy đọc khay vi thể.  

0D450 >0.157 thể hiện kết quả 

dương tính và #0.157 thể hiện 

kết quả âm tính. 0D450 0.157 là 

giá trị  cut-off được tính dưới 

dạng giá trị trung bình của 

OD450 cộng 3 độ lệch chuẩn của 

kết quả thu được từ 20 mẫu 

huyết thanh kiểm chứng khỏe 

mạnh. 

 

 

Độ đặc hiệu và độ nhạy của que 

sắc ký miễn dịch và sự phù hợp 

giữa kết quả của que sắc ký miễn 

dịch và các phương pháp chuẩn 
 

Que được dùng để phát hiện 

kháng thể trong 14 mẫu huyết 

thanh của lợn đã sống sót sau 

quá trình chống chọi với SS2 và 

các mẫu huyết thanh tăng cường 

miễn dịch đã tăng khả năng 

chống lại SS2 (2 tuần sau liều 

thứ ba) và chống lại các vi khuẩn 

khác ngoài SS2, như mô tả ở 

trên. Tất cả các mẫu được xét 

nghiệm bằng ICS và ELISA ba 

lần. Để đánh giá độ nhạy của 

ICS so với ELISA, 20 mẫu huyết 

thanh tăng cường miễn dịch 

được pha loãng tuần tự (1:40-



and ELISA simultaneously. 

Forty-fold dilutions of 226 

clinical sera were tested by ICS 

and ELISA. The specificity and 

sensitivity of ICS were 

compared with those of ELISA. 

The specificity was calculated 

as the number of negative 

results in both ICS and ELISA 

tests divided by the number of 

negative results in ELISA. The 

sensitivity was calculated as the 

number of positive results in 

both tests divided by the 

number of positive results in 

ELISA. The agreement between 

ICS and ELISA was evaluated 

by kappa statistical analysis.21 

In order to investigate the 

correlation of antibody levels 

with SS2 infection status, the 

extent of bacterial isolation 

from the tonsils of 226 sick pigs 

was also used as a reference 

method. Bacterial isolation and 

serotype assay were performed 

as described above. The extent 

of correlation between ICS and 

bacterial isolation was 

determined by kappa statistical 

analysis.21 

Results 

Optimal concentrations of 

capture reagents for 

immobilization 

Preliminary experiments 

established that 2 and 1.6 

mg/mL of CPS and pig IgG 

were the optimal concentrations 

for immobilization (data not 

shown).  

Specificity and sensitivity of 

immunochromatographic strip 

For 14 sera from pigs that had 

1:5,120) trong 20 mM PBS (pH 

7.6) và được xét nghiệm đồng 

thời bằng ICS và ELISA. Độ đặc 

hiệu và độ nhạy của ICS được so 

sánh với ELISA. Độ đặc hiệu 

được tính bằng số kết quả âm 

tính trong cả hai xét nghiệm ICS 

và ELISA chia cho số kết quả 

âm tính trong ELISA. Độ nhạy 

được tính bằng số kết quả dương 

tính trong cả hai xét nghiệm chia 

cho số kết quả dương tính trong 

ELISA. 

 

 

Sự phù hợp giữa ICS và ELISA 

được đánh giá bằng phân tích 

thống kê kappa. Để khảo sát mối 

quan hệ giữa đáp ứng kháng thể 

với tình trạng nhiễm SS2, mức 

độ phân lập vi khuẩn từ amidan 

của 226 con lợn bị bệnh cũng 

được sử dụng làm phương pháp 

chuẩn. Phân lập vi khuẩn và xét 

nghiệm kiểu huyết thanh được 

thực hiện như mô tả ở trên. Mức 

độ liên quan giữa ICS và phân 

lập vi khuẩn được xác định bằng 

phân tích thống kê kappa. 

 

 

Kết quả 

Nồng độ tối ưu của các tác nhân 

bắt giữ để thụ động hóa 

 

Các thí nghiệm sơ bộ xác định 

rằng 2 và 1.6 mg/mL của CPS và 

pig IgG là các nồng độ tối ưu để 

thụ động hóa (không đưa ra dữ 

liệu) 

 

Độ đặc hiệu và độ nhạy của que 

sắc ký miễn dịch 

Đối với 14 mẫu huyết thanh từ 



survived challenge with SS2, 

both ICS and ELISA gave all 

samples positive results. There 

was a perfect agreement 

between them (kappa = 1, data 

not shown). The antibody titers 

(hiệu giá kháng thể, hàm lượng 

kháng thể) peaked at 3 weeks 

post challenge and dropped 

slowly from the fourth week 

post challenge. Both ICS and 

ELISA gave very low antibody 

titers (1:40) with sera taken at 6 

weeks post challenge.  

 

For the 24 hyperimmune sera 

raised against SS2, there was 

also a 100% correlation 

between ELISA and ICS results. 

All of the 68 sera against non-

SS2 bacteria, except one 

antisera against S. suis type 1 

determined as weak positive by 

both ICS and ELISA, were 

negative in both ELISA and ICS 

tests (Table 1). 

 

Antibody titers of 20 

hyperimmune sera raised 

against SS2 strains SCZY05, 

LT01 and LT02 were tested by 

ICS and ELISA. For 12 of these 

sera, both tests gave the same 

antibody titers. The antibody 

titers of 3 sera were 1-fold 

higher by ICS than by ELISA. 

The antibody titers of 5 sera 

were 1-fold lower by ICS than 

by ELISA (Fig. 3). 

 

 

 

The agreement between ICS 

and reference methods 

lợn đã sống còn qua quá trình 

chống chọi với SS2, cả ICS và 

ELISA đều cho kết quả dương 

tính ở tất cả các mẫu. Kết quả 

giữa hai phép đo hoàn toàn phù 

hợp  (kappa = 1, không đưa ra dữ 

liệu). Các hiệu giá kháng thể cao 

nhất 3 tuần sau quá trình chống 

chọi với bệnh và giảm chậm 4 

tuần sau thời gian chống chọi với 

bệnh. Cả ICS và ELISA đều cho 

hiệu giá kháng thể rất thấp (1:40) 

với các mẫu huyết thanh được 

lấy tại thời điểm 6 tuần sau quá 

trình chống chọi với bệnh. Đối 

với 24 mẫu huyết thanh tăng 

cường miễn dịch tăng khả năng 

chống lại SS2, các kết quả 

ELISA và ICS cũng phù hợp 

100%. Tất cả 68 mẫu huyết 

thanh chống lại vi khuẩn không 

thuộc SS2 (ngoại trừ huyết thanh 

miễn dịch chống lại S. suis loại 1 

được xác định là dương tính yếu 

trong cả ICS và ELISA) âm tính 

trong cả xét nghiệm ELISA và 

ICS (Bảng 1). 

Hiệu giá kháng thể của 20 mẫu 

huyết thanh tăng cường miễn 

dịch tăng khả năng chống lại 

SS2 chủng SCZY05, LT01 và 

LT02 được xét nghiệm bằng ICS 

và ELISA. Đối với 12 mẫu huyết 

thanh này, cả hai xét nghiệm đều 

cho cùng một hiệu giá kháng thể. 

Hiệu giá kháng thể của 3 mẫu 

huyết thanh đo bằng ICS cao hơn 

một bậc khi đo bằng ELISA. 

Hiệu giá kháng thể của 5 mẫu 

huyết thanh khi đo bằng ICS 

thấp hơn một bậc khi đo bằng 

ELISA (H. 3). 

Sự phù hợp giữa ICS và các 

phương pháp chuẩn 



0f the 226 clinical sera from 

sick pigs, 51 were antibody 

positive and 175 were negative 

by ELISA, whereas 49 were 

positive and 177 were negative 

by ICS. Additionally, 44 were 

positive in both assays and 170 

were negative in both tests. 

Thus, the specificity and 

sensitivity of ICS, compared 

with ELISA, were 97.1% and 

86.3%, respectively. There was 

an excellent agreement (kappa = 

0.843) between ICS and ELISA 

(Table 2). Bacterial isolation 

and serotype assay indicated 

that 37 pigs were SS2 positive 

and the other 189 pigs were SS2 

negative. Thirty-one pigs were 

determined as seropositive by 

ICS and SS2 positive by 

bacterial isolation. 0ne hundred 

and seventy-one pigs were 

seronegative and SS2 negative. 

In addition, ICS gave a positive 

result on 18 sera SS2-negative 

and a negative result on 6 SS2-

positive pigs. A strong 

agreement (kappa = 0.658) was 

found between the extent of 

bacterial isolation and the ICS 

test results (Table 2). 

 

Discussion 

In this study, an ICS for 

antibody detection of SS2 was 

successfully developed. With 

ELISA used as a reference test, 

this test had good specificity 

(97.1 %) and sensitivity 

(86.3%). There was excellent 

agreement between the results 

obtained by ELISA and the ICS 

(kappa = 0.843). The 

Trong số 226 mẫu huyết thanh 

lâm sàng lấy từ các con lợn bị 

bệnh, 51 là kháng thể dương tính 

và 175 là âm tính qua phép đo 

ELISA, trong khi đó 49 là dương 

tính và 177 là âm tính qua phép 

đo ICS. Thêm vào đó, 44 là 

dương tính trong cả hai xét 

nghiệm và 170 là âm tính trong 

cả hai xét nghiệm. Vì thế, so với 

ELISA, độ đặc hiệu và độ nhạy 

của ICS lần lượt là  97,1% và 

86,3%. Chúng ta thấy có sự phù 

hợp tuyệt vời (kappa = 0,843) 

giữa ICS và ELISA (Bảng 2). 

Việc phân lập vi khuẩn và xét 

nghiệm huyết thanh cho thấy 37 

con lợn dương tính với SS2 và 

189 con lợn còn lại âm tính với 

SS2. Ba mươi mốt con lợn được 

xác định là huyết thanh dương 

tính qua ICS và dương tính SS2 

qua phân lập vi khuẩn. Một trăm 

bảy mươi mốt con lợn được xác 

định là huyết thanh âm tính và 

âm tính SS2. Thêm vào đó, ICS 

cho kết quả dương tính trên 18 

mẫu huyết thanh âm tính SS2 và 

kết quả âm tính trên 6 con lợn 

dương tính SS2. Mức độ phân 

lập vi khuẩn và các kết quả xét 

nghiệm ICS có sự phù hợp rất tốt 

(kappa = 0,658) (Bảng 2). 

Thảo luận 

 Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

đã chế tạo thành công ICS để 

phát hiện kháng thể của SS2. 

Với ELISA được dùng như một 

xét nghiệm chuẩn, xét nghiệm 

này có độ đặc hiệu (97,1%) và 

độ nhạy tốt (86,3%). Các kết quả 

thu được bằng ELISA và ICS có 

sự phù hợp tuyệt vời (kappa = 

0,843). Kết quả xét nghiệm định 



quantifying test result indicated 

that the sensitivity of the strip 

test was close to or slightly less 

than that of ELISA. 

Additionally, there was strong 

agreement between the results 

of bacterial isolation and ICS 

test (kappa = 0.658). These data 

indicate that there is a 

correlation between CPS 

antibody levels and SS2 

infection status, suggesting that 

ICS would be a valuable tool 

for use in surveillance of SS2. 

Figure 3. Antibody titers tested 

by immunochromato- graphic 

strip and enzyme-linked 

immunosorbent assay. 

Gold conjugates have 

increasingly been used in ICS 

for rapid diagnosis. Most 

proteins and antibody can be 

easily coupled to colloidal gold 

particles. When developing an 

ICS for antibody detection, the 

gold- antigen conjugate is an 

excellent detector reagent. Just 

as the ICS for trichinellosis 

detection,25 excretory-secretory 

protein antigen of Trichinella 

spiralis conjugated with gold 

particles was used as the 

detector probe. In the study 

reported here, however, there 

was a failure to label gold 

particles with the antigen-CPS, 

even after many different 

conditions were evaluated. This 

may be due to the CPS’s being a 

polysaccharide and not a 

protein. Hence, we used SPA, 

which can bind to the FC 

fragment of mammalian 

immunoglobulin, labeled with 

lượng cho thấy rằng độ nhạy của 

que thử gần bằng hoặc nhỏ hơn 

chút ít so với độ nhạy của 

ELISA. Ngoài ra, có sự phù hợp 

rất tốt giữa các kết quả phân lập 

vi khuẩn và xét nghiệm ICS 

(kappa = 0,658). Những dữ liệu 

này cho thấy rằng có mối liên hệ 

giữa đáp ứng kháng thể CPS và 

tình trạng nhiễm SS2, cho thấy 

rằng ICS sẽ là công cụ có giá trị 

trong việc giám sát SS2. 

 

 

Hình 3. Hiệu giá kháng thể được 

xét nghiệm bằng que thử sắc ký 

miễn dịch và ELISA. 

 

Các chất gắn vàng ngày càng 

được dùng nhiều trong ICS để 

chẩn đoán nhanh. Hầu hết 

protein và các kháng thể dễ dàng 

kết hợp với các hạt keo vàng. 

Khi phát triển ICS để phát hiện 

kháng thể, chất liên hợp vàng-

kháng nguyên là một chất phát 

hiện ưu việt. Cũng giống như 

ICS để phát hiện trichinellosis,  

kháng nguyên protein ngoại tiết - 

phân tiết của Trichinella spiralis  

liên hợp với các hạt vàng đóng 

vai trò như đầu dò phát hiện. 

Tuy nhiên, trong nghiên cứu này, 

chúng tôi đã không gắn được các 

hạt vàng với kháng nguyên-CPS, 

ngay cả sau khi đánh giá nhiều 

điều kiện khác nhau. Nguyên 

nhân có thể do CPS đã chuyển 

thành polysaccharide thay vì 

protein. Vì thế, chúng tôi đã 

dùng SPA, một tác nhân có thể 

gắn vào mảnh FC của 

immunoglobulin ở động vật có 

vú, gắn với các hạt vàng làm 



gold particles as the detector 

reagent. The pH of the gold 

solution and the quantity of the 

protein used are the most 2 

important factors for the 

successful preparation of a 

gold-protein conjugate. The 

gold solution will bind proteins 

more efficiently when its pH is 

close to or 0.5 higher than the 

isoelectric point (pI) of the 

protein (the pI of SPA is about 

6.0). Tighter binding occurs at a 

higher pH, but this may have a 

denaturing effect on the protein, 

making the probe less effective. 

Having excess protein coupled 

to the gold particles may also be 

disadvantageous: some of the 

weakly bound protein may 

detach from the particles, thus 

making the probe less effective 

because the free protein will 

compete for binding sites with 

the gold- labeled protein. 

Additionally, inadequately 

labeled protein will decrease the 

sensitivity. Because both 

specific and nonspecific 

antibodies in serum will bind to 

SPA, enough gold-SPA solution 

should be dispensed onto the 

glass fiber paper (conjugate 

pad) to avoid the nonspecific 

antibody’s minimizing the sites 

available for binding of specific 

antibody. 

The specificity and sensitivity 

of the ICS are largely dependent 

on the antigen used in the test 

strip. Many scientists have 

taken a great interest in CPS 

and S. suis infection. Enzyme-

linked immunosorbent, assay 

chất phát hiện. Độ pH của dung 

dịch vàng và số lượng protein là 

hai tham số quan trọng nhất để 

điều chế thành công chất liên 

hợp vàng- protein.  Dung dịch 

vàng sẽ gắn các protein hiệu quả 

hơn khi pH của nó gần bằng 

hoặc cao hơn 0.5 so với điểm 

đẳng điện (pI) của protein (pI 

của SPA khoảng 6.0). Liên kết 

sẽ càng chặt hơn khi PH cao 

hơn, nhưng có thể làm biến tính 

protein, làm cho đầu dò kém 

hiệu quả hơn. Việc ghép protein 

dư với các hạt vàng cũng có thể 

có một số nhược điểm: Một số 

protein liên kết yếu có thể tách ra 

khỏi hạt, vì thế làm cho đầu dò 

kém hiệu quả hơn vì protein tự 

do sẽ cạnh tranh các vị trí liên 

kết với  protein gắn vàng.  

 

 

 

 

Ngoài ra, việc gắn protein không 

phù hợp sẽ giảm độ nhạy. Bởi vì 

cả kháng thể đặc hiệu và không 

đặc hiệu trong huyết thanh sẽ 

liên kết với SPA, cần phải có đủ 

dung dịch vàng-SPA phân tán 

trên giấy sợi thủy tinh (màng 

chứa chất cộng hợp màu) để 

tránh việc các kháng thể không 

đặc hiệu giảm thiểu các vị trí sẵn 

có để liên kết với kháng thể đặc 

hiệu. 

Độ đặc hiệu và độ nhạy của ICS 

phụ thuộc mạnh vào kháng 

nguyên được dùng trong que xét 

nghiệm. Nhiều nhà khoa học 

đang rất quan tâm đến CPS và sự 

nhiễm S. suis. Xét nghiệm hấp 

thụ miễn dịch liên kết với 



for antibody detection of SS2 

based on purified CPS is much 

more specific than that based on 

whole-cell antigen.5 The 

duration of bacterial culture is 

critical for obtaining high-

quantity and -quality CPS.9 In 

this study, cultures were 

incubated at 37°C for 8 hours 

with shaking at 250 rpm, and 

this was sufficient to obtain the 

necessary material. Based on 

the ability to detect antibodies 

to SS2 CPS in ELISA, an ICS 

test with CPS extracted from 

SS2 strain SCZY05 has been 

formulated. In order to reduce 

nonspecific background 

binding, contaminating proteins 

must be eliminated from the 

CPS preparation. In this study, 

the purified CPS was free from 

protein, as determined by the 

Bradford protein assay. In 

addition, the specificity and 

sensitivity of the strip are also 

affected by the materials, 

including the sample pad, 

conjugate pad, and 

nitrocellulose membrane. When 

developing an ICS test, it is 

advisable to evaluate materials 

from different manufacturers 

and select those that are optimal 

based on empirical data. 

The cross-reaction of 1 serum 

sample, from an animal 

vaccinated with S. suis type 1, 

was probably due to common 

epitopes present in the capsule. 

It has previously been reported 

that CPS of SS2 cross-react 

with antisera raised against SS 

1/2, 12, and 17 as determined 

enzyme để phát hiện kháng thể 

của SS2 dựa trên CPS tinh khiết 

đặc hiệu hơn nhiều so với 

phương pháp dựa trên kháng 

nguyên toàn tế bào. Thời gian 

nuôi cấy vi khuẩn là một yếu tố 

quan trọng để đảm bảo CPS đủ 

số lượng và chất lượng. Trong 

nghiên cứu này, quá trình nuôi 

cấy được tiến hành ở 37 ° C 

trong 8 giờ kết hợp với lắc ở tốc 

độ 250 vòng/phút, và điều này 

đảm bảo thu được vật liệu cần 

thiết. Dựa trên khả năng phát 

hiện các kháng nguyên của SS2 

CPS trong ELISA, chúng tôi đưa 

ra quy trình xét nghiệm ICS với 

CPS trích xuất từ SS2 chủng 

SCZY05. Để giảm liên kết nền 

không đặc hiệu, các protein 

nhiễm bẩn được loại trừ trong 

quá trình điều chế CPS. Trong 

nghiên cứu này, CPS tinh khiết 

không chứa protein (theo xét 

nghiệm protein Bradford). Thêm 

vào đó, độ đặc hiệu và độ nhạy 

của que thử cũng chịu ảnh hưởng 

bởi vật liệu, bao gồm màng hút 

mẫu, màng chứa chất cộng hợp 

màu, và màng nitrocellulose. Khi 

thiết kế xét nghiệm ICS, chúng 

ta nên tìm hiểu các vật liệu của 

nhiều nhà sản xuất khác nhau và 

chọn những vật liệu tối ưu dựa 

trên dữ liệu thực nghiệm. 

Phản ứng chéo của 1 mẫu huyết 

thanh , từ một động vật được 

tiêm chủng S. suis loại 1, có lẽ 

do các epitope phổ biến trong vỏ. 

Các công trình nghiên cứu trước 

đây cho thấy rằng CPS của SS2 

phản ứng chéo với huyết thanh 

miễn dịch tăng cường khả năng 

chống lại SS 1/2, 12, và 17 



by ELISA.5 The capsule of SS2 

and SS1/2 share some common 

sugar residues6 (chuỗi tận) or 

antigenic determinants.16 The 

ICS could not differentiate the 

antisera raised against SS2 from 

that raised against SS1/2. 

 

 

That SS2 could not be isolated 

from 18 seropositive pigs tested 

by ICS might be due to 

antibiotics treatment, which 

could result in failure to routine 

bacterial isolation. On the other 

hand, 6 pigs infected with SS2 

were determined as antibody 

negative. These pigs might be 

infected a very short time before 

the sample collection, and their 

anti-CPS antibody levels were 

too low to be detected by ICS. 

In addition, anti- CPS 

antibodies are usually not long 

lasting at a high level in pig 

sera. We also found that anti-

CPS antibody titers were at a 

low level (between 80 and 320, 

data not shown), which 

confirmed the data reported 

previ- ously.5 Despite these 

disadvantages, this experiment 

gave a strong agreement (kappa 

= 0.658) between  bacterial 

isolation and ICS, which 

indicated that antibody 

monitoring might be useful in 

determining the SS2 infection 

status and that ICS developed in 

this study could be used as a 

useful tool for seroepidemio- 

logical surveillance, especially 

for screening large numbers of 

blood samples in pig stocks. 

(thông qua xét nghiệm ELISA). 

Vỏ của SS2 và SS1/2 có chung 

một số residue đường hoặc nhân 

tố quyết định kháng nguyên. ICS 

không thể phân biệt được các 

huyết thanh miễn dịch tăng 

cường khả năng chống SS2 với 

các huyết thanh miễn dịch tăng 

cường khả năng chống SS1/2. 

SS2 không thể được phân lập từ 

18 con lợn huyết thanh dương 

tính được xét nghiệm bằng ICS 

(có thể do điều trị kháng sinh), 

chính việc điều trị kháng sinh đã 

dẫn đến sai sót trong quá trình 

phân lập vi khuẩn. Mặt khác, 6 

con lợn nhiễm SS2 được xác 

định là âm tính với kháng thể. 

Những con lợn này có thể bị 

nhiễm bệnh trong khoảng thời 

gian rất ngắn trước khi thu thập 

mẫu, và các đáp ứng kháng thể 

kháng CPS quá thấp để có thể 

phát hiện được bằng ICS. Thêm 

vào đó, các kháng thể kháng 

CPS thường không tồn tại ở mức 

cao trong thời gian dài trong 

huyết thanh lợn. Chúng tôi cũng 

nhận thấy rằng hiệu giá kháng 

thể kháng CPS ở mức thấp (giữa 

80 và 320, dữ liệu không đưa ra), 

điều này góp phần khẳng định 

các dữ liệu trước đây. Mặc cho 

những nhược điểm này, thí 

nghiệm này chứng tỏ rằng có sự 

phù hợp tốt giữa phân lập vi 

khuẩn và ICS, điều đó cho thấy 

việc giám sát kháng thể có thể 

hữu dụng trong việc xác định 

tình trạng nhiễm SS2 và thiết bị 

ICS được phát triển trong nghiên 

cứu này có thể được dùng như 

một công cụ hữu ích để giám sát 

dịch tễ học huyết thanh, đặc biệt 



 

 

 

More interestingly, SPA has the 

capacity to bind to the Fc 

fragment of IgG of humans and 

other mammalian species. 

Furthermore, SPA can also react 

with IgM of humans10 and 

some other animal species, such 

as the dog.15 Whether SPA can 

react with IgM of swine is 

unclear. Theoretically, the ICS 

is also suitable for antibody 

detection at early stages of SS2 

infection. In addition, many 

other nonporcine hosts, such as 

humans, can be infected with or 

carry SS2, and therefore the ICS 

may also be useful in 

serosurveil- lance with these 

species. 

Although some assays, such as 

the indirect ELISA and agar gel 

precipitation tests, have been 

developed for antibody 

detection for S. suis, these 

methods are not suitable for use 

outside of the research 

laboratory. In contrast, the ICS 

is easy to use and rapid. In this 

context, the ICS can be used as 

a tool for seroepidemiological 

survey of pigs from different 

areas in China. This would in 

turn facilitate the formulation of 

effective control measures. 

 

 

In summary, the results of this 

preliminary study indicate that 

the ICS has high specificity and 

sensitivity. The ICS will 

potentially be of great value in 

phương pháp có thể kiểm tra một 

số lượng lớn mẫu máu trong 

trang trại chăn nuôi lợn.  

Thú vị hơn, SPA có khả năng 

gắn với mảnh Fc của IgG của 

người và các loài động vật có vú 

khác. Hơn nữa, SPA cũng có thể 

phản ứng với IgM của người và 

một số loài động vật khác, chẳng 

hạn như chó. Mặc dù, việc SPA 

có phản ứng với IgM của heo 

hay không vẫn chưa rõ. Về mặt 

lý thuyết, ICS cũng thích hợp để 

phát hiện kháng thể ở các giai 

đoạn sớm của quá trình nhiễm 

SS2. Thêm vào đó, nhiều vật thể 

chủ khác (không phải lợn), 

chẳng hạn như người, có thể bị 

nhiễm hoặc mang SS2, và do đó 

ICS cũng có thể có ích trong quá 

trình giám sát những sinh vật 

này. 

Mặc dù một số xét nghiệm, 

chẳng hạn như ELISA gián tiếp 

và kết tủa khuếch tán trên thạch  

đã được phát triển để phát hiện 

kháng thể của S. suis, những 

phương pháp này không thích 

hợp để triển khai bên ngoài 

phòng thí nghiệm. Trái lại, ICS 

là một xét nghiệm nhanh và dễ 

sử dụng. Trong bối cảnh này, 

ICS có thể được dùng như một 

công cụ để nghiên cứu dịch tễ 

học huyết thanh của lợn từ các 

vùng khác nhau ở Trung Quốc. 

Điều này sẽ tạo điều kiện thuận 

lợi cho việc xây dựng phép đo 

kiểm chứng hiệu quả. 

Tóm lại, các kết quả của nghiên 

cứu sơ bộ này cho thấy ICS có 

độ đặc hiệu và độ nhạy cao. ICS 

sẽ có nhiều ứng dụng tiềm năng 

trong các nghiên cứu dịch tễ học 



seroepidemiological surveys of 

streptococcosis associated with 

SS2. 
 

huyết thanh của streptococcosis 

liên quan đến SS2. 

 

 

Hình 1. Sơ đồ nguyên lý của que thử sắc ký miễn dịch và một số thành phần 

của nó. Màng chứa chất cộng hợp được phân tán lên dung dịch A protein 

khuẩn tụ cầu  IgG. Tại vị trí vạch kiểm tra và vạch kiểm chứng, vỏ 

polysaccharide tính khiết và IgG heo bị thụ động hóa. 

 

Hình 2. Giải thích kết quả của phép xét nghiệm dùng que thử sắc ký miễn 

dịch. A, dương tính ((2 dải đỏ ở vùng xuất kết quả); B, âm tính (Chỉ một dải 

đỏ ở khu vực vạch đối chứng); C và D, Không có giá trị (Không có dải nào ở 

khu vực vạch kiểm chứng). 

 

Bảng 1. Độ đặc hiệu của que thử sắc ký miễn dịch (ICS) đối các mẫu huyết 

thanh tăng cường miễn dịch so với xét nghiệm hấp thụ miễn dịch liên kết với 

enzyme (ELISA). 

 

Chú thích: 

Mẫu huyết thanh lấy từ con lợn số 3 thuộc nhóm 4 cho kết quả dương tính 

yếu qua xét nghiệm ICS. 

OD450 của mẫu huyết thanh lấy từ con lợn số 3 của nhóm 4 là 0.243. 

 



Hình 3. Hàm lượng kháng thể được xét nghiệm bằng que thử sắc ký miễn 

dịch và xét nghiệm hấp thụ miễn dịch liên kết với enzyme. 

 

Bảng 2. Kết quả phát hiện kháng thể và phân lập vi khuẩn của các mẫu lâm 

sàng 

 

ELISA= xét nghiệm hấp thụ miễn dịch liên kết với enzyme; ICS=que thử 

sắc ký miễn dịch. 

Đối với ELISA, độ đặc hiệu của ICS: 170/(5+170)=97.1%; độ nhạy của ICS: 

44/(44+7)=86.3%; Po=(44+170)/226=94.0%; 

Pe=[(51/226)*(49/26)+(175/226)*(177/226)*(177/226)]=0.655, kappa=(Po-

Pe)=0.291/0.345=0.843. 

Đối với phân lập vi khuẩn, Po=(31+171)/226=89.4%; 

Pe=[(37/226)*(49/226)+(189/226)*(177/226)=0.690, kappa=(Po-Pe)/(1-

Pe)=0.204/0.310=0.658 

 

  

 


