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L&i néi diu
TCVN 8400-47:2019 thay thé TCVN 5273:2010

TCVN 8400-47:2019 do Chi cyc Tha y ving VI - Cuyc Thu y bién soan trén co s&
tham khao tai liéu ctia Té chirc Thu y thé gi6i (OIE) va cac bai bao khoa hoc quéc

té, Bd Nong nghiép va Phat trién néng thén & nghi, Téng cuc Tiéu chudn Po
lwérng Chat lwgng thém dinh, Bd Khoa hoc va Céng nghé cong bo.

Bo tiéu chudn TCVN 8400 Bénh dong vat - Quy trinh chdn doan gbm 47 phan:

- TCVN 8400-1: 2019, phén 1: Bénh I& mém long méng;

- TCVN 8400-2: 2010, phédn 2: Bénh do vi khuan Streptococcus suis géy ra trén
lon;

- TCVN 8400-3: 2010, phan 3: Bénh giun xodén;

- TCVN 8400-4: 2010, phén 4: Bénh Niu Cat Xon;

- TCVN 8400-5: 2011, phén 5: Bénh tién mao trung,

- TCVN 8400-6: 2011, phdn 6: Bénh xuét huyét thd;

- TCVN 8400-7: 2011, phdn 7: Bénh diu ciru va dau dé;

- TCVN 8400-8: 2011, phén 8: Bénh ndm phdi do Aspergillus & gia cam;
- TCVN 8400-9: 2011, phan 9: Bénh viém gan vit typ I,

- TCVN 8400-10: 2011, phén 10: Bénh lac bo;

- TCVN 8400-11: 2019, phén 11: Bénh djch ta vit;

- TCVN 8400-12: 2011, phén 12: Bénh bach ly va thuong han & ga;

- TCVN 8400-13; 2019, phdn 13: Bénh say thai truyén nhiém do Brucella;
- TCVN 8400-14: 2011, phdn 14: Bénh ty huyét trang & trau bo;

- TCVN 8400-15: 2019, phén 15: Bénh xodn khuén do Leptospira;

- TCVN 8400-16: 2011, phan 16: Bénh phu & lon do vi khuéan E.coli;

- TCVN 8400-17: 2011, phén 17: Bénh do Staphylococcus aureus & ga;
- TCVN 8400-18: 2014, phan 18: Bénh phu d4u ga (coryza);

- TCVN 8400-19: 2014, phén 19: Bénh phé thuong han ign;

- TCVN 8400-20: 2014, phén 20: Bénh déng dau lon;



TCVN 8400-47: 2019

- TCVN 8400-21: 2014, phan 21: Hoi chimg réi loan sinh san va hé hép & lon
(PRRS);

- TCVN 8400-22: 2014, phén 22: Bénh gig dai ¢ lon;

- TCVN 8400-23: 2014, phén 23: Bénh ung khi thén;

- TCVN 8400-24: 2014, phan 24: Bénh viém phé quan truyén nhiém;

- TCVN 8400-25: 2014, phdn 25: Bénh cum lon;

- TCVN 8400-26: 2014, phdn 26: Bénh cum gia cdm H5N1;

- TCVN 8400-27: 2014, phan 27: Bénh sén la gan;

- TCVN 8400-28: 2014, phan 28: Bénh viém ruft hoai t& do Clostridium
perfringens;

- TCVN 8400-29: 2015, phan 29: Bénh Lympho leuko & ga;

- TCVN 8400-30: 2015, phdn 30: Bénh Marek & ga;

- TCVN 8400-31: 2015, phdn 31: Bénh tu huyét trang gia cam;
- TCVN 8400-32: 2015, phén 32: Bénh gumboro & gia cam;

- TCVN 8400-33: 2015, phan 33: Bénh Ié dang tring & tréu bo;
- TCVN 8400-34: 2015, phan 34: Bénh bién trung & trdu bo;

- TCVN 8400-35: 2015, phan 35: Bénh Theileria & tréu bo;

- TCVN 8400-36: 2015, phan 36: Hoi chimg suy mon & lgn sau cai siva do Circo
virus typ 2;

- TCVN 8400-37: 2015, phén 37: Bénh viém phdi dia phuong & ion;
- TCVN 8400-38: 2015, phdn 38: Bénh tiéu chdy & lon do Corona virus;
- TCVN 8400-39: 2016, phén 39: Bénh viém duong h6 hap mén tinh & ga;

- TCVN 8400-40: 2016, phan 40: Bénh nhiém tring huyét & thdly cdm do vi khudn
Riemerella anatipestifer gay ra.

- TCVN 8400-41: 2019, phéan 41: Bénh dich ta lpn Chau Phi.

- TCVN 8400-42: 2019, phan 42: Bénh djch té loai nhai lai nhd;
- TCVN 8400-43: 2019, phan 43: Bénh Iudi xanh;

- TCVN 8400-44: 2019, phan 44: Bénh roi tring Trichomonosis;

- TCVN 8400-45: 2019, phan 45: Bénh gao Ign, bénh gao bo;
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- TCVN 8400-46: 2019, phan 46: Bénh dai;
- TCVN 8400-47: 2019, phan 47: Bénh djch ta lon cé dién.
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Bénh dong vat — Quy trinh chan doan -
Phan 47: Bénh dich ta lon c6 dién

Animal diseases - Diagnostic procedure - Part 47: Classical swine fever disease

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chuan nay c6 thé lién quan dén cac vat lidu, thiét bj va cac thao
tdc gay nguy hiém. Tiéu chuin nay khéng thé dwa ra dwoc hét tat ca cac van dé an toan lién quan
dén viéc str dyng ching. Ngwdi siv dung tiéu chuan nay phai ty thiét lap cac thao tac an toan
sinh hoc thich hop va xac dinh kha nang ap dung cac gi¢i han quy djnh trwéc khi st dung tiéu
chuén.

1 Pham vi ap dung
Tiéu chuan nay quy dinh quy trinh chan doan bénh dich ta lon cb dién.
2 Tai liéu vién dan

Cac tai lidu vién dan sau day rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. D4 vai cac tai liéu vién dan
ghi ndm cdng bé thi ap dung ban dwgc néu. Di voi céc tai liéu vién dan khdng ghi nam cong bd thi ap
dung phién ban méi nhét, bao gbm ca cac sira ddi, bd sung (néu co).

TCVN 8402:2010 Bénh déng vét — Quy trinh md kham.
3 Thuat ngiv va dinh nghia, cac tir viét tat
3.1 Thuat ngi¥ va djnh nghia

Bénh dich ta lon ¢d dién (Classical swine fever disease- CSF) 1a bénh truyén nhiém co tinh chat lay lan
nhanh. Bénh chi xay ra & lgn véi céc mre dd khac nhau tiy thude vao doc lwe vi rat, tudi dong vat man
cam va th&i gian nhiém bénh. Vi rit tdc dong gay bién ddi bénh ly & nhigu co quan, bd phén, déc biét Ia
b phan tigu héa lam con vat tiéu chay trdm trong do loét rudt.

CHU THICH: Vi rit gay bénh dich ta lon cd dién 13 vi rit ARN thudc giéng Pestivirus, ho Flaviridae.

3.2 Tir viét tat

- CSF (Classical swine fever): Bénh dich ta ign cd dién;

- CSFV (Classical swine fever virus): Vi rat dich ta lon cd dién;

- ADN: Axit deoxyribonucleic;
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- ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay): Phan teng mién dich lién két enzyme;
- FBS (Fetal bovine serum): Huyét thanh thai bé;

- FITC (Fluorescein isothiocyanate): thué¢ nhudm phat huynh quang;

- MEM (Minimal essential medium): Mdi treéng nudi cay té bao;

- NPLA (Neutralising Peroxidase - Linked Assay): Phwong phép trung hoa trén té bao;
- PBS (Phosphate buffered saline): Dung dich mudi dém phét phat;

- Ct (Threshold cycle): chu ky ngwéng;

- PK 15 (Porcine kidney): Té bao than lon dong 15;

- Realtime RT-PCR (Realtime - Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction): Phan tng sao chép
ngwoc chudi tring hep thdi gian thye;

- ARN: Axit ribonucleic;

- SK-6 (Swine kidney 6): Té bao than lgn dong 6;

- TCIDso (50 % tissue culture infective dose): Liéu gay nhiém 50 % té bao.
4 Thubc thiy, vat liéu thee

Chi st dung thudc thir loai tinh khiét phan tich va s& dung nwéc cat hodc nwdc da khir khoang hodic
nwoc co df tinh khiét twong dwong khdng c6 DNAse va RNAse, trlr khi cé quy dinh khac.

4.1 Thudc thir va vat liéu thir ding cho ldy mau

4.1.1 Dung dich aceton (100% aceton), dung cd dinh md;

4.1.2 Dung dich Methanol (CH;0H);

4.1.3 Natri clorua (NaCl);

4.1.4 Natri phosphat (Na;HPO.);

4.1.5 Dung djch natri hydroxit (NaOH) 1 N;

4.1.6 Dung djch axit chlohydric (HCI) 1N;

4.1.7 Dung dich dém phosphate glycerin;

4.1.8 Cac loai thudc khang sinh: penicillin, streptomycin, polymicin (xem phy lyc A);
4.1.9 Cén (Ethanol), tir 70 % dén 100 %;

4.1.10 Ong nghiém sach, vé trung va cé chét chéng déng EDTA,;

4.1.11 Dung dich mu6i dém phot phat (PBS), pH 7.2 + 0,2 (xem Phuy luc A);
4.1.12 Formaldehyde (CHO).

4.2 Thudc thir va vit ligu thir diing cho realtime RT-PCR
8
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4.2.1 Bo kit chiét tach ARN;
4.2.2 B9 kit nhan gen;
4.2.3 Méi xuéi, moi ngwee va doan do;

4.2.4 Mu chuén dwong, dwgc ching nhan dueng tinh hodic ARN chudn dwong tinh tach chiét tee vi rat
dich ta lon co gia trj Ct da biét trudre.

4.3 Thudc thir va vat liéu thir ding cho phan lap va mién djch huynh quang

4.3.1 Moi trwrng nudi cay té bao: Hank's MEM, Eagle's MEM, Hank's BSS (xem phu luc A);
4.3.2 Huyét thanh thai bé;

4.3.3 Té bao than lgn so cép, té bao dong PK 15, SK-6;

4.3.4 Khang thé djch ta lon don déng;

4.3.5 Chat gan két dich ta Ion (Khang thé huynh quang dich ta lon) (FITC);

4.3.6 Vi rat dich ta lon gay bénh trén lgn;

4.3.7 Vi rut dich ta lon chiing thuan héa trén té bao;

4.3.8 Dia 96 giéng, dung cho nudi té bao.

5 Thiét bi, dung cu

St dung thiét bi, dung cy théng thuéng ctia phong thi nghiém sinh hoc, bao gdm nhikng thiét bj dung cu
sau.

5.1 T lanh: td lanh thwéng (tir 0 °C dén 8 °C), tl lanh &m sau (tir 4m 20 °C dén am 80 °C);
5.2 Budng cdy an toan sinh hoc cép 2;

5.3 Thiét bj i mau, c6 thé duy tri & nhiét do 37 °C;

5.4 Can dién tlr, c6 mirc can nhd nhét 1a 1/10000 g;

5.5 Buong cay an toan sinh hoc cap 2;

5.6 May ly tam lanh, cé thé dat gia toc ly tam 1500 g dén 2500 g, 10000 g va 12000 g;
5.7 May khudy tir,

5.8 May lac trén;

5.9 Kinh hién vi dao ngworc (ding soi t& bao);

5.10 May doc ELISA, co thé doc & budc séng tir 450 nm dén 650 nm;

5.11 May realtime PCR;

5.12 May chiét tich ADN/ARN ty ddng (néu co);
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5.13 May nghién méu hojc céi, chay sir, panh, kéo, vd tring;
5.14 Xy lanh va kim tiém loai 18G;

5.15 Dung cuy tiéu hao nhu: géng tay, khau trang, béo h¢ ca nhan.
5.16 On Leighton,;

5.17 Lo nudi té bao, loai T25, T75;

5.18 Dia nudi té bao, loai 96 giéng;

5.19 Lam kinh/ lamen.

5.20 Kinh hién vi huynh quang;

5.21 May cit mé lanh;

5.22 Tu 4m, nhiét 44 370C.

Ngoai ra, cn c6 cac loai dau tip, pipet, 6ng nghiém, dia pefri va cac vat tw tiéu hao phii hop cho qua
trinh thire hién céc bién phép ky thuat trong tiéu chuan nay.

6 Chén doan 1am sang

6.1 Djch té hoc

Bénh dich ta lo'n cd dién chi xay ra & Ign. Bénh c6 tinh chét 1ay lan nhanh va lgn méc & moi ltra tudi,
nhét 1a lon con, ty 1& bénh va chét cao, khéng cé viing dich rd rang v& mét dia ly va bénh méc quanh
nam khéng theo miia. Bénh co thé xuét hién durdi nhiéu dang khac nhau: thé cép tinh, duéi cip, man
tinh va thé &n. Déc biét thé mang tring trén lon néi la thé bénh hét sire nguy hiém vé dich té.

Lon thwérng nhiém CSFV ngoai ty nhién qua dudng mili, miéng. Thévi gian ( bénh tir 3 ngay dén 8 ngay,
sau do xuat hién cac triéu chirng nhu sét cao trén 40 °C, suy nhwgc co thé, chan &n, hay nghién rang
hoZc kéu rén khé, viem két mac mat ¢6 dir, gidm sb lwrong bach cu trong mau, Ign bj tao bén sau d6
tiéu chay phan thdi khdm la cac ddu hiéu d&c trung clia bénh,

Bénh dich ta lo'n cd dién co dac diém 1a sung huyét dwoi da hodic tim tai va khong co dAu hiéu 1am sang
dac hiéu. Trong mot s trwdmg hop cac bénh tich quan sat khong du co sé két luan bénh do cé thé nham
1an véi céc trvéng hop do dich ta lon Chau Phi, bénh pho thwong han do Salmonella, bénh ty huyét

tring do Pasteurella, bénh viém phéi do Actinobacillus va Haemophillus suis hay bénh do PCV2, hdi
chirng PRRS.

6.2 Triéu chirng lam sang
Théi gian 0 bénh tir 3 ngay dén 8 ngay, bénh xuét hién vé&i cac thé nhu sau:

- Thé qué cép tinh

10
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Bénh xuat hién dot ngdt, khdng cé triéu chirng ban dau (tién chirng), con vat & rl, bd an, sét cao 40 °C
dén 42 °C, con vat day dua réi chét nhanh. Dién bién bénh trong vong 1 ngay dén 2 ngay, ty 1& chét lén
dén 100 %.

- Thé cép tinh

Lon G rid, kém an, rdi bd &n, sét cao 41 °C dén 42 °C kéo dai dén luc gan chét, mat viém dd co div, chay
nwéc mii, miéng cé loét phli bwra vang & loi, chan rang, hau; lon thuong bi 6i mira, thd khé. Lic dau
t4o bon sau d6 tidu chay phan bét vao mong, dudi mui thdi khdm dbdi khi cé mau twoi. Trén da cé nhidu

diém xuét huyét Iam tm & tai, mdm, bung va 4 chan. Vao cubi ky bénh, lon bj bai 2 chan sau di loang
choang hodc khong di dwoc. Neu ghép vai cac bénh khac thi cac triéu chieng trén trdm trong hon.,

- Thé man tinh

Néu thé cép tinh kéo dai con vat chuyén sang thé man tinh, Con vat gay com ldc bj tao bon va ldc bj tidu
chay, ho khé thé, da lwng swén ¢6 nhirng vét dd cé khi loét ra timg mang.

Bénh tién trién tr 1 thang dén 2 thang Ign chét do kiét strc hodic co thé khdi nhivng gdy com kho v béo.
Nhirng con khéi bénh cé thé mién dich nhung né 1a ngudn gieo rac vi rit.

6.3 Bénh tich

- Thé qué cap tinh

Bénh tich khéng rd, chi thay niém mac viém dd, than xuét huyét, viing vo hach lam ba sung dé.
- Thé cap tinh

C6 nhiéu diém xuét huyét & niém mac, niém mac miéng I& viém xuat huyét, cé khi cé myn loét néng hay
sau, pht chat bwa mau vang trang. Niém mac da day swng mau dd gach, niém mac rudt nhat 1a van hoi

manh trang cé nhitng not loét, hach [am ba swng ty mau cé mau doé sam.
Lach khéng sung hodc it swng nhung cd hién twgng nhoi huyét, xuat huyét & vién lach.

Than xuét huyét & I&p vo. Phdi viém ty mau c6 nhidu viing bi gan hda, hoai ttr cirng lai. Mang phdi c6
nhitng ché cham dd xuét huyét.

- Thé man tinh

Rudt viém c6 mun loét tron hay céc vét “loét hinh cic 40”. C6 khi thay thanh rugt gia day cing 1én, niém
mac trd nén san sui. Phoi dinh vao 1bng nguwe.

7 Chén doan trong phang thi nghiém
7.1 LAy miu va xir ly mau bénh pham
7.1.1 Lay miu

LAy mau theo hudng dan cla quy trinh md kham TCVN 8402: 2010.

1"
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Mau bénh pham: mau khang ddng, lach, hach bach huyét, hach amidan, than, dich ndi té bao sau khi
phan 13p vi rat @& phat hién vi rat. Mau bénh pham 1a huyét thanh dé phat hién khang thé khang CSFV.

CHU THICH: Béi vai mau chéng ddng dung kim tiém vé tring 18G (5.14) 14y khodng 5 m méu clia dong vat dang sét nghi méc
bénh cho vao éng nghiém co chét chéng ddng EDTA (4.1.10), léc nhe.

M&u dwoc bao quan trong tui nilon hodc lo dwng bénh phim vé triing, tAt ca dwgc dét trong thiing bao
dn va van chuyén trong diéu kién tir 2 °C dén 8 °C. Mau bénh pham glri dén phong thi nghiém trong
vong 24 gidr sau khi [dy, kem theo phiéu gl bénh phdm, néu qua theri gian d6, bénh pham phai dwoc
bdo quan & nhiét d§ déng bang tir &m 20 °C dén a4m 80 °C. Huyét thanh bdo quan & nhiét do tir 2 °C
dén 8 °C tdi da 7 ngdy. Lwu mAu bénh phadm & nhiét 46 am 20 °C (dbi véi mAu huyét thanh) va & am
80°C (d6i v6i mu banh pham khéc).

7.1.2 Xt ly m3u bénh pham

Tao huyén dich 10% tir mau bénh pham (lach, hach amidan, hach bach huyét, than cta lon) nghién
(5.13) trong dung dich PBS (4.1.11) v& triing (vi du: nghién 1 g mau bénh phdm trong 9 ml dung dich
PBS (4.1.11)). Sau do ly tam huy&n dich 2500 g trong 15 phit bang may ly tam (5.2.2). Thu dich ndi dé
chén doan phat hién ASFV béing phurong phap ELISA realtime RT-PCR, RT-PCR ho#c phan Iap vi rit.

7.2 Phat hién khang nguyén
7.2.1 Phwong phap ELISA

Str dung mau bénh pham 1a huyé&n dich nghién tir m3u bénh pham (7.1.2) hoac huyét thanh/huyét teong
lgn nghi méc bénh. Khi stz dung kit ELISA, thyre hién theo hudéng din clia nha san xuét

Cac budc tién hanh tham khao Phy lyc B
7.2.2 Phwong phap realtime RT-PCR
7.2.2.1 Chiét tach ARN

- Str dung kit chiét tach ARN vi rit dich ta Ign cd dién theo hwéng dan clia nha san xuat. Vi du sir dung
kit chiét tach InviMAG Virus DNA/RNA Mini Kit/KF96 " clia hang Stratec. Hodic cé thé st dung céc loai
kit chiét tach twong dwong, pht hop cho chiét tach ARN vi rit (tham khao Phuy lyc C).

- ARN vi rit sau khi chiét tach dwgc bao quan & 4 °C néu xét nghiém ngay, hodc bao quan & am 20 °C
ché @én khi tién hanh xét nghiém.

7.2.2.2 Chuan bj mdi va doan do

- Chuén bj méi va doan dd cho phan (ing realtime RT-PCR: Trinh ty mbi va doan dd dé phat hién vi rat
dich ta lon cb dién tham khao Bang D.1 (xem Phy luc D).

') Théng tin ndy dira ra dé tao diéu kién cho ngudi sit dung tiéu chuén va khéng 4n dinh sit dung san phdm cia nha cung cip ndy. C6 thé sir
dyng céc san phim thuong mai khéc néu cho két qua tuong duong.
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CHU THICH: Trinh ti cap mbi va doan do can tham khao khuyén cdo ciia OIE cap nhat méi dé lya chon phi hep.
7.2.2.3 Tién hanh phan ng realtime RT-PCR

- Si dyng cdp mdi va doan do véi ndng d6 thich hop (tham khdo Bang D.2, Phu lyc D) da chuln bi
(7.2.2.2) va bo kit pha hdn hop phan (rng (master mix) va cai dat chu trinh nhiét theo hwéng dan cla
nha sdn xuét. Vi du s& dung b kit Master mix SuperScript ® Il Platinum ® One step Quantitative RT-
PCR system?, Cat. No.: 11732-020 ciia hang Invitrogen (néu ap dung kit khac c6 thé thay déi thanh
phn master mix).

- Lugng hdn hop nhan gen ding cho 1 phén (rng tham khéo Bang D.2, Phu luc D.
- Sau khi chuén bi xong nguyén liéu master mix tién hanh:

+ Cho 20 pl hén hg'p master mix vao éng PCR 0,2 mi;

+ Cho 5 pl nwdre tinh khiét khdng co6 DNase/RNase vao éng PCR dbi chieng am;

+ Cho 5 pl ARN ctla mau vira tach chiét vao éng PCR;

+ Cho 5 pl ARN duong chudn cla vi rdt dich ta lgn cd dién cé gia trj Ct da biét trieéc vao dng PCR dbi
chirng dwong;

+ Dat éng PCR vao may realtime PCR (5.11).

CHU THICH:

1) Phan (ng realtime RT-PCR phai bao gdm: m&u kidém tra, mu déi chirng dwong va méu déi chimg am.

2) Mau va nguyén liéu cho phan (mg realtime RT-PCR cin dit trong khay 84 lanh trong sudt qua trinh chudn bi.

- Chu trinh nhiét chay phan ing tham khao Bang D.3, phu lyc D.

7.2.2.4 Poc két qua

- Két qua clia phan ng realtime RT-PCR dwoc xac dinh dya vao chu ky nguéing (Cycle threshold: Ct).

- Phan (rng duoc cong nhan: mau déi chivng duong tinh (chuén dé trwére) phai co gia trj Ct twong duong
gia tri Ct da biét (£ 2 Ct), mau ddi chirng am tinh khdng ¢6 Ct.

Véi diéu kién phan (ng:
+ Mau dwong tinh khi gia tri Ct < 40
+ M&u am tinh khi khong c6 gié tri Ct

+ MAu nghi ngo khi gia trj 40 < Ct <45

2} Théng tin nay dua ra dé tzo ditu kién cho ngudi sir dung tiéu chudn va khdng dn dinh sit dyng san phém ciia nha cung cép nay. C6 thé sir
dung céc san phim thuong mai khée néu cho két qua tuong duong.

13
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- Danh gia két qua: Mau cd vi rit dich ta lon co dién khi két qua realtime RT-PCR dwong tinh. V&i nhitng
mau nghi ngé can dworc thire hién lai xét nghiém hodic st dung phuwrong phap xét nghiém khac dé khang
dinh két qua.

7.2.3 Phan lap vi rut
7.2.3.1 Chuan bj té bao

Téach té bao mét 6 (than lon so cp, PK-15, SK-6 (4.3.3)) béing trypsin 0,05 % (4.3.9) khoang tir 5 dén
10 phit & nhiét @6 37 °C. Cho mdi trivérng phét trién (dung dich Eagle’ MEM (4.3.1) chira 5 % huyét thanh
thai bé (4.3.2)) vao tron déu, ly tam 160 g trong 10 phut. Loai b dich ndi, hda tan té bao véi mét lwgng
mdi trieérng phét trién sao cho dat mat do 2 x 108 té bao/ml mai trwéng phat trién va bd sung dung dich
khang sinh/Glutamin (xem Phy lyc A) (0,2 ml dung dich khang sinh/ Glutamin trong 10 ml huyén dich té
bao).

7.2.3.2 Gay nhiém té bao

- Trdn huyén dich bénh pham da x( Iy (7.1.2) véi huyén dich té bao theo ty 1& 1/10, réi nudi cay trong
dng Leighton (5.16) c6 sén lamen (5.19) hodc trong cac lo nudi t& bao (5.17) hay dia nudi t& bao (5.18).
U&37°C.

- Thu hoach huyén dich t& bao sau tir 24 gior dén 72 giér gay nhiém, giam dinh vi rit bing phwong phap
ELISA phat hién khang nguyén hodc phuong phap realtime RT-PCR.

7.2.4 Phwong phap mién dich huynh quang

7.24.1 Chuan bj mau

- Chuén bj mau: Dung méay cat md lanh (5.21) cét cac mod bénh pham (amidan, lach, hach) thanh nhing
It mong tir 2 pm dén 5 pm dat 1&n lam kinh (5.19), mdi phién tir 2 l4t dén 3 1at. Ding but danh dau ky
hiéu mau l&n lam kinh. Thuc hién twong tw dbi véi cac mé dbi chirng dwong tinh va am tinh.

- Dé tiéu ban khé tw nhién
- Néu khdng c6 mdy cit mé lanh thi dung phuong phap in td chire: ding dao sdc mong cét dirt khoat
mdt nhat trén miéng td chirc (amidan, lach, hach), ding panh nhon gép miéng t& chirc tham trén gidy loc

cho dén hét mau, 4n nhe mét cit td chivc 1&n lam kinh, ding but danh diu ky higéu m3u ién tam kinh, d&
khd ty nhién.

7.2.4.2 Chuén bj mau thir trén mbi trwirng té bao
- Mau huyén dich tir mau bénh pham da chuan bj (7.1.2) dwgc loc qua mang loc 0.45 pm.

- CAy mau huyén dich 1&n t& bao than lon (4.3.3) da chuén b s&n trong éng nghiém Leighton cé lamen,
méi mau bénh pham cay 2 6ng dén 4 bng.

- Khi ciy bénh pham 24 git dén 48 gicr, 4y lamen ra, d& khé ty nhién va cher tién hanh cac budc sau.
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CHU THICH: Khi c&y bénh phdm lén té bao can cb 2 bng dbi chimg té bao khde, 2 dng dbi chimg nhidm CSFV. Banh diu cac
déng té bao.

7.2.4.3 Cé dinh tiéu ban
- Cé4c tiéu ban da dugc chuan bj & 7.2.4.1 dem cb dinh bang dung dich aceton (4.1.1).

- Dt cac lam kinh da chuén bj & trén vao cdc nhudm, d6 dung dich aceton (4.1.1) vao. Céc la kinh chuan
bi & 7.2.4.2 thi d& nguyén trong 6ng Leighton, 35 bé mdi trwérng cho dung dich aceton (4.1.1) vao ¢b
dinh, dé & am 20 °C trong 1 gi¢» hodc & 37 °C trong 30 phat. Sau d6 lay tiéu ban ra dé kho ty nhién.

7.2.4.4 Nhudém mau thir
- Dung chét gén két djch ta lgn (FITC) (4.3.5) da pha lodng & nng @6 st dung theo hwéng dan clia nha
san xuét nhd 1&n cac lam kinh hodc lamen da gan bénh phdm dam bao thudc nhudm phi kin cac mo/té

bao. Dat cac lam kinh, lamen kinh vao khay &m (gitr cho bé& mét ludn wét trong sudt qua trinh nhudm)
clia ti 4m (5.22) & nhiét dd 37 °C trong 30 phut.

- Sau khi lay & ti 4m ra, d6 bd chat gan két, rira céc tiéu ban qua dung dich dém PBS (4.1.11): dat tiéu
ban vao céc ¢ ranh, db ngap dung dich PBS vao ngam riva 2 13n dén 3 1an, mdi 1an 5 phat. Cubi cling
trang lai bang nuwéc cat hai lan.

- D3t nghiéng tiéu ban trén gidy loc hodc tham nhe cho khd

- Nhé mdt giot dung dich dém glycerin 1én phién kinh tiéu ban rbi day 14 kinh I&n hodc nhd 1 giot dung
dich do 1&n phién kinh sach rdi day la kinh lén.

7.2.4.5 Doc két qua
- Diing kinh hién vi huynh quang (5.20) lan lugt doc cac mau tir ddi chirng dén cac mau bénh pham.

CHU THICH: Khang nguyén vi riit dich ta lgn khong co cAu triic ré rang, huynh quang dwong tinh (+) 1 nhiing d&m phat quang
méau xanh |4 cdy (nhudm bang FITC) & nguyén sinh chat. Khi sir dung phuong phap nhudm huynh quang nhét thiét phai co dbi
chirng.

- Céc dbi chirng trong phwong phap huynh quang:

+ Dbi chirng 4m tinh (-): tiéu ban té bao than lon hodc hach, lach lgn khde manh nhudm chat gn két.
Két qué khong phéat quang.

+ D6i ching duong tinh (+): tiéu ban ¢6 vi rit dich 3 lon dwong tinh nhudm chét gén két. Két qua co
phat quang sang rd tirng dam & nhitng nguyén sinh chét c6 vi rit dich ta lgn cb dién.

+ Pdi chirng mién dich dic hiéu: tiéu ban bénh pham sau khi ¢c6 dinh dung dich aceton dwgc nho 1 giot
khang huyét thanh dich ta lgn cd dién d&c hiéu, d& & 37 °C trong 30 phut. D6 bé huyét thanh, riva béng
PBS trwdre khi gén chéat gan két. Két qua tiéu ban khang phat quang hodc phat quang yéu hon.

- Boc va tra |oi két qua theo Bang 1.
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Bang 1 - Cach doc két qua

Cac tiéu ban Két qua huynh quang Két luan
Bénh pham Cé Cé vi rit dich ta lon
Bénh pham Khéng Khéng ¢6 vi rat dich ta lon
7.3 Phat hién khang thé

Phat hién khang thé dich ta Ign cd dién c6 ¥ nghTa chan doan ddi véi lon dm c6 triéu chirng clia bénh
dich ta lgn cb dién va chwa tirng tiém phong, hodc nhidm vi rat dich ta lon tir tredc.

7.3.1 Phwong phédp ELISA phét hién khang thé

S(r dung kit ELISA phét hién khang thé theo hwéng dan clia nha san xuat.

Cac budre tién hanh tham khao Phy lyc E.

7.3.2 Phwong phap trung hoa khang thé djch ta lon trén mai trwérng té bao

Ngoai muc dich chan doan bénh, phrrong phap phat hién khang thé bing phwong phap trung hoa trén
t& bao con ¢6 y nghta danh gid hiéu gia khang thé sau tiém phong véc xin CSF. Phuong phap nay dé
xac dinh ham lugng khang thé cé trong huyét thanh nhér sy tre ché clia khang thé ddi voi CSFV duec
gay nhiém trén té bao.

Céc bu¢re tién hanh tham khao Phy luc F.
8 Kétluan

Lon duwge xac dinh méc bénh dich ta lon khi ¢ cac dic diém dich té ho, trigu chirng lam sang cla bénh
dich ta lgn va phai co két qua dwong tinh véi mét trong nhitng phwong phap xét nghiém sau:

- Phuong phap ELISA phat hién khang nguyén duong tinh.

- Phuong phap realtime RT-PCR phat hién vi r(t dwong tinh.

- Phan Iap dworc vi rat trén mai trwong té bao, va gidm dinh vi rut dich ta lon dwong tinh.
- Phwong phap mién dich huynh quang dwong tinh.

- Phurong phap ELISA phat hién khang thé dwong tinh & lon chua tiém phong.

- Phuong phap trung hoa trén té bao dwong tinh (chi 4p dung dbi vé&i lgn chua tiém phong trong tredng
hop chan dodn).
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Phu luc A
(Quy dinh)
Thanh phén va chuin bi méi trieng, dung dich thudc thir

A.1 Dung dich Glutamin/khéng sinh 100 ldn (100 X)

- Dung Dich A:

Thanh phan: Glutamin 292g

Nwéc cdthailan 50 ml

Céch chuan bj; Hoa tan cac thanh phan trén rdi loc qua mang loc co kich thwde 0,45 pm.

- Dung dich B:

Thanh phan: Penicillin 1000000 UI
Streptomycin 1g
Mycostatin 500000 UI
Polymicin 150000 UI
Kanamycin 19

Nugccathaildn 10 ml
Céach chudn bj: Hoa tan cac thanh phén trén béing cach lac déu.
- Dung dich C:
Thanh phén: Dung dich A, dung dich B va nuwéc cét hai lan.

Céch chuan bj: Hoa tan 50 ml dung dich A, 10 ml dung dich B va 40 ml nudc cat hai lan va dem bao
quan & am 20 °C.

A.2 Dung dich mudi dém Hank's (BSS) hodic méi tredng Hank’s MEM
Pha theo chi dan cGa hang san xuét. Sau d6, hap vo tring 121 °C trong thdi gian 15 phit va bao quan &
4°C.
A.3 Méi trwrng nubi cdy té bao Eagle's MEM
Thanh phan: Mai trwéng Eagle’'s MEM 944
Nudrc cat hai lan 1000 m!

Cach chuan bi: Hoa tan céc thanh phan trén. Sau d6, hap vé tring 121 °C trong théi gian 15 phit va bao
quan & 4 °C.
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A.4 Dung dich Trypsin 0,5 % (10 X)

Thanh phan: Trylpsin 1:250 5q
Nudc cét hai lan 1000 ml.

Cach chuan bi: Hoa tan cac thanh phan trén, khudy déu bang c4 tir va dé qua dém & 4 °C. Sau do, loc
qua mang loc 0,45 pm. Dung dich dwgc bao quan ¢ nhiét @3 am 20 °C. Truwéc khi ding pha loang véi
nwére cat hai lan vé triung dé dwoc 0,05%.

A.5 Dung djch muéi dém phét phét pH ~ 7,2 (PBS).

Thanh phan
Natri clorua (NaCl) 80g
Kali clorua (KCl) 02g

Natri hydrophosphat (Na;HPOs) 1,15 g

Kali dihydrophosphat (KH2PO.) 0,29

Nuwdre cat 1000 ml
Cach chuén bj

Hoa tan natri clorua, kali clorua, natri hydrophosphat va kali dihydrophosphat trong 1000 ml nwéc cét.
Chinh pH trong khoang 7,2 + 0,2. Hap 121 °C trong thdi gian 15 phut, chia nhd va bao quan & 4 °C trong
khoang 3 thang.

GHI CHU: C6 thé s dung PBS thwong mai va chuén bj theo huéng dén clia nha san xuét.

A.6 Dung dich dém glycerin pH ~ 8,3

Thanh phan: Natri dihydrocachonat (NaHCO;)  0,0715g
Dinatri cacbonat (Na2COs) 0,00160g
Nuwére ct vo fring 10 ml
Glycerin vira da 100 ml

Cach chuan bi; Hoa tan cac thanh phén trén. Bao quan & nhiét do 4 °C, ding khi doc huynh quang.

A.7 Co chat AEC (Amino Ethyl Carbazole)

Thanh phan:  Amino Ethyl Carbazole 2mg
N, N-DiMethyl Formamide DMF 500 pl
0.05 M Acetate Buffer 9,5 ml
30% Hydrogen Peroxide H202 Spl

Céch chuan bj: Hoa tan cac thanh phén trén, dung ngay sau khi pha.
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Phu luc B
(Tham khao)
Phwong phap ELISA phat hién khang nguyén vi riat dich ta lgn

Hién nay co nhiéu kit ELISA phat hién khang nguyén vi rit dich ta lgn khac nhau dwgrc cung clp trén thi
treong. Vi du, siv dung kit IDEXX CSFV Ag serum plus clia hang IDEXX Cat.no: 99-40939 ¥ thi cac
budc dwore thire hién nhw sau:

B.1 Chudn bij
T4t ca nguyén liéu duwgc dé ra ngoai nhiét do phong (tlr 18 °C dén 25 °C) va lac déu trwde khi slr dung.

- Chun bj pha lodng mau xét nghiém: Mau huyét thanh ho3c huyét tong xét nghiém va mau déi chirng
dwoc pha lodng 1/2. Thay ddi dau tip cho mdi mau, ghi lai ky hiéu mau theo so @6 bd tri phan (ng trén
dia va phai lac déu mau trudc khi pha loang.

- Chuén bj nrdre riva: Lic déu dung dich nwoc riva c6 ndng dé dam dac 10 1an dé hoa tan hét mét vai
thanh phan mubi. Pha lodng 1/10 tir dung dich dam dic 10 Ian véi nudre cat hai lan trwde khi st dyng.

B.2 Thwe hién phan &ng

- Cho 50 pl dung dich khang thé phét hién (Detection antibodies) vao tirng giéng.

- Cho 50 pl mau d6i chirng am vao giéng A1, B1.

- Cho 50 pl mau dbi chirng dwong vao giéng C1, D1.

- Cho 50 pl mau xét nghiém vao tlmng giéng twong (ng véi so db xét nghiém. Lac déu dia.

-U 2 gir & 37 °C hodc G qua dém (12 gier dén 18 gi&y) & 2 °C dén 8 °C. Dan kin dia dé tranh bay hoi.

- Sau khi két thuc giai doan G, riva dia 5 1an v&i nwéc riva. MG giéng rira v&i khodng 300 pl nwéc riva.
Lam sach nwdc riva co trong giéng sau khi rira. Tranh lam khé dia trudrc khi bd sung conjugate.

- Cho 100 pl dung dich conjugate vao tat ca cac giéng phan (rng.
- U 30 phat & nhiét @ phong 18 °C dén 25 °C.

- Sau khi két thuc giai doan U, riva dia 5 l&n véi nuéc rira.

- Cho 100 pl dung dich TMB vao t&t ca cac giéng phan &ng.

- U 10 phat & nhiét 4o 18 °C dén 25 °C.

- Cho 100 pl dung dich Stop vao tat c cac giéng phan tng.

" Thong tin ny dua ra dé tao diéu kién cho ngudi sir dung tiéu chudn va khéng 4n dinh sir dyng sin pham cila nha cung cdp nay. C6 thé sir
dung cc san phim thuong mai khdc néu cho két qua tuong dwong.
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- Doc dia & budc séng 450 nm bang may doc ELISA (5.10)
- Tinh todn két qua.

B.3 Két qua

- Danh gia két qua

Két qua ¢ gid trj khi hiéu gilra gia tri OD trung binh méu ddi chirng dwong va trung binh mau déi chirng
am phai Ién hon hodc bang 0,150. Ngoai ra, gia trj OD trung binh mau @i chirng &m phai nhd hon hodc
bang 0,250.

D6i v&i cac két qua khdng hep 1§, khdo nghiém phai dugce 1p lai.

St ¢é mat hay khdng cé mét cla khang nguyén dich ta lgn trong mau dwgc xac dinh bai gia trj OD (SN)
cho méi mau.

- Phan tich két qua

Trung binh mu déi chirng am: NC = (giéng A1 + giéng B1)/2
Trung binh mau déi chirng dwong: PC = (giéng C1 + giéng D1)/2
M&u xét nghiém (S ~ NC): S — NC = miu — NC

- Gidi thich két qua

Néu mau cé gia tri (S — NC) < 0,300: m&u am tinh véri CSFV.,

Néu méu co gia trj (S — NC) > 0,300: m&u dwong tinh va cin dwoc xac nhan véi mét thir nghiém cy thé
CSFV dé xac dinh BVD, BVDV hay CSFV.
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Phu luc C
(Tham khao)
Quy trinh chiét tach ADN/ARN

St dyng kit chiét tach ADN/ARN. Hién nay c6 rét nhiéu céc loai kit chiét tach khac nhau dugc cung cap
trén thi tredng. Do do, tly thudc vao didu kién thire té cla phong thi nghiém dé Iya chon b kit phi hep.
Néu st dyng kit chiét tach InviMAG Virus DNA/RNA Mini Kit/ KF96, Cat. No: 7441050100 béng may
Thermo Scientific KingFisher KF 96 thi cac budc dwgc thire hign nhw sau:

B.1 Chuén bj

- Dung dich dém Lysis Buffer RV: Cho thém Proteinase K va Carrier RNA vao dung dich dém Lysis theo
hwéng dén clia nha san xuét. Dung dich nay dugc bdo quan & nhiét dd phong 15 °C dén 30 °C.

- Dung dich hat tir {Bead Mix): Cho dung dich MAP vao dung dich Binding theo hwéng dén clia nha san
Xuat.

- Dung dich rlrba 1 (Washing Wash 1), dung dich rira 2 (Washing Wash 2): Cho thém ethanol 100 % vao
dung dich theo huéng ddn clia nha san xuét.

- Dung dich Elution Buffer: dung dich thu hdi ADN/ARN sau khi tach chiét dwoc st dung tryc tiép tir dng
gbc clia b kit.

B.2 Tién hanh chiét tich miu tw ddng béng may Thermo Scientific KingFisher KF

- Hut 200 pl dung dich dém Lysis Buffer cho vao dng eppendorf 1,5 ml vo triing ¢6 ghi s8n ky hiéu mau.

- Giai dng, vortex huyén dich 10 % mau da chuan bj & muc 7.1.2. Sau dé tién hanh ly tam 2500 g trong
15 phut. Hat 200 ! dich trong bén trén vao dng Lysis buffer va trdn déu.

- Ly tam 1&ng (5.2.4) d& kéo cac phan bam trén ndp éng eppendorf xudng.

- D3t éng eppendorf [én may lac G nhigt (5.2.3), l4c véi van tdc 750 g trong 15 phut & nhiét d 65 °C.
- L&y cac 6ng eppendorf ra khdi may lac G nhiét (5.2.3) va sap xép thir t trén khay.

- Chudn bi céc dia 96 giéng sau va dia 96 thu hdi ADN/ARN cua kit.

- Hut dung dich mu sau khi lac nhiét vao dia 96 giéng sau thir 1 theo so dd mau. Dia 96 giéng sau thir
2: mdi giéng 800 pl dung dich Washing Wash 1, Dia 96 giéng sau thir 3 va 4: mdi giéng 800 pl dung dich
Washing Wash 2, dia 96 giéng thu hoi ADN/ARN cho vao 100 yl dung dich Elution Buffer.

- Sau d6 cho thém vao dia 96 giéng sau thi 1 (giéng chira hdn hop mau va dung dich dém Lysis Buffer)
420 ul dung dich hat tir.
- Chon chwong trinh may chiét tach theo hwéng dan ciia nha sén xuat dé gan cac dia mau va dung dich

chiét tach vao bén trong may chiét tach.

- Van hanh may theo hwéng dan cla nha san xuét.
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- Sau khi chiét tach ADN/ARN d3 hoan tat. LAy dia thu ADN/ARN ra khdi mdy va dat vao ti an toan sinh
hoc cép 2.

- Hat toan bd dung dich trong giéng dia thu ADN/ARN cho vao éng thu héi 500 pl vo tring da ghi sn ky
hiéu m&u chiét tach twong ing.

- M3u ADN/ARN dugc bdo quan & 4°C dé sén sang thyc hién phan (ng realtime PCR/PCR. Trong
treong hop mau ADN/ARN chwa thuc hién phan (ng realtime PCR/ PCR thi mau can duoc luu trl &
nhiét 4 am 20 °C hogc am 80°C.
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Phwong phap realtime RT-PCR dé phat hién vi rut dich ta lon

Bang D.1 - Trinh tw mdi va doan do

M6i va doan do Trinh tw (5'-3')
Theo Risatti
Moi xudi CSFV CCCTGGGTGGTCTAAG
M6i nguoc CSFV CATGCCCTCGTCCAC
Doan do CSFV FAM-CCTGAGTACAGGACAGTCGTCAGTAGTT-TAMRA
Theo Hoffmann
Mbi xudi CSFV ATGCCCAYAGTAGGACTAGCA
Moi ngugec CSFV CTACTGACGACTGTCCTGTAC
Poan do CSFV FAM-TGGCGAGCTCCCTGGGTGGTCTAAGT-TAMRA
Bang D.2 - Thanh phan phan (rng realtime RT-PCR
Thanh phan nguyén liéu . Thé tich cho 1 phan
Nong doé .
STT (Theo hwéng dan cda kit uM wng
Invitrogen Superscript Il qRT- pl
PCR Kit)
1 Nwéc khong c6 RNAse va DNAse 55
Z Dung dich dém 2X 12,5
3 | Méi xudi CSFV 20 0,5
4 | Moi nguoc CSFV 20 0,5
5 | Doan db CSFV 6 0,5
6 Enzyme Mix 0,5
7 | M3u chiét tach (ARN) 5
Téng thé tich cho 1 phan tng: 25
Bang D.3 - Chu trinh nhiét phan tng realtime RT-PCR
Nhiét do
o Thoi gian S6 chu ky
50 (*) 15 phut (*) 01
95 () 2 phut (*) 01
95 15 giay
60 45 giay - %
(ghi nhan tin hiéu quang)

CHU THICH: Nhiét dd va thoi gian (*) chi phii hp véi kitSuperScript ® Il Platinum ® One step Quantitative
RT-PCR system, Cat, No.: 11732-020 cda hang invitrogen.
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PHU LUC E
(Tham khao)
Phwong phap ELISA phat hién khang thé vi rat dich ta lgn

Hién nay c6 nhiéu kit ELISA phat hién khang thé vi rut dich ta lgn khéc nhau dwgc cung cép trén thj
triérng. Vi dy, s& dung kit Priocheck® CSFV Ab 2.0. CSFV antibody test kit ! clia Prionics Thermo Fisher
Scientific thi cac bwdc dugc thyre hién nhw sau:

EA Chuin bj
Pé tat ca nguyén liéu ra ngoai nhiét do phong (18 °C dén 25 °C) va l&c déu trwére khi st dung.

Chuén bj nudc rira: Lac déu dung dich nuwdc rira ¢ ndng do dam dac 200 lan dé hoa tan hét mét vai
thanh phan mudi. Pha loéng 1/200 t& dung dich dam déc 200 |an véi nwdrc cét hai lan trudce khi st dyng.

E.2 Thwe hién phan (rng

- Cho 20 I dung dich pha loding mau vao tat ca cac giéng theo so dd xét nghiém.
- Cho 80 pl m&u @i chirng am vao giéng A1, B1.

- Cho 80 yl m&u dbi chirng dwong yéu vao giéng C1, D1.

- Cho 80 pl mu ddi chirng dweng manh vao giéng E1, F1.

- Cho 80 pl mAu xét nghiém vao cac giéng con lai theo so do.

- Dén kin dia.

- Lic déu dia.

- U 60 phat £ 5 phat & nhigt do 37 °C + 1 °C.

- Sau khi két thuc giai doan 0, rira dia 6 1an vdi nworc rira.

- Cho 100 pl dung dich Conjugate vao tét ca céc giéng phan (ng.
- Dan kin dia.

- U 30 phat £ 1 phat & nhigt d6 37 °C 1 °C.

- Sau khi két thuc giai doan G, rira dia 6 1&n véi nwéc rira.

- Cho 100 pl dung dich TMB vao tat ca cac giéng phan (rng.

- U 20 phat + 1 phit & nhigt 6 22 °C + 3 °C.

- Cho 100 pl dung dich Stop vao tat ca cac giéng phan (rng.

#) Thong tin niy dua ra dé tao didu kién cho ngudi sir dyng tiéu chufn va khéng 4n dinh sir dyng sin phim ctia nha cung cép nay. Cé thé sir
dung céc san phém thuong mai khic néu cho két qua trong duong.
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- Doc dia 6' bwéc séng 450 nm bang may doc ELISA (5.10).
- Tinh toan két qua.
E.3 Két qua
- Tinh gia trj trung binh 450 nm clia déi chirng &m (giéng A1 va B1). Pay chinh la gia trj OD max.

- Tinh phan trdm ¢ ché (Pl) clia dbi chirng dwong yéu va dbi chirmg dwong manh trong dia phan (ng
va gia tr| Pl cla mau xét nghiém dugc tinh theo céng thirc nhw sau:

Pl =100 -((Gia trj ODaso cia mau/ ODsso max) x 100)

- Panh gid két qua

Phan (rng co gia tri khi:

+ Gia trj OD trung binh ctia ddi chirng &m phai Ién hon 1,0 (ODmax > 1,0).

+ Pl clia mau ddi chirng dwong yéu phai Ién hon 50 % (Pl > 50 %).

+ Pl clia méu ddi chirng dwong manh phai (&n hon 80 % (PI > 80 %).

Phan (rng khong chap nhan néu khong dat cac gia tri néu trén.

- Phan tich két qua

Néu gid tri Pl < 40 %: mau khong cé khang thé dac hidu véi vi rat dich ta lon.

Néu gia trj Pl = 40 %: mau ¢d khang thé dac hiéu véi vi rat dich ta lon.
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PHY LUC F
(Tham khdo)
Phwong phép trung hda khéng thé dich ta Ign trén moi tredng té bao (phan (g NPLA)
F.1 Chuén bj
- Huyét thanh cn xét nghiém du tién phai dwgc bat hoat & 56°C trong 30 phut.

- Pha loang huyét thanh can xét nghiém véi moi trong MEM (4.3.1) co chira 5 % FBS (4.3.2) theo bac
2 bt dau tir 1/4 (d6 pha loang huyét thanh cubi ciing 1a 1/8). K& ca huyét thanh ddi chirng dwong va am.

- Cho 50 pl huyét thanh da pha lodng vao dia té bao 96 giéng (4.3.8), mdi néng do 2 giéng.
LUU Y: Cén co6 huyét thanh dbi chirmg durong va &m dé kiém soat phan (ng.

- Cho 50 wl vi rit dich ta lon cb dién (4.3.7) & ndng dé 200 TCIDsy / 50 pl dugc pha trong méi trurdng
MEM (4.3.1) ¢6 chiva 5 % FBS (4.3.2) vao tat ca cac giéng.

- U dfa trong t 4m (5.22 ) & 37°C trong 1 gio.

- Cho 100 pl 3 x 10* t& bao PK 15/ml pha trong méi trwérng MEM (4.3.1) ¢6 chira 5 % FBS (4.3.2) vao tht
¢4 cac giéng.

- Vi rit dich ta Ign cb dién (4.3.7) & nong d5 100 TCIDso/ 50 i phai dwoc chudn db lai va G cling voi dia
trung hoa.

- U dfa trong ti &m (5.22 ) & 37 °C va 5% CO trong 3 ngay dén 4 ngay.

- Ca dinh té bao: B4 bé méi trving trong dia va rira dia bing dung dich dém PBS c6 1 % Tween 80 tiv
2 dén 3 1an (200 pl/giéng). Cho vao mdi giéng 100 Wl dung dich cé dinh PBS cé 1 % Tween 20, 10 %
formaline, 1 % NP 40. U & nhiét dd phong 30 phat.

- Rira dia 3 lan bng PBS ¢d 1 % Tween 80.

- Cho 50 pl khang thé dich ta lgn don dong (4.3.4) da dwoc pha loang theo huéng dan clia nha sén xuat
trong PBS vao méi giéng, 0 37 °C trong 30 phut.

- Rira dia 3 1an béng PBS ¢6 1 % Tween 80.

- Cho 50 pl khang thé ther cAp (Anti-pig IgG peroxidase conjugate hodc Anti-mouse HRPO conjugate) da
dugce pha loang theo hiréng dan clia nha san xuét trong PBS vao mdi giéng, t 37 °C trong 30 phit.

- Rira dia 3 |an bing PBS c6 1 % Tween 80.

- Cho 50 pl co chat ACE vao mbi giéng, 0 & nhiét dd phong tir 15 dén 30 phat.
F.3 Doc két qua

- Quan st dia bing kinh hién vi soi nguoe.

- Nguyén sinh chét clia té bao bat mau do dam (mau clia ACE), két luan khéng cé khang thé,
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- Nguyén sinh chét clia t& bao khdng bat mau, két luan co khang thé.
Tinh hidu gia khang thé trung hoa clia mau huyét thanh:

- B$ pha loang clia huyét thanh phai chuyén vé logso (huyét thanh pha lodng 1/X, lay log10 cta X) dé
dwa vao cbng thirc Karber (1931).

Hiéu gia trung hda 50% =a + 0,5 - 1/nx 3rl
V6i:  a: dd pha lodng huyét thanh cao nhét cé it nhéat mot giéng co bét mau.
¥1l: tdng s giéng khéng c6 bét mAu trong cac dd pha loang cé it nhat mdt giéng c6 bét mau.
n: s6 giéng str dung cho mdt dé pha lodng
F.4 Diéu kién dé chap nhan két qua

- Mgt xét nghiém c6 gia trj va két qua chép nhan néu ddi chirng va nng do clia vi rit ném trong khoang
chép nhan:

+ Hiéu gia clia mau @i chirng huyét thanh am tinh co hiéu gia nhd hon 1/8.

+ Hiéu gia cia mAu ddi chirng huyét thanh dwong tinh c6 gia tri twong duong véi gia tri da biét (+ 1 A
pha loang).

+ Hiéu gia chuan dé lai vi rit (200TCIDso) phai ndm trong khoang logie 1,5 — 2,5.

- Mau huyét thanh dwoc xem la dwong tinh néu ndng dd trung hoda vi rit Ién hon hodc bang 1/8. Tat ca
c&c mau dugc cho la dwong tinh trong trwéng hop xét nghiém I3p lai dwgce xac dinh 14 dwong tinh.
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