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Bénh dong vat - Quy trinh chan doan -
Phan 18: Bénh phu dau ga (coryza)

Animal diseases - Diagnostic procedure - Part 18: Infectious coryza

CANH BAO - Viéc 4p dung tiéu chudn nay cé thé lién quan dén céc vit lidu, thibt bj va c4c thao
tac gy nguy hiém. Tidu chuln nay khong thé dwa ra dwgc hét tht ca céc vidn dd an toan lién
quan @én viéc st dung ching. Nguwdi sir dyng tidu chudn nay phal ty thiét I3p céc thao tic an
toan thich hgp va xac djnh kha ning ap dung cac gi¢i han qui dinh trwéc khi siv dyng tidu chudn.

1 Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh chdn do4n bénh phi d3u ga do vi khuin Avibacterium

paragallinarum (trwéc day tén vi khuln la Haemophilus paragallinarum) gay ra.

2 Thuét ngir va dinh nghia

Trong tiéu chuén nay st dung cac thuat ngl va dinh nghia sau:
Bénh phi diu ga (Infectious coryza)

Bénh phi d4u ga 1a bénh truyén nhiém dwéng hd hap cip tinh & ga véi cac d3c trung |14 chdy nwéc
mii, m3t swng. Bénh do vi khun Avibacterium paragallinarum gay ra.

3 Thubc thir va vat liéu thir

Trong tiéu chudn nay chi st dung cac thudc thir tinh khiét phan tich va s dung nude cit hodc nwéc
cd chét lugng twong dwong, triy khi cé quy dinh khéc.

3.1 Thach mau, thach mau co ban dwgc bd sung tir 5 % dén 7 % mau clru, mau bé, hosic mau thd
{pha ché thach theo hwdng din clia nha sdn xuét).

3.2 Thach sd-cd-la

Pha mdi tredng thach mau co ban (4 g thach mau co ban trong 90 mi nwéc), hip tiét tring trong ndi
hép (xem 4.2) & 121 °C trong 15 min. D& mai trwéng ngudi dén 75 °C, rdi bd sung tir § % dén 10 %
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méu ciru, m4u bé, hodic mau thd va dit trong b Ui nhiét (xem 4.9) trong tir 15 min dén 30 min. D& méi
trudng ngudi dén 45 °C, rdi bd sung 1% B-NAD (25 ug trong 100 ml nwérc), 5 % chét chiét nAm men.
Chia d&u moi treéng ra cac dia Petri (xem 4.3), m&i dfa khodng 20 ml.

3.3 Méi trworng TSB.
3.4 Mbi trieng uré co ban,
3.5 Nguyén liu, hoa chét cho phwong phap nhudm Gram (xem Phuy luc A).

3.6 Nguyén liéu, héa chéit cho cac phan (rng sinh héa (xem Phy luc B).

4 Thiétbi, dyung cuy.

Str dyng c4c thiét bj, dung cu clia phong thir nghiém thong thudng, cu thé nhu sau:
4.1 T 4m, duy trl & nhiét o 37 °C, c6 5 % CO,.

4.2 Nbi hdp, duy tri & nhiét d5 100 °C, 110 °C, 121 °C.
4.3 bia Petri.

4.4 Phién kinh, sach.

4.5 Que cly, vo tring.

4.6 Kinh hién vi quang hoc, cé @3 phéng dai 1000 I4n.
4.7 Péncédn.

4.8 Mang lgc, co kich thuéec 18 Ioc 0,45 pm.

4.9 Bé G nhiét, duy tri & 75 °C.

4.10 Ong nghiém, sach, vé tring.

411 May &n nhiét khd, duy tri 100 °C.
5 Cach tién hanh

5.1 Chin doan lam sang

5.1.1 Bic diém dich t&

- Ga & tht ca cac Itra tudi ddu c6 thé méc bénh, chii ydu trén ga tredng thanh va ga d8, ga con méc it
hon va ndu méc cling it trAm trong hon.
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- Bénh thudng xay ra vao mua thu, déng.

- Bénh lay truyén qua dudng hd hép va khdng lay truyén qua tnng.

- Ty 18 méc bénh cao, ty I& chét thap (khodng 10 %).

5.1.2 Triéu chirng 1am sang

- C6 nhigu dich mai; mat swng, tich bj swng; chdy nwéc mét, viém két mac mét.
- Gagidm &n, udng va cé thé bj ia chay.

- Giam tang trong & ga nudi thit va gidm san lwong triing & ga dé (téi 40 %).
5.1.3 Bénh tich

- Mang nhay xoang mi, két mac mét bj viém cata, tdi khi viém.

- Mat, tich bj phu dwéi da.

5.2 Chén doan trong phéng thi nghiém

6.21 L4y miu, bdo quan va vin chuyén miu bénh phdm

Bénh pham: Dich xoang mi, dich tir khi quan, dich l4y tir cac tdi khi.

Bénh pham phai duoc bdo quan trong didu kién lanh tir 2 °C dé&n 8 °C va giti vé phdng thl nghiém
cham nhét 24 h sau khi ldy mau kém theo gidy yéu ciu xét nghiém co ghi r5 triéu chirng, bénh tich va
nhirng théng tin vé dich t&

5.2.2 Nubdi cdy, phan 15p vi khuin

Bénh phdm dwoc nudi cdy trén méi truong thach mau (xem 3.1) cé cdy kém vi khuin Staphylococcus
aureus ho#c thach sé-cd-la (xem 3.2). Nuéi vi khudn trong td &m (xem 4.1) trong 24 h. Néu trong miu
bénh phdm cb vi khuén, cac khuin lac s& dwgc hinh thanh véi hinh thai nhw sau:

a) Trén méi trudng thach mau (xem 3.1) co cAy kém vi khun Staphylococcus aureus cé céc khuln lac
trén, trong suét, kich thuwée nhd (khoang 0,3 mm), khéng gy dung huyét, moc xung quanh dwing ciy
vi khuin Staphylococcus aureus.

b).Jrén mdi trvéng thach sé-cé-la (xem 3.2) ¢d céc khuan lac nhd (khoang 0,3 mm), trong suét.

Chen khuan lac c6 hinh thai dic treng cdy vao méi trwdng thach so-cé-la (xem 3.2) nudi trong ti 4m
(xem 4.1) trong thei gian 24 h @ tién hanh quan sét hinh thai va kiém tra cac d4c tinh sinh hod cla vi
khudn ho#c xac dinh vi khun bing PCR.
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5.2.3 Xac djnh vi khudn

5.2.3.1 Quan sat hinh thai vi khudn tie méi trwng nudi cdy

Lam tiéu ban va ¢ dinh tiéu ban: Dung que ciy (xem 4.5) l4y khudn lac nghi ngé thu duge trong muc
5.2.2 hda d&u vao giot nwdc sinh Iy trén phién kinh (xem 4.4). C4 dinh tiéu ban béng cach dé kho hodc
lam khé tiéu ban trén ngon Itra clia dén cdn (xem 4.7).

Nhudm tiéu ban: Tiéu ban sau khi cé dinh dwgre nhudm béng phwong phap nhudm Gram (Phu lyc A).

Hinh thai vi khuAn: Vi khudn b4t mau d (gram 4m), da hinh thai véi dang trc khun ngén, cAu trec
khuén hay dang s@i, kich thwrée tir 1 um dén 3 pm x t 0,4 pm dén 0,8 pm.

6.2.3.2 Kiém tra cac dic tinh sinh héa

Kiém tra céc dic tinh sinh hoa theo Bang 1 sau:

Bang 1 - Dic tinh sinh héa ciia vi khuln Avibacterium paragallinarum

Uré Catalase | Oxidase | Manitol Glucose | Sucrose IID-)(onse

- - - + + + +

Phuong phép tién hanh, theo Phy lyc B.
5.2.3.3 X4ac dinh vi khudn bing phwong phap PCR
St dung phuwong phap PCR véi cac cp mbi dic hiéu va chu trinh nhiét dwgce néu trong Bang 2.

Bang 2 — C3p mdi dic higu cho Avibacterium paragallinarum

w ol
v san phdm Chu trinh nhigt

94 °C, 10 min;

N1 TgA ggg TAg TCT TgC ACg CgA AT Chu trinh 30 vong:

(94°C,25s;

500 bp 55°C, 50 s;
72°C,40s)

72 °C trong 7 min.

Gir & 4°C

R1 CAA ggT ATC gAT CgT CTC TCT ACT

Tién hanh phén rng PCR theo Phy lyc C.
6 Kétluan

Ga dwoc xac dinh 13 méc bénh phi dAu khi ¢6 d3c diém dich t&, tridu chirng 1am sang, bénh tich didn
hinh clia bénh va phan 1ap dwoc vi khudn Avibacterium paragallinarum trong phéng thi nghiém.



TCVN 8400-18:2014

Phu luc A
(Qui g@jnh)

Phwong phap nhuém gram
A1 Thudc nhudm

A.1.1 Dung dich tim tinh thé

Tim tinh thé 209
Etanol 95 % 20,0 ml
Amoni oxalat 08g
Nuwérc 80,0 ml

Hoa tan tim tinh thé trong etanol va hoa tan amoni oxalat trong nwéc. Sau @6, trdn 2 dung dich nay véi
nhau va l&c cho tan hét.

A.1.2 Dung djch fushcin géc

Basic fuchsin 19
Etanol 95 % 10 mi
Phenol 5¢
Nuwéc 100 mi

Khi diing, pha loang dung dich géc theo ti 1& 1:10 (phan thé tich) vé&i nwéce.

A.1.3 Dung dich lugol

Kali iodua 2g
lod tinh thé 19
Nwéc 200 ml

Nghi&n kali iodua va iodua tinh thé, cho nwérc ct vao tir tr va lic cho tan.

A1.4 Cdn95 %
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A.2 Cach tién hanh

— Nhd dung dich tim tinh thé én tiéu ban: tir 1 min @én 2 min
- RUra nuwdc nhanh, dé khd

— Nhd dung dich lugol, & 1min

- Rlra nuéc nhanh, dé khd

- Nhdcdn 95 %

- Ra nwéde that nhanh, 8& khd

- Nhé dung dich fuchsin loang, @& 1 min

- Rlra nwéc

- Thém khd hoZc say khé

A.3 Xem tiéu ban

Nh 1 giot dAu soi kinh vao tiéu ban va xem tiéu ban bing kinh hién vi quang hoc (xem 4.6).
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Phylyc B
(Qui dinh)

Phwong phap kiém tra cac dic tinh sinh hda cua vi khudn Avibacterium paragallinarum
B.1 Kha niing phén giai uré

- Sir dung mdi trwdng uré co ban (xem 3.4)(pha theo hudng din clia nha sdn xuét) c6 bd sung thém
1% huyét thanh ga, B-NAD ndng dé cudi ciing 1a 5 uM va uré ndng a3 cudi ciing 1a 20%.

- Dung que cdy (xem 4.5) 14y khudin lac tir thach mau hoc thach sd-cd-la trong myc 5.2.2 cly vao
mai trieding c6 uré, nudi trong ti 4m (xem 4.1), doc két qua sau 24 h.

+ Phan (rng dwong tinh: Mai tredng ¢é mau hdng.
+ Phan trng 4m tinh: Mi trwdng khéng thay di mau.
B.2 Phan rng oxidaza

Phan ¢ng duwoc tién hanh trén gidy cé tdm dung dich 1 % Tetrammethyl-P. phenylene diamin
hydrochloride. Dung que cdy (xem 4.5) |4y khuén lac tir méi trrérng thach mau hodc thach sé-cd-la
trong muc 5.2.2 cha sat 1&n trén mat gidy. Phan (rng dwong tinh khi xuét hién mau den tim sau 30 s.
Phan trng 4m tinh khi gidy tdm gitr nguyén mau.

B.3 Phan (rng catalaza

Dung que cay (xem 4.5) ldy khuln lac tir moi trrdng thach mau hodc thach sé-cd-la trong myc 5.2.2
it 18n mot diém trén phién kinh (xem 4.4). Nhd mét giot dung dich H202 3 % I&n khudn lac trén phién
kinh (xem 4.4). Phan rng dwong tinh khi thdy ¢ hién tugng sui bot sau vai gidy. Phan irng am tinh khi
khaéng ¢ hién twgng sti bot.

B.4 Lén men dwéng
— Chuén bj méi trvong TSB-dudng:

Pha méi tredng TSB (xem 3.3) theo hwéng din clia nha san xuét. BS sung 1% chl thi mau phenol red
0,2%, 1% NaCl (g/v). Chinh pH mai trwdng & 6,8 £ 0,2, hép tiét triing trong ndi hép (xem 4.2) & 121 °C
trong 15 min. D& ngudi dén 45 °C, rdi bd sung 1 % B-NAD, 1 % huyét thanh ga. Chia méi tréng ra cac
éng nghiém (xem 4.10), méi 6ng nghiém khodng 4 ml.

~a

Chuén bj dwéng: Pha cac loai dwdng thanh dung dich 10 %, hép tiét tring trong ndi hdp (xem 4.2) &
110 °C trong tir 15 min dén 20 min hodc hap cich quang 3 14n & 100 °C trong 30 min hodc loc qua
mang lgc (xem 4.8).
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Thém 0,4 ml dung dich duéng 10 % vao éng chira 4 mi méi trueérng TSB.

- Tién hanh: Dung que cly (xem 4.5) l4y khudn lac tir thach mau hozic thach sd-cd-la trong muc 5.2.2
chy vao cac dng mbi trrdng TSB-dwdng & phan trén, nuoi trong ti 4m (xem 4.1) sau 24 h doc két qua.

+ Phan (rng am tinh; mdi tredng khong thay di mau.

+ Phan teng dwong tinh: méi trwdng chuyén mau vang.
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Phyluc C
(Qui dijnh)

Phat hién vi khudn Avibacterium paragallinarum bing phwong phap PCR
C.1  Nguyén liégu PCR

C.1.1 Taq PCR Master Mix Kit

C.1.2 Ca#p mdi (primers): mdi xudi va mdi ngugc (Bang 2).
C.1.3 Nuéc tinh khiét khdng c6 nuclease

C.1.4 Dung dich dém TAE hodc TBE

C.1.5 Chét nhuém mau Ethidi bromua hosc SYBR green

C.1.6 Loading dye
C.1.7 DNA chudn (Ladder, marker)
C.2 Chuén bi miu

MZu kiém tra |a vi khudn nghi 1a Avibacterium paragallinarum da nudi cly thuln khiét trén thach mau
(xemn 3.1) ¢6 cdy kém vi khudn Staphylococcus aureus hay thach sd-cd-la (xem 3.2) dugc 08 & ti 4m
(xem 4.1) trong 24 h.

Déi chirng dwong: Chiing vi khudn da dugc gidm dinh 1a Avibacterium paragallinarum ho#c s& dung
cac chiing Avibacterium paragallinarum chufn.

C.3 Tach chiét DNA

Céc vi khudn phan 1ap duoc tir m3u bénh phdm va cac mau @éi chirng dwong duwgc tich chiét DNA
b&ng céc kit thwong mai hay bing phwong phap séc nhiét. Néu st dung kit thi cac bwéc tién hanh
theo chi d&n cha nha san xuét.

Tach chiét bang phuwong phap séc nhiét: LAy tir 3 khuln lac dén 4 khuln lac, hda vao 100 ul nuwéc.
Bun huyén dich trong may én nhiét khd (xem 4.11) trong 10 min rdi Iam lanh nhanh huyén djch trong da
lanh trong 5 min. Ly tam huy&n dich véi gia tc 12000 g trong 4 min. Thu hoach phan nwéc trong phia
trén d& thyc hién phan ¢ng PCR.
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C.4 Phan ing PCR
Sir dung c3p mai va chu trinh nhiét dugc néu trong Bang 2, chudn bj mdi & néng @b 20 uM. Hén hop

phan (rng duc chudn bj trong &ng 0,2 ml. Thanh phan cho 1 phén (ng (theo hwréng dén cla Kit Taq
PCR master mix Kit-Qiagen) nhw sau:

—~ Taq PCR Master Mix Kit 12,5

~  Mbi xudi 20 yM ul

— Méi ngwec 20 pM 1 4l

- Nuwéc khdng cé nuclease 8,5 pl

— MauDNA 2ul
Tdng thé tich 25 il

Péi chirng dwrong: DNA tach chiét tir vi khuln Avibacterium paragallinarum (xem C.2).

Péi chirng am: Gdm diy 4 cac thanh phin cla mét phan rng PCR, nhung khéng c6 DNA cla vi
khudn.

C.5 Chay dién di

San phdm PCR duoc chay dién di trén thach agarose t& 1,5 % dén 2 % trong dung dich dém TAE
hodc TBE.

Cho 2 pl dung dich loading dye vao 8 ul san phdm PCR, trdn déu cho vao tirng giéng trén ban thach.
Cho 10 pl thang chudn (marker) vao mét giéng.

Ban thach duoc dién di trong mdi trwéng dung dich dém TAE hodc TBE (tly thudc vao loai dém st
dung khi pha thach), trong théi gian tir 30 min dén 40 min, & 100 V, sau d6 nhudm ban thach (san
phdm PCR) bing dung dich ethidium bromide 0,2 mg/100 ml.

Cé thé diing chét nhudm mau khac nhw SYBR green d& nhudém ban thach (san phdm PCR) va si¥ dung
theo qui dinh clia nha san xuét (vi dy: SYBR safe DNA gel stain cda Invitrogen).

C.6 Doc két qua
- -~Phan &ng dwong tinh khi:

+ M3u dbi chirng dwong:  C6 mdt vach duy nhét dung kich ¢& cla san phim;
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+ Mau déi chirng am:

+ M3u kiém tra:

- Phan &ng &m tinh khi:

+ MAu déi chirng duong:
+ M3u di chirng am:

+ M3u kiém tra:

Khéng xuét hién vach;

Cé vach gidng miu @éi chirng duong.

C6 mét vach duy nhét ding kich c& clia san phim;
Khéng xuét hién vach;

Khong xuét hién vach.
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