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Bénh dong vat - Quy trinh chan doan -
Phén 27: Bénh san la gan

Animal diseases - Diagnostic procedure - Part 27: Fasciolosis

CANH BAO - Viéc 4p dung tiéu chuin nay cé thé lién quan dén cac vat liu, thiét bj va cac thao
tac gay nguy hidm. Tiéu chuin niy khéng thé dwa ra dwoc hét tit ca cac vin d an toan lién
quan dén viéc str dyng ching. Ngwoi str dyng tiéu chudn nay phai ty thiét 1ap céc thao tac an
toan strc khde thich hgp va xac djnh kha niing ap dyng céc gi¢i han quy djnh trweée khi sir dung
tiéu chuin.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh chdn doan bénh s&n 14 gan trén gia suc.
2 Thudt ngi va djnh nghia

21 Bénh san |4 gan (Fasciolosis)

Bénh sén |4 gan 13 m§t bénh |3y gilra ngwdi va ddng vat, do hai lodi Fasciola hepatica va Fasciola
gigantica gay ra. Cac san nay thwdng ky sinh & éng din mat, cé khi & ca phéi, tim, hach 1am ba, tuyén
tuy cla gia stc, thdm chi trén cd nguwdi. Bénh Iy lan qua lodi ky chl trung gian 1a 8¢ nudc ngot nhur
Limnaea auricularia, L. swinhoci...

CHU THICH: bénh thirémg thiy & thd man tinh trén gia stc va vt nudi, tuy nhién gin day bénh ndi 1&n nhir mét bénh Iy quan
trong & ngurdr, &nh hudng sirc khod cing dbng.

2.2 ELISA (Enzymed Linked Immunosorbent Assay): phép thi* mién dich lién két enzyme.
2.3 PCR (Polymerase Chain Reaction): phan (rng chu8i polymeraza.

2.4 TAE (tris acetate EDTA): dung djch d&ém axetat.
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2,5 PBS (phosphate buffered saline): dung dich dém phosphat.

2.6 OD (optical density): mat dd quang hoc.

3 Thubc thir va vit lidu thir

Chi sir dung céc thube thir ¢6 cép d6 tinh khiét phan tich dirgre cdng nhan va nwéc cht hodc nude cb
@b tinh khiét twong duong.

3.1 Dung dich k&m - mudi (xem didu A.2 phy lyc A)

3.2 Cip mdi dung dé phat hién san 14 gan (xem bang 1)

4 Thiét bj, dung cy

St dung céc thiét bj, dung cy ctia phong thir nghiém sinh hoc va cy thé nhw sau:
4.1 Tu lanh am séu, c6 thé duy tri nhiét @6 tir &m 20 °C dé&n am 80 °C.
4.2 Tu lanh, c6 thé duy tri nhigt do tir 2 °C dén 8 °C.

4.3 Kinh hin vi quang hgc, c6 d phéng dai 40 1An, 100 [An, 400 I&n.
4.4 Tu &m, c6 thé duy trl nhiét d6 & 37 °C.

4.5 Cén phan tich, c6thétr 0,1 g dén 10g.

4.6 May ly tam, c6 thé ly tam véi gia téc 500 g, 1 000 g, 3 000 g.

4.7 May doc ELISA.

48 May PCR.

4.9 Phién kinh.

4.10 Lamen.
4.11 Lwéi loc phén, c6 kich thuéc 18 loc 200 um.

5 Cach tién hanh

5.1 Chin doan lam sang

5.1.1 Dic diém dich té



TCVN 8400-27 : 2014

— S4n I gan gay bénh cho ddng vét &n cd nhur trau, bo, dé, clru, ngoai ra bénh con géip & lon vé ngudi;

— Bénh xay ra & moi I(ra tudi, moi giéng va khéng phan biét tinh biét. Ty & va cwdng dd nhiém san ty
& thuan véi tudi clia ddng vat cdm nhiém;

- Bénh thudng gip & ving dbng bing va mién ni, nhat 1a nhirng noi lay 16i, &m thdp, nwéc ngdp
quanh n3m.

51.2 Triéu chirng
5.1.21 Thé cédptinh

— Bénh & thé cép tinh thuérng gip & gia stc non. Bé, nghé, dé, clru b dn, mét méi, lwdi van ddng,
chwdng hoi da ¢d, sau d6 tiéu chay dir ddi, phan I6ng mau xam, c6 mui tanh. Chi vai ngay sau con vit
ném bét va chét trong tinh trang mét nwérc, rbi loan dién gidi va kiét sirc;

~ Bénh n3ng hon khi bé& nghé nhim th phat cac vi khudn gay bénh c6 sdn trong dwdng rudt nhu:
Salmonella, E. coli, Proteus. Déi khi, trau bd chét cAp tinh ma khéng biéu hién triéu chieng;

- O bé, nghé hodc clru non bénh thudng thdy & trang thai clp hodc & cép tinh, cé hién twong xuét
huyét do san di hanh hodc nhi8m ddc ké phat tir bénh gay ra do Clostridium (viém ruét hoai tir) hodc
bénh Corynebacteria (4p xe gan);

- O giai doan sém va trong tredng hop sb lwong san |4 gan trong dwdng mét chuwa cb nhidu, cac bidu
hién clia bénh thrdong it dugc cha y. Céac bidu hién co thé gip 1a dau viing thurgng vi, sét, nén, tiéu
chay, ngira.

5.1.2.2 Thé& man tinh

- Phé bién & trau, bd, dé, ciru treéng thanh duwgc nudi dwdng tét va san da & giai doan trudng thanh,
ky sinh trong éng mat véi sé lgng it. Triéu chimg thd man tinh xuét hién sau thé c4p tinh nira thang téi hai
thang;

Gia stc an it, gy com, suy nhuoc;

Con vat c6 biéu hign thiéu mau, niém mac nhot nhat, 18ng xu xi, thuy thiing mi mét, nguec;

Tiéu chdy kéo dai, dbi khi téo bén, phan mau den, mét din kha nang sinh san va lam viéc;

Gia stc c6 thé chét do suy kiét.

1

5.1.3 Bénh tich

5.4.3.1 Thé cép tinh
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— Gan xuét huyét, trén mét gan c6 khi thy nhirng durdng di clia san non [am thanh nhirng vét d6 thdm
L
dai tr 2 mm d&n 4 mm, trong éng din mat c6 san non nhé, sé lwgng nhiduy;

- Lép thanh mac xuét huyét nhe, ddi khi c6 to huyét;

- Khi nhiém n&ing thi viém phic mac, gan xuét huyét nhidu, niém mac nhot nhat.
5.1.3.2 Thé man tinh

— Viém tui mat man tinh, éng d&n mat day 1&n do mé lién két téng sinh;

~ Thanh éng mat c6 hién tugng canxi hoa;

— T4 chirc gan tdn thwong thodi héa va cudi ciing 1a din dén xo gan. Nhirng noi mé gan bj pha hdy,
¢6 nhimg d4m mau vang xam, khi kidm tra duéi kinh hién vi thy nhu mé gan mét mau;

— Bénh & thé& man tinh xuét hién san tredng thanh trong tdi mat va éng din mat.
5.2 Chin doan trong phong thi nghiém

521 Liy miu

5.2.1.1 Liy miu cho xét nghiém khéng thé

— M&u huyét thanh: st dyng xy lanh v8 trung & 14y 1 ml dén 5 ml mau & tinh mach cd hoac ddng
mach dudi clia trau, bd, dé, ciru nghi mic bénh chira tiém véc xin phong bénh san 1a gan. Méau ldy ra
duoc chira trong bom tiém, rut pit tdng tao khodng tréng (hodic bom mau vao éng nghigm vé triing),
ghi ky hiéu mAu trén bom tiém hoic 8ng nghiém rdi a4t ndm nghiéng 45° trong hdp dwng miu, aé déng
mau trong 1 h @&n 2 h & nhiét A8 binh thudng, tranh dnh néng tne tiép. Sau a6, chét huyét thanh sang
éng nghiém vé tring khac (ho#ic dng eppendorf) thyre hién xét nghiém md ta tai 5.2.3 — phét hi¢n khang
thé bing phuong phép ELISA;

- MAu stra: 14y stra tryc tiép ngay tir con vat hoic |4y sira a4 vat cho vao éng v tring c6 ndp day dé
thire hién xét nghiém mo ta tai 5.2.3 — phét hién khang thé bang phwong phéap ELISA.

5.2.1.2 LAy méu cho xét nghiém khang nguyén

- M3u phéan: dung tdi nilon sach, 1dn nguec réi deo vao tay hodc deo giing tay bdo h, dua tay vao
truc trang 1Ay phan trpe tiép trong tngc trang con vét hod3ic 14y phan con vt vira thai ra ngoai mdi
trwdng, dung mau phan 14y dwgce vao lo miéng réng hodc tdi nilon sach thyre hién xét nghiém mad ta tai
5.2.2.1 — phét hién khang nguyén bing phurong phap lang ciin; 5.2.2.2 - phét hién khang nguyén bing
phuong phép léng cén — phii ndi; va 5.2.2.3 — phat hién khéng nguyén bang phrong phap ELISA;
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— Trirng san: thu hdi trong phan ctia gia stc bing phu;crng phap l&ng can hodc lAng ciin - phi ndi thire
hién xét nghiém mé ta tai 5.2.2.4 — phét hién khang nguyén bing phwong phap PCR;

- Con san: c&t nhé tirng nhu md gan hay boc 16 6ng d&n mat, tii mat dé 14y san thyc hién xét nghiém
mé ta tai 5.2.2.4 — phat hién khang nguyén béng phuong phap PCR.

5.2.1.3 Bao quan miu

Trong qua trinh van chuyén phai bdo quan mau trong thing bao &n (nhiét dd tir 2 °C dén 8 °C) khong
qua 48 h. O phong thi nghiém, néu chwa xét nghiém ngay, phai dwgc gilr trong ti lanh &m sau (4.1)
d6i véi m&u huyét thanh va td lanh (4.2) d6i véi m&u mau chéng déng.

CHU THICH: khong lAy m3u huyét thanh & trau bd da dugc tiém vic xin phang bénh sén 14 gan d& xét nghiém khang thé vi
cac phrrong phép trong tidéu chudn nay khong phan biét dugc khang thé nhim tw nhign hay khéng thé do tiém véc xin.

§.2.2 Phat hién khang nguyén
5.2.2.1 Phat hién khang nguyén bing phwong phép Iéng cin
5.2.2.1.1 Nguyén tic

Dyra vao sy chénh l&ch khdi lvong riéng gira tnrng sén I4 gan va khéi lwgng riéng clia nwéc, tring
san l4 gan c6 khéi lwgng riéng 16n sé chim xubng.

CHU THICH: phwrong phép nay cho phép phét hién trimg sén trong phan khi san da tnedng thanh va thai trirng, tirc 13 sau
nhi&m tir 8 tuln dén 10 tudn.

5.2.2.1.2 Céch tién hanh

- Dung can phan tich (4.5) can 3 g phan cin xét nghiém, cho vao cdc thiy tinh hodc céc nhyra thi
nhét:

Db 50 ml nwére cét vao cbe chira phan. Dung dGa thiy tinh khudy cho tan thanh huy&n dich;
— Diing Iwdi loc phan (4.11) loc huy8n dich & cbe thir nhét chuyén sang cée thir hai va loai bé cin I6m;

- D& I4ng cbe thir hai trong 3 min, d8 bd phAn nwée phia trén va thu 1Ay phan cin;

Thém 50 ml nudc cht vao cbe chira phan ciin trén, khudy déu;

Dé I14ng trong 3 min, 38 bd phin nwéc phia trén va thu |4y phdn cin;

Thém 50 ml nwére sach vao cée chira phin ciin, khudy ddu;

DA Iing trong 3 min, a8 bd phin dung dich phia trén va thu Iy phin can a8 vao dra petri;
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— Kiém tra trén kinh hién vi quang hoc (4.3) & dd phéng dai 40 14n hodc 100 lan.
CHU THICH: c6 thé gitr ciin trong dia petri & 4 °C d& kiém tra vao hdm sau.

5.2.21.3 Doc két qua

— Két qua duoc coi 1a dwong tinh khi tim thdy trirng san |4 gan, mau vang chanh, trong chira phdi bao
xé&p kin, kich thuéc chidu dai tir 0,11 mm dén 0,15 mm, chiéu réng tir 0,07 mm @én 0,08 mm;

— CAn phan biét v& kich thuréc va mau séc gilra trirng san 14 gan véi triirng san la da co:

1) San l4 da c&: trirng c6 mau tro, phdi bao xép thanh tirng cum, rdi rac, kich thudc chidu dai tr
0,12 mm d@én 0,19 mm va chidu réng tir 0,07 mm dén 0,09 mm;

2) S&n 14 gan: trizng c6 mau vang chanh, phdi bao xép kin, ddu, kin vé trneng, c6 ndp, kich thuéc
chidu dai tir 0,11 mm @én 0,15 mm va chidu réng tir 0,07 mm dén 0,08 mm.

5.2.2,2 Phat hién khang nguyén bing phwong phép ldng cin - phit ndi
5.2.2.21 Nguyén tic

Dwa vao khéi lwgng riéng gilra trPng san 14 gan va dung dich kém - mudi (xem didu A.2 phu lyc A),
trieng sén 14 gan c6 khéi Iegng riéng nhé hon sé& ndi Ién phia trén.

CHU THICH: Phirong phap nay cho phép phéat hién trirng sén trong phan khi san a4 trrdng thanh va thdi tnng, trc la sau
nhi&m ter 8 tudin dén 10 tudn.

5.2.2.2.2 Céch tién hanh

Dung cén phan tich (4.5) can 4 g phan cho vao céc nhiya ¢ dung tich 100 ml;

- B4 50 ml dung dich formol 1 % (xem diéu A.3 phy luc A) vao cbc chira phan;

~ Hoa nhuy&n dung dich phén, lgc ba IAn qua Idi loc phan (4.11) d& loai bd can I6n;
- Db thém 50 ml dung dich formol 1 %, @& dung dich I&ng it nhét 1 h;

— Db phan dung dich ndi phia trén, thu Iy phaAn cin rdi d vao éng c6 dung tich 15 ml;
— Ly tam éng vdi gia téc 1 000 g trong 5 min (4.6);

- B dung dich néi phia trén;

— Cho dung dich kém — muéi (xem didu A.2 phy luc A) d&n cach mép éng 2 cm. Do ddu dung dich
phan trong éng;
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- Ly tam éng véi g.ia tdc 500 g trong 5 min (4.6);

- Db thém dung dich k&m — mubi (xem diéu A.2 phy luc'A) ddy bng, phl lamen (4.10) Ién phia trén
miéng 6ng va d& yén 1 min;

— Nhéc lamen Ién cho vao phién kinh (4.9);

— Kiém tra trén kinh hién vi quang hoc & d6 phéng dai 40 I4n hoic 100 I4n (4.3).

5.2.2.2.3 Poc két qua

Két qua dugc coi la dwong tinh khi tim théy trieng san |a gan, mau vang chanh, trong chira phi bao
x8p kin, kich thuée chiéu dai tir 0,11 mm dén 0,15 mm, chiéu réng tir 0,07 mm dén 0,08 mm.

CHU THICH: do khéi lwgng riéng clia dung dich kém - mudi bio hda cao do d6 trimg o thé bj pha hly, gay kho khan cho
viéc chdn dodn phan bigt véi trirng san 1a da ¢b nén cdn doc két qua ngay sau khi tién hanh céc budc.

5.2.2.3 Phat hién khing nguyén bing phwrong phap ELISA

Hién nay céc kit ELISA thuwong mai da c6 sdn trén thj trwdng diung dé phat hién khang nguyén san 14
gan trén trau bd (xem phuy luc B).

5.2.2.4 Phat hign khang nguyén bing phwong phap PCR
5.2.2.4.1 Tach chiét ADN
- X&ly miu
1) Sén 14 gan: cit mét mAu san cé kich thuwedc khoang 0,5 mm x 0,5 mm;

2) Trimg san la gan thu héi tir phan gia stc bang phuwrong phép léng ciin hodc phuong phap ting
cn phi ndi;
3) CacmAu trén rra ba lAn véi dung dich PBS 0,01M pH 7,2, sau d6 bdo quan trong etanol 70° &
nhiét 46 tir 4 °C Gén 8 °C cho dén khi st dung.

- Téch chiét ADN: sir dung kit tach chiét mé thuong mai:

Céc miu dugc cét nhd, nghién nhuydn bing cbi chay s, cho vao dng chira 600 pl dung dich dém
(Tris—HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 100 mM, pH 8,0; SDS 2 %; NaCl 150 mM va proteinase K 200
mg/ml), trén déu, sau d6 G & nhiét dd 56 °C trong 2 h ho#ic qua d&8m & nhiét 46 37 °C.

Loc huyén dich qua mang lpc chuyén phin nuwéc loc vao éng 2 ml, ly tdm dung dich véi gia téc 3 000 g
(4.6) trong 3 min. B phdn nwéc trong phia trén, thu Iy phan cén.



TCVN 8400-27 : 2014.

5.2.2.4.2 Tién hanh phan *’ng PCR

Phan (rng PCR xét nghiém Fasciola hepatica trong qui trinh ndy s dung cac cap mdi dé phat hién gen
dich COX 1. Trinh t c&p mdi duge néu trong Bang 1.

Bang 1 - Trinh tw cip méi

Gon Trinh ty cip mdi 5 - 3’ Kich c& san phim
- Mbi Chu trinh nhigt
L F. hepatica bp
Mbixudi | TATGTTTTGATTTTACCCGGG Chutrinh a0:vong:
cox1 405 95 °C, 60's; 56 °C, 90's;
M3i ngroc | ATGAGCAACCACAAACCATGT 729 80's

5.2.2.4.3 H&n hgp phan (rng va chu trinh nhiét

— Chuén bj hdn hep (master - mix) (vi du theo huéng dan bd kit Qiagen clia nha san xuét) véi téng
Iegng 50 pl bao gdm KCI 50mM; Tris-HCI 10mM (pH 9,0); Triton X - 100; dNTP 200 mM; MgCl, 2,5
mM; mdi xudi 0,1 mM; mdi ngurere 0,1 mM; Tag ADN 1,0 U.

GHI CHU: phan trng PCR phdi bao gbm m&u kiém tra, m3u d6i chimg dwrong va m&u d6i chimg am.

5.2.2.4.4 Dién di san phdm PCR

Pha 1,2 g bdt agarose (gel) v&i 100 ml TAE 1 X, rdi dun néng trong 16 vi séng cho dén khi tan hoan
toan. Khi hdn hep ngudi bét (khoang 50 °C dén 60 °C), cho tiép 2 pl etidium bromua vao. Sau dé b
vao khay va cim lugre. Bé gel cirng lai trong khodng 1 h, rdi rit lwegc ra.

D aly dung dich TAE 1 X vao bé dién di (dén vach “full level"), a4t khay gel vao vij trf trong bé dién di.
Pha 2 pl 3&¢m tai m&u v&i 15 pl cia sdn phdm mau vira khuéch dai, m3u ddi chirng dwong, 4m cho vao
giéng ctia miéng gel.

Dién di gel & 80 V dén 100 V trong 30 min dén 40 min. Dat gel 84 dién di vao may chiéu UV cb buéc
s6ng 590 nm.

5.2.2.4.5 Doc kétqua

~ MAu dwong tinh khi hién thj vach san pham giéng nhw ddi chirng dwong va cé kich thudc 405 bp
véi didu kién d8i chirng 4m khang c6 vach san phdm xuét hién;

~ M3&u am tinh khi khdng ¢6 vach san phdm xuét hién va giéng adi chimg am;

10




TCVN 8400-27 : 2014
~ M3u nghi ng& hién thi vach sdn phdm khéng rd nét hodc hién thj nhidu hon 1 vach san phim.
Trrérng hep ndy cAn xét nghiém lai hodc stv dung cac phwong phap dé khing djnh.

5.2.3 Phat hign khang thé bing phwong phap ELISA

Hién nay céc kit ELISA thwong mai d& c6 sén trén thj trwéng ding dé phat hién khang thé san Ia gan
trén trdu bé (xem phuy lyc C).

CHU THICH: kit phét hién khang thé s4n |4 gan khéng thé phan biét dugc khang thé do nhi&m ty nhién hay khang thé do tiém
véc xin.

6 Kétludn

Gia stic dwoc két luan 12 mic bénh séan 14 gan khi ¢ cac d3c didém dich t&, triéu chirng va bénh tich
dién hinh clia bénh va cé két qua xét nghiém khang nguyén hodc khang thé dwong tinh bing mét trong
nhirng phwong phap quy dinh trong tiéu chuin nay.

11
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Phu luc A
(Quy dinh) -

Mdi trwerng va dung djch thubc thir
cho phwrong phép léng ciin - phii ndi phét hién trieng san 14 gan
A1 Nwéc mubi bao hoa, khéi lugng riéng 1,2
Natri clorua (NaCl): 4009
Nuwéec: 1 lit
Diing da thily tinh khudy ddu cho dén khi muédi khéng tan dugc nira thi nglmg.

A.2 Dung djch k&m - muédi, khéi lvgng riéng 1,53

Kém clorua (ZnCly) 1280¢g
Nuée 610 ml
Nwéc mubi bao hoa 650 ml
A.3 Dung djch formol 1 %
Formaldehyd: 1ml
Nuwéc cét: 99 mi

12
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Phuluc B
(Tham khao}

Phwong phap ELISA phat hién khang nguyén séan la gan

B.1 Chuin bj nguyén ligu

- Dung dich @&m pha lodng mau (5 X): pha lodng dung dich d&m véi nudc cit da khir ion theo ty 1&
1/5 (cho 20 ml dung dich d&m 5 X vao 80 ml nuwéc cét da khi ion);

— Dung dich rira (20 X): pha lodng dung dich rira véi nuéc cat da khir ion theo ty 18 1/20 (cho 50 ml
dung dich nra 20X vao 950 ml nuéc cét da khi ion);

— Khéng khang thé gén enzyme biotin (50 X): pha lo&ng khéng khéang thd gén enzyme biotin v&i dung
dich d&m da pha lodng theo ty 1& 1/50 (cho 20 pl khang khang thé gén enzyme biotin 50 X vac 980 pl
dung dich dém da pha loang);

- Khang khang thé gén enzyme avidine — peroxidase (50 X): pha lo&ng khang khang thé gén enzyme
avidine — peroxidase v&i dung dich d8m @3 pha lodng theo ty 1& 1/50 (cho 20 pl khang khang thé gén
enzyme avidine — peroxidase 50 X vac 980 pl dung dich dém da pha loang),

— Pha lodng mAu phan phan can kiém tra: ding can phéan tich (4.5) can 2 g phéan, rdi cho 2 ml dung
dich dém pha loang sau khi da pha lo&ng. Ly tm véi gia téc 1 000 g trong 10 min (4.6). Thu I4y phan
dich ndi phia trén.

B.2 Céach tién hanh

— Nhé 100 ul m3u phan da pha loang vao 2 giéng. Déi chirng dwrong cho vao 2 giéng (theo so db dia
phdn (rng ELISA phét hién khang nguyén). Phli da béing gidy nhém, gilr dia & nhiét d phéng trong
2h;

- Rtra dia ba |An béing dung dich rra da pha lodng;

— Nhé 100 pl khang khang thé gin enzyme biotin g4 pha loang vao méi giéng. U dfa & nhiét 49 phong
trong 1 h;

- Rra dia ba lAn béng dung dich rra 43 pha loang;

- Nhd 100 pl khang khang thé gén enzyme avidine - peroxidase d4 pha lodng vao méi giéng. U dia &
nhiét a4 phong trong 1 h;

13
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Rra dia ba I4n bing dung dich rira 43 pha loang;

Nhd 100 pl TMB vao méi giéng, tranh anh sang;

U &fa 10 min & nhiét dd phéng;

Nhé 50 pl dung dich dirng phan trng vao médi giéng;

Doc dia & buwdrc song 450 nm bang méy doc ELISA (4.7)

B.3 Doc két qua

oD = A OD méu
="0D mAu dbi chirng dwong *

100

Trong dé:

- OD: la mét 8% quang hoc clia mdu

— A OD méAu: gia tri trung binh gitra 2 gia trj OD clia miu

— A OD mAu déi chirng dwong: gia tr trung binh gitra 2 gi4 trj OD cGia m&u di chirng dwong:
1) MA&u dwong tinh: OD cGa méu Ién hon 7,99.
2) M3u am tinh: OD ctia mau nhé hon 7,99.

CHU THICH: véi m&i b kit khéc nhau thi nguémg OD dé danh gia |a khac nhau

So db dia phan (rng ELISA phat hién khang nguyén

: 2014

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al PC(+) | M4 | M8 | M12 | M16 | M20 | M24 | M28 | M32 | M36 | M40 | M44
B| DC(+) | M4 | M8 | M12 | M16 | M20 | M24 | M28 | M32 | M36 | M40 | Md44
c M1 M5 | M9 | M13 | M17 | M21 | M25 | m29 | M33 | M37 | M41 | M4S
D M1 M5 | M9 | M13 | M17 | M21 | M25 | M29 | M33 | M37 | M41 | M45
E M2 M6 | M10 -M14 M18 | M22 | M26 | M30 | M34 .| M38 | M42 | M46
F M2 M6 | M10 | M14 | M18 | M22 | M26 | mM30 | M34 | M38 | M42 | M46
G M3 M7 | M11 | M15 | M19 | M23 | M27 | M31 | M35 | M39 | M43 | M47
H M3 M7 | M11 | M15 | M19 | M23 | M27 | M31 | M35 | M39 | M43 | M47
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CHU THICH: céc dong A,C,E,G phis khang thé dic hidu; cac dang B,D,F,H khdng phti khéng th ac higu
BC (+): 86i chimg dwong (co sin trong bd kit)

Tir M1 dén M47: miu xét nghiém tir sé 1 dén sb 47.
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Phuluc C
(Tham khao)
Phwong phap ELISA phat hién khang thé san 14 gan

C6 thé sir dung bd kit c6 ban s3n aé phat hién khang thé san la gan cé trong miu huyét thanh va sira.

CHU THICH: do chi phf phat hign khang thd san 14 gan bing phrong phap ELISA cao nén thirdng ding trong
didu tra huyét thanh hoc.

C.1 Chuan bj nguyén li¢u

— Dung dich rira (20 X): pha lodng dung dich rira v&i nwéc ct @3 khir ion theo ty 18 1/20 (cho 50 ml
dung dich rra 20 X vao 950 ml nwéc cht 44 khir ion);

- Khang khéng thé gin enzyme peroxidase (100 X): pha loang khang khang thé gén enzyme
peroxidase v&i dung dich dém 1 theo ty 1& 1/100 (cho 10 pl khang khang thé gén enzyme peroxidase
100 X vac 990 pl dung dich dém 1),

— Pha loang miu:

1) D6i véi miu déi chirng va abi chimg dwong cin pha lodng theo ty I& 1/20 bing dung dich dém
2 (cho 10 pl mAu &&i chirng vao 190 pl dung dich dém 2);

2) Béi v&i mAu huyét thanh kiém tra: pha lo&ng miu huyét thanh cAn kidm tra theo ty 18 1/20 bing
dung dich dém 2 (cho 10 pl huyét thanh cin kiém tra vao 190 pl dung dich dém 2).

C.2 Cach tién hanh

Nhé vao hai giéng, mdi giéng 200 pl déi chirng 4m da pha lo&ng;

1

Nhd vao bén giéng, méi giéng 200 pl dbi chirng dwong a4 pha loang;

Nhd vao hai giéng, m&i giéng 200 pi huyét thanh can kidm tra @4 pha loang;

1

Hozc nhé vao hai giéng, m&i giéng 200 pl miu sira khéng pha lodng (theo so @b dia phan img
ELISA phét hién khang thé);

Léc déu dfa; phii dia bang gidy nhém hoic gidy dinh, G dia 1 h & tG 4m 37°C (4.4);

!

.R(ra &ia ba lAn bing dung dich nra d3 pha loang;
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- Cho 100 pl khang khang thé gén enzyme peroxidase d4 pha loang vao tirng giéng, phi dia va i & t
&m 37 °C (4.4) trong vong 30 min;

~ Rura dfa ba I4n bing dung djch rira 43 pha loang;

~ Cho 100 pl TMB vao tirng giéng;

- U dia & 21 °C trong 20 min, tranh anh sang;

- Cho 100 pl dung djch dirng phan (rng;

- L&c ddu dTa cho dén khi cé6 mau ddng nhit;

C.3 Panh gia két qua

Boc dla & buéc séng 450 nm bang may doc ELISA (4.7)

— OD hi¢u chinh clia miu = (OD cla giéng phu khang nguyén dic hiéu — OD clia giéng chua phi

khang nguyén d3c hiéu);

- Két qua tin cay néu thda man 2 didu kién sau:

1) Gia trj OD trung binh hiéu chinh cta déi chirng dwong I&n hon 0,35;

2) Ty lé gitra OD trung binh hiéu chinh cia di chirng duong va OD trung binh hidu chinh clia dbi
chirng &m khéng nhé hon 3,5.

- Déi véi mAu kiém tra, ty & S/P tinh nhw sau:

SIP (%) = OD trung

OD hiéu chinh ctia miu kiém tra

Két qua S/P (%) dwgc trinh bay & bang sau:

binh hiéu chuan clia mau di chirng duong

x 100 %

S/P ctia miu kiém tra P9 nhidm Mirc d$ nhiém bénh
% (ai véi tirng ca thé) (trong dan)
Bing hoc 1én hon 150 +++ Nhi€m n#ng (I&n hon 50 % nhiém) +++
Lén hon 80 dén 150 ++ Nhim trung binh (ttr 20 % dén 50 % nhidm) | ++
Lén hon 30 aén 80 + Nhi&m thép (it hon 20 % nhiém) +
Béng hodc nhé hon 30 ] Khéng nhi€m hozc nhiém khong dang ké 0
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CHU THICH: a9 nhiBm (a6i voi timg c4 thé)
+++: nhiém néng
++: nhiém trung binh
+: nhiém thip
0: khéng nhidm hodic nhidm khong d4ng ké

So a3 dia phan (rng ELISA phét hign khéng thé

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12

Al N N M6 M6 | M14 [ M14 [ M22 | M22 | M30 | M30 | M38 | M38

Bl P p | M7 | m7 | M15 | m15 | M23 | M23 | M31 | M31 | M39 | M39

c =] P M8 M8 | M16 | M16 | M24 | M24 | M32 | M32 | M40 | M40

ol mt | m1 | Mo | Mo | m17 | M17 | M25 | M25 | M33 | M33 | M41 | M4

el M2 | M2 | M10 | M10 | m18 | M18 | M26 | M26 | M34 | M34 | M42 | M42

Fl ma | ma | M1 | M11 | m19 | M19 | M27 | M27 | M35 | M35 | M43 | M43

G| M4 M4 | M12 | M12 | M20 | M20 | M28 | M28 | M36 | M36 | M44 | M44

H| M5 M5 | M13 | M13 | M21 | M21 | M29 [ M29 | M37 | M37 | M45 | M45

CHU THICH:
Cot1, 3,5, 7,9, 11: phl khang nguyén déc hiéu
Cot 2, 4, 6, 8, 10: khéng phti khang nguyén dc hidu
N: abi chirng &m (C6 sdin trong bd kit)
P: dbi chirng dwong (C6 sin trong bd kit)

Tir M1 dén M45: m3u xét nghiém tir s& 1 8&n sb 45
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