TCVN TIEUCHUANQUOC GIA

TCVN 8400-35:2015

Xuét ban 13n 1

BENH DONG VAT - QUY TRINH CHAN DOAN -
PHAN 35: BENH THEILERIA O TRAU BO

Animal diseases - Diagnostic procedure - Part 35: Bovine theileriosis

HA NOI - 2015



TCVN 8400-35 : 2015

L&i néi dau
TCVN 8400-35:2015 dwoc xay dwng trén co sé tham khao OIE (2010),
Manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals, Chapter

2.4.16 Theileriosis;

TCVN 8400-35:2015 do Trung tdm Chén doan Thu y Trung wong -
Cuc Thu y bién soan, Bé Néng nghiép va Phat trién néng thén dé
nghi, Téng cuc Tiéu chuén Do lwdng Chét lwong thadm dinh, Bé Khoa
hoc va Céng nghé cdng bé.

B tiéu chudn TCVN 8400 Bénh dng vét - Quy trinh chén doén gdm
38 phan:

- TCVN 8400-1 : 2010, phdn 1: Bénh I& mém long méng;

- TCVN 8400-2 : 2010, phdn 2: Bénh do vi khudn Streptococcus suis
Gay ra trén lgn;

- TCVN 8400-3 : 2010, phén 3: Bénh giun xodn;

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

- TCVN 8400-5 : 2011, phan 5: Bénh tién mao trung;

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

- TCVN 8400-7 : 2011, phdn 7: Bénh déu ciru va ddu dé;

- TCVN 8400-8 : 2011, phdn 8: Bénh ndm phéi do Aspergillus & gia
cém;

- TCVN 8400-9 : 2011, phén 9: Bénh viém gan vit type I

- TCVN 8400-10 : 2011, phédn 10: Bénh lao bo;

- TCVN 8400-11 : 2011, phédn 11: Bénh dich ta vit:

- TCVN 8400-12 : 2011, phdn 12: Bénh bach Ij va thuong han & ga;

- TCVN 8400-13 : 2011, phdn 13: Bénh sdy thai truyén nhiém do
brucela;

- TCVN 8400-14 : 2011, phdn 14: Bénh ty huyét tring & tréu bo;
- TCVN 8400-15 : 2011, phdn 15: Bénh xodn khuén do Leptospira;
- TCVN 8400-16 : 2011, phén 16: Bénh phu & Ign do vi khudn E.coli;



TCVN 8400-35 :

- TCVN 8400-17 :

2015

2011, phén 17: Bénh do vi khudn staphylococcus

aureus géy ra ¢ ga;

- TCVN 8400-18 :
- TCVN 8400-19 .
- TCVN 8400-20 :

- TCVN 8400-21
& lon (PRRS);

- TCVN 8400-22
- TCVN 8400-23 :

- TCVN 8400-24 :

- TCVN 8400-25
- TCVN 8400-26
- TCVN 8400-27
- TCVN 8400-28 :

2014, phén 18: Bénh pho déu g4 (coryza);
2014, phén 19: Bénh phé thuong han lon;
2014, phén 20: Bénh déng déu lgn;

: 2014, phén 21: Hai chirng réi loan sinh sdn va hé hép

: 2014, phén 22: Bénh gia dai & Ign;

2014, phén 23: Bénh ung khi thén;
2014, phén 24: Bénh viém phé quan truyén nhiém;

: 2014, phén 25: Bé&nh cum lon;
: 2014, phén 26: Bénh cum gia cdm H5N1;
: 2014, phén 27: Bénh sén 14 gan;

2014, phén 28: Bénh viém rudt hoai ttr do vi khuén

Clostridiurn perfringens ;

- TCVN 8400-29 :
- TCVN 8400-30 :
- TCVN 8400-31
- TCVN 8400-32:
- TCVN 8400-33
- TCVN 8400-34 :
- TCVN 8400-35
- TCVN 8400-36

2015, phén 29: Bénh Lympho leuko & ga&;
2015, phén 30: Bénh Marek & gé;

: 2015, phdn 31: Bénh Tu huyét tring gia cdm;

2015, phén 32: Bénh Gumboro & gia cém;

: 2015, phén 33: Bénh Lé dang tring & trdu bo;

2015, phén 34: Bénh Bién trang & tréu bé;

: 2015, phén 35: Bénh Theileria & tréu bo;

: 2015, phdn 36: H6i chitng suy mon & lon sau cai stra

do Circo virus typ 2;

- TCVN 8400-37 :
- TCVN 8400-38 :

2015, phédn 37: Bénh viém phdi dja phuong & lon;
2015, phén 38: Bénh tiéu chay & lon do Corona virus.



TIEU CHUAN QuUOC GIA TCVN 8400-35 : 2015

Bénh déng vat - Quy trinh chan doan -
Phan 35: Bénh Theileria & trau bo

Animal diseases - Diagnostic procedure -

Part 35: Bovine theileriosis

CANH BAO - Vigc &p dyng tiéu chuin nay cé thé lién quan dén cac vat lidu, thiét bj va cac thao
tac gy nguy hiém. Tiéu chuin nay khéng thé dwra ra dwgc hét tit ca cac van dé an toan lién
quan dén viéc sir dyng ching. Nguw&i st dung tiéu chudn nay phai ti thiét I3p cac thao tac an
toan sirc khde thich hop va xéac dinh kha nang ap dyng céc gié-i han quy dinh trwéc khi str dung
tidéu chudn.

1 Pham vi ap dyng

Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh chin do4n bénh Theileria & trau bd do mét sé loi Theileria spp. gy
ra.

Tiéu chudn nay ciing cé thé &p dung dé chan doan bénh Theileria cho cac gia stc khéc nhuw dé, clru.

2 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuén nay s dung thuat ngl va dinh nghta sau:

241

Bénh Theileria (Theileriosis)

Bénh do mét sé loai don bao Theileria spp. nhw Theileria parva, Theileria annulata, Theileria taurotragi,
gay ra.

CHU THICH: Khi con vat mé&c bénh, 6 bidu hién d3c trung nhu: sét cao, lach va hach lympho sing to. MAm bénh Theileria spp.
dugec truydn tir con vét bénh sang con vt khde qua mdt s lodi ve Rhipicephalus spp., Hyalomma spp...

3 Thudc thir va vt ligu thir

Chi stz dung thudc thir loai tinh khiét phan tich, st dung nwéc cét, nuéc khir khodng hodc nwéc cb 49
tinh khiét tvong dwong, trir khi c& quy dinh khac.
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3.4 Thudc thir va vit liéu thir ding cho phwong phap nhudém Giemsa

3.1.1 Dung dich mudi dém phosphat (PBS), 0,01 M, pH 7,0 (xem A.1).

3.1.2 Dung djch Giemsa, 10 % (xem A.2).

3.1.3 Metanol tuyét déi

3.2 Thudc thir va vit ligu thir ding cho phwong phap PCR

3.2.1 Kittach chiét ADN (axit deoxyribonucleic), ding cho mdu mau hodc miu mé.
3.2.2 Kitnhan gen.

3.2.3 C3p mdi (primers).

3.2.4 Agarose.

3.2.5 Dung djch dém TAE (tris axetat EDTA) hogc TBE (tris borat EDTA) (xem A.3)
3.2.6 Chéat nhudém mau, vi dy: Sybr safe hoac etidi bromua.

3.2.7 Loading dye 6X (chét dém tai mau).

3.2.8 Dung dich dém TE (Tris-axit etylendiamintetraaxetic).

3.2.9 Thang chuidn ADN (Ladder, marker).

3.2.10 Nwéec tinh khiét, khdng c6 nuclease.
3.3 Thudc thir va vit liéu thir ding cho phwong phap ELISA (phép thir mién dich lién két enzym)

Hién nay céc kit ELISA thwong mai c6 s3n trén th treéng dimg-dé phéat hién khang thé Theileria. Khi
str dyng phwong phap ELISA can theo dling hiéng dn clia nha san xuét.

3.4 Thuébc thir va vit ligu thir ding cho phwong phéap khéng thé huynh quang gian tiép (IFAT)
3.4.1 Dung djch PBS, pH 7,2 (xem A.4).

3.4.2 Axeton.

3.4.3 Formaldehyd.

3.4.4 Natri azide.

3.4.5 Eosin hodc trypan blue.

3.46 Glyxerol.
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3.4.7 Lymphocyte lysate.

4 Thiét bj, dyng cu

S dung thiét b, dung cy théng thdng clia phong thi nghiém sinh hoc va nhirng thiét b, dung cy sau:
4.1 Thiét b, dung cy st dyng chung

4.1.1 Tulanh 4m siu, c6 thé duy tri nhiét d3 tir &m 20 °C dén &m 80 °C.
4.1.2 Tu lanh, c6 thé duy tri nhiét 44 2 °C dén 8 °C.

4.2 Thiét bi, dyng cu diing cho phwrong phap nhuém Giemsa

4,21 Phién kinh, vo tring.

4.2,2 Lamen, v tring.

4.2,3 Kinh hién vi quang hoc, v4t kinh d&u 100 X.

4.3 Thiét bi, dung cu ding cho phwong phap PCR

4.3.1 May nhan gen (PCR).

4.3.2 May ly tam, c6 thé dat gia téc ly tdm 900 g; 6 000 g va 20 000 g.
4.3.3 May lic tron vortex.

4,34 May spindown.

4.3.5 B dién.di, gdm bd ngudn va bé chay dién di.

4.3.6 May doc gel (blue light transilluminator).

4.4 Thiét bj, dyng cy diing cho phwong phap ELISA

441 T 4m, c6 thé duy tri nhiét do & 37 °C.

4.4.2 May doc ELISA, cb thé doc & budc song 405 nm.

4.5 Thiét bi, dung cy dung cho phwong phap IFAT

4.5.1 May ly tim lanh, c6 thé ly tam v&i gia téc 200 g, 500 g.

4.5.2 Kinh hidn vi huynh quang.
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5 Chéan doan lam sang

51 Dic didm dich t&

— Bénh Theileria thirdng gap & trau bd & nhirng viing cé khi hdu néng, &m;

— Trau bd sau khi khdi bénh Theileria thirdrng la nhirng con mang trung;

— Bénh lay lan manh vao cac thang néng 4m khi ve phét trin, dac biét tir thang 5 dén thang 8.
5.2 Triéu chieng 1am sang

§.2.1 Thé cép tinh

— St cao 42 °C, mét didu hda than nhiét;

— Trau bd chay nudc mét, co die mét;

— Viém hach;

— lachay;

— Nuwéc tidu khong co huyét sdc tb, khéng cb hién trgng hoang dan;

— Niém mac mét, miéng xuét huyét didm va sung huyét;

— Trwdce khi chét than nhigt gidm nhanh, kho thé do phéi tich djch;

— Ty 18 chét c6 thd dén 90% tlty thudc vao gibng, tudi, va cac yéu té dich t& khac;
— Trau bd thuding chét sau 15 ngay téi 25 ngay méic bénh.

5.2.2 Thé man tinh

— Trau bod gdy, strc sdn xuat vé mit sinh san, thit, sira... kém & giai doan tredng thanh;
— €6 dau hiéu than kinh nhe;

- Vang da va niém mac.

5.3 Bénh tich

— Niém mac mét, mii chtra nhidu dich;

— Hach lympho sung to, xuét huyét va pht n&. Trong giai doan bénh cép tinh hach lympho phu né va
sung huyét; giai doan bénh man tinh hach lympho bj teo va hoai tir;
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Phdi, khi quan phi né, tich dich;

Xoang nguc, bung chira nhiéu dich;

Tly xwrong déng thanh chét keo, mau tro vang nhat;
Lach, than co diém hoai tir mau tréng;

Gan, lach sueng to;

Duémng tigu héa bj loét va xuét huyét, dic biét phan da mui khé.

Chin doan trong phéng thi nghiém

6.1 Phuwong phap nhudm Giemsa kiém tra hinh thai Theileria

6.1.1 Lay miu

TCVN 8400-35

: 2015

Dung xylanh 5 ml va kim tiém 20 G (ho3c 18 G) vd trung, ldy tir 1,5 ml dén 2 ml méu & tinh mach cb
hodc déng mach dudi cla trau bd nghi ngé bénh cho vao éng co chét chdng déng (EDTA, natri xitrat
hodic heparin), ghi ky hidu m3u Ién thanh éng.

Déi véi trau bd bénh dwroc md kham: 14y 3 gam dén § gam hach lympho, phdi, than, gan, lach cho vao
i vb triing, dén kin ghi ki hi¢u mau.

6.1.2 Bao quan mau

T4t & cac miu bénh phdm ddu dwgc bio quan trong thing lanh (nhiét 4o tie 2 °C dén 8 °C) chuyén
én phang thi nghiém trong vong 48 h. Trong tnrémg hop chia xét nghiém ngay méu mau chéng déng
va phil tang bédo quan trong tu lanh (4.1.2).

CHU THICH: B3ng thi kém theo Phiéu giri bénh pham ghi 18 y&u ciu xét nghiém va nhibng thong tin vé dich t8, cac bidu hién
tridu chizng, bénh tich cia bénh.

6.1.3 Chuén bj mau

M3u bénh pham 1 m&u mau,, phu tang.

6.1.4 Cach tién hanh

6.1.4.1 Chuin bi tiéu ban

a) Bdi voi mdu mau (6.1.1)

— Nhd 1 giot mau (6.1.1) {tvong dwong 5 pi dén 10 pl) 1&n mét dAu cla phién kinh (4.2.1);
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— Dan méng giot mau bang lamen (4.2.2) hodc mét phién kinh khac (4.2.1);

— Tiéu ban d& khd ty nhién sau do6 ¢ dinh bing metanol tuyét déi (3.1.3) trong 1 min. D& khd.
b) Déi v&i mau phl tang (hach lympho, phéi, than, gan, lach);

~  Phét nhe m&u phil tang (6.1.1) I&n phién kinh (4.2.1).

- Tiéu ban a8 khd ty nhign sau dé cb dinh bing metanol tuyét déi (3.1.3) trong 1 min. D& khd.
6.1.4.2 Nhudm tiéu bin

— D4t tiéu ban (6.1.4.1) vao cbe dipng dung dich giemsa 10 % (3.1.2) trong 30 min;

— RUa tidu ban bing nwéc sach tir 3 1an dén 4 1an;

— D& kho tidu ban & nhigt 46 phong.

6.1.5 Xem hinh thai Theileria

Nhd 1 giot du vao tiéu ban (6.1.4.2) va xem bang kinh hién vi quang hgc (4.2.3), quan sat Theileria c6
hinh thai sau:

— Theileria thé hat lteu ¢4 mau xanh lam nhat, nhan té bao b&t mau tim déi véi mau pha tang;
- Theileria ¢ hinh cdu, hinh gay hoac diu phay b4t mau xanh nam bén trong héng cau.

6.2 Phwong phap PCR phat hién khang nguyén Theileria

6.21 Liy miu

Xem 6.1.1.

6.2.2 Bao quan miu

Xem 6.1.2.

6.2.3 Chudn bj miu

Mau bénh phdm la mau hodc phi tang (6.2.1)

—  Déi vai mau phi tang (6.2.1): 14y khodng 5 g m&u, nghidn m3u phi tang vé&i dung dich PBS (xem
A.1) bang cbi chay str v6 tring. Ly tdm & gia téc 900 g béng méay ly tdm (4.3.2) trong 10 min, thu
phan dich ndi 8 xét nghiém PCR;

- Béi v&i miu mau (6.2.1): khong can x& ly mau.

10
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6.2.4 Cach tién hanh
6.2.4.1 Tach chiét ADN

St dung bd kit tach chiét (3.2.1) thich hgp va an toan theo hwéng dan clia nha san xuét.

V[ DU: diing kit tach chit DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (Cat No. 69506)" (xem Phuy lyc B).

6.2.4.2 Chudn bj méi

Phan rng khuéch dai dwoc thie hién trong may nhan gen (4.3.1) theo phuvong phap PCR khuéch dai
doan gen dac hiéu Tams1 cla T. annulata st dung cap mdi (3.2.3) dugce néu trong Bang 1.

Bang 1 - Trinh tw cip méi 1

, L Frinfife o Kich thuée
Gen dich Cap maoi . .
7. annulata san pham
Mbi xudi (forward primer) ATGCTGCAAATGAGGAT
Tamst 785 bp
Mbi nguroc (reverse primer) | GGACTGATGAGAAGACGATGAG

Cap mdi dung d& khuéch dai doan gen cla T. annulata c6 kich thiéc san phdm 785 bp
Mbi deoc chudn bj nhir sau:

—  Chuan bj mbi gbc: mdi & trang thai déng khé phai dugc ly tam nhanh béng may spindown (4.3.4) &
gia téc 6 000 g trong 30 s G& méi ldng xudng day dng trrdc khi mé va hoan nguyén. Lan du tién
nén ding dung dich dém TE (3.2.8) d& hoan nguyén méi & néng d6 100 uM lam méi géc.

—  Chun bj méi stz dyng & ndng @6 20 pM, pha loang méi gbc bing nuwrde (3.2.10) (20 pl mbi gbe va
80 pl nuwére).

6.2.4.3 Tién hanh phan rng
Str dung cap mdi da dwgc chuén bj (6.2.4.2).

S0 dung kit nhan gen (3.2.2) theo huéng dan cla nha san xuét.

Y Thang tin ndy dua ra tao didu kién thuan tién cho nguei st dung tiéu chudn va khéng 4n dinh sir dung san phadm ciia nha cung
cdp nay. Cé thé str dung cac san phim trong tr néu cho cac két qua twong duong.

11
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vi DY: diing b kit Taq PCR master mix, Qiagen (Cat. No. 201443)%
Thanh phan cho mét phan g dwroc néu trong Bang 2.

Bang 2 - Thanh phin phan irng PCR

Thanh phin Thé tich (pl)
Taq PCR Master Mix kit 12,5
Mbi xudi, 20 pM 05
Méi nguegre, 20 pM 0,5
Nuwée tinh khiét khéng cé nuclease 6,5
Téng thé tich 20

Chuyén 20 pl hén hgp nhan gen vao mdi éng phan trng:

—  M&u kiém chirg durong: cho 5 pl m3u ADN ¢6 kich ¢& sén pham da biét vao éng phan tng;
—  M&u kiém chieng &m: cho 5 pl nwée (3.2.10) vao dng phén tng;

—  M&u bénh pham: cho 5 pl miu ADN bénh phdm (6.2.4.1) vao 6ng phan trng.

CHU THICH :

—  Phan ¢ng PCR phai bao gém: mau bénh phdm, miu kiém chieng dwromg va miu kidm chirng am;

- MAu va nguyén lidu cho phan (mg PCR cin dit trong khay 64 tanh trong sudt qué trinh chuin bj hdn hop phan dmg.

Tién hanh phan (rng PCR bing may nhan gen (PCR) (4.3.1) da dwgec cai dat chu trinh nhiét dwoc néu
trong Bang 3.

Bang 3 - Chu trinh nhiét cia phan rng PCR

Nhiét dd Théi gian 86 chu ky
94 °C 3 min 1
94 °C 1 min
40
60°C 1 min

2 Théng tin ndy dua ra tao didu kién thuan tidn cho ngudi st dung tiéu chudn va khang 4n dinh s dyng san phdm ciia nha cung
cép nay. C6 thé sir dung cac san pham trong ty néu cho cac két qua rong durong. Tuy nhién, thanh phan va thé tich clia phén
rng PCR c6 thé thay ddi phi herp véi tieng phang thi nghiém.

12
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Bang 3 (két thiic)

Nhiét do Théi gian Sé chu ky
72°C 1 min 40
72°C 10 min 1

6.2.4.4 Dién di
6.2.4.4.1 Chuin bj ban gel

Pha agarose (3.2.4) v&i ndng do agarose ti¥ 1,5 % dén 2 % béng dung dich dém TBE 1X hoidc TAE 1X
(3.2.5) (tt 1,5 gram dén 2 gram agarose v&i 100ml TAE 1X hodic TBE 1X) vio chai thy tinh 250 ml,
lac cho tan.

Sau @6 dun dung dich agarose séi, & ngudi dén khodng 40 °C dén 50 °C thi bd sung 10 pl chét
nhudm mau (3.2.6) cho 100 mi thach. Lic nhe dé& chét nhudm mau tan Géu, tranh tao bot.

Tién hanh @8 dung dich agarose vao khay dién di da deqc cai legc; khdng nén db ban gel day quéa 0,8
cm.

Khi ban agarose dong lai thi tién hanh g& Igc khdi ban gel.

Chuyén ban gel vao bé dién di (4.3.5), & dung dich dém (TBE 1X hogc TAE 1X) (3.2.5) (cung loai voi
dung djch agarose da dun) vao bé dién di cho t&i khi ngép ban gel.

Cé thé diing cac san phim c6 s&n chét nhudm ADN dé pha agarose (vi dy: Sybr safe ADN gel stain®)
va sir dyng theo huréng dan ciia nha san xuét.

6.2.4.4.2 Chay dién di

Chuyén 2 pl Loading dye 6X (3.2.7) vao 8 pl mdi loai mau (kiém chirng &m, dwong) (6.2.4.3) va san
pham PCR (6.2.4.3) ra tron d&u va cho vao cac giéng trén ban gel (6.2.4.4.1).

Pua gel vao chay dién di trong bd dién di (4.3.5) v&i thang chudn ADN (marker) (3.2.9) 8& di doan
kich thuéc san phadm khuéch dai. Chuy&n 10 pl thang chudn ADN (marker) (3.2.9) vao mét giéng trén
ban gel.

3 Thong tin nay dua ra tao Sdu kién thusn tién cho ngui s dung tigu chudn va khdng &n dinh sir dyng san phdm nay. C6 thé sir
dung cac san phim tirong ty ndu cho céc két qua trong duong.

13
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Pién di & hiéu dién thé 100 V trong thdi gian 30 min.

Ban gel sau khi dién di xong dirgc 14y ra va doc két qua trén may doc gel (blue light transilluminator)
(4.3.6).

6.2.5 Doc két qua
Pt ban gen lén trén may doc gel (4.3.6):

— MAu duong tinh ¢b hién thj vach sn phdm giéng nhir mau kiém chirng dirong va cé kich thuéc
785 bp véi didu kién miu kiém chng 4m khdng c6 vach san phdm xuét hién;

—  MAu am tinh gidng mau kidm chirng &m va khéng cé vach san pham xuét hién;

— M3&u nghi ng& hién thj vach san phadm khéng rd nét hodc hidn thj nhidu hon 1 vach san pham.
Trwérng hop nay cin xét nghiém lai hodc str dung cac phrong phap khéac dé khing dinh.

6.3 Phwong phap ELISA phit hién khang thé Theileria
6.3.1 Liyméiu

Str dung xylanh 5 ml va kim tiém 20 G (ho&c 18 G) vd tring, l4y ti¥ 1,5 ml dén 2 ml mau & tinh mach cb
hoZc déng mach dudi ciia trau bd nghi méc bénh Theileria. Sau khi Iy, rut pittong 10i ra dé tao khoang
trdng (hodc bom mau vao éng nghiém va triing), ghi ky hiéu mau trén xylanh hodc éng nghiém rdi dat
n&m nghiéng 45° trong hdp dyng mau, & ddng méu trong 1 h dén 2 h & nhiét 48 binh thuéng, tranh
anh néng trec tiép.

6.3.2 Bdo quan miu

T4t ca cac m3u bénh phdm déu duec bao quan trong thing lanh (nhiét 4o tir 2 °C dén 8.°C) chuyén
dén phang thi nghiém trong vong 48 h. Trong trémg hop chira xét nghiém ngay, mau huyét thanh phai
dwoc ly tam, chét ldy phan huyét thanh sang éng khac, bao quan trong td lanh 4m séu (4.1.1)

6.3.3 Chuin bj miu

Chét huyét thanh tir xylanh (6.3.1) sang éng nghiém vb triing, ké& tir luc ldy mau dén lac chét huyét
thanh khéng qua 24 h, ghi ky hiéu clia mau Ién éng chira huyét thanh.

€.3.4 Cach tién hanh

vi DY: dung bd kit phat hign khang thé Theileria & trau bo clia hang SVANOVAY

4 Thang tin nay dua ra tac didu kidn thudn tién cho ngudi siv dung tidu chudn va khong 4n dinh sz dyng san phim clia nha cung
cép nay. C6 thé sir dyng céc sdn phim trong ty ndu cho céc két qua trong duromg.
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6.3.4.1 Chun bi nguyén liéu

— Dung dich dém: pha lodng dung dich PBS - Tween 20 X v&i nwéc cét theo ty & 1/20 (cho 25 ml PBS
Tween 20 X vao 475 ml nwéc cét), lic déu. Bao quan dung dich dém & nhiét do tir 4 °C dén 8 °C;

— Dung dich khang khang thé bd: pha lodng dung dich khang khang thé bd véi 11,5 ml dung dich dém
(pha xong dung ngay). Sau khi pha lodng bao quan & am 20 °C. Dung dich khang khang thé bd
ddng tan téi da 3 1an;

— Pha loang mau kiém chirng (4m, dong) va mau bénh phém (6.3.3) v&i dung dich dém theo ty I&
1/100 (cho 5 pl mAu kiém chirng hodic m3u bénh phdm vao 495 pl dung dich dém).

6.3.4.2 Tién hanh phan tng

Céc thuédce thir @& & nhiét 49 phong tir 18 °C dén 25 °C trwdrc khi str dung;

— Nhd 100 pl m3u kidm chieng (4m, duong) d3 pha loang (6.3.4.1) vao cac giéng dugce chon (mdi
mAu thiec hién trén 2 giéng, vi tri clia mAu kiém chieng da duqc danh ddy trong dia);

— Nhd 100 pl m&u bénh phdm da pha loang (6.3.4.1) vao giéng dugc chon (mdi miu cé thé lam 1
giéng hoac 2 giéng, tuy nhién trong trrrng herp xac dinh lai m3i mau nén lam 2 giéng);

— Pho kin dra va 0 & t0 4m (4.4.1) trong vong 30 min;

— Rira dia 4 Ian béng dung dich dém (6.3.4.1);

— Nhd 100 pl dung dich khang khang thé bod @5 pha loang (6.3.4.1) vao tirng giéng;
— PhU kin dia va U trong t0 4m (4.4.1) trong 30 min;

— Rtra dia 4 14n béng dung djch dém (6.3.4.1);

— Nhd 100 pt dung dich co chét vao méi giéng;

— Phi kin d1a va G & nhiét 89 phéng trong 30 min;

— Nhd 100 pi dung dich dirng phan (ng vao méi giéng;

— Phu kin d7a va & nhiét 39 phang trong 30 min;

— Doc dia & budc sdng 405 nm bang may doc ELISA (4.4.2) trong vong 15 min.
6.3.5 Dockétqua

— Tinh gi4 trj mat 46 quang hoc (OD) ciia mu kiém chirng (4m, dwong) va mau bénh pham.
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— Tinh ty I& gia trji OD gira m&u bénh phdm hosc mau kiém chirng am v&i mau kiém chirng duong
(PP) theo c¢bng thirc sau:

_ OD miu bénh phdm ho&c mau kiém chirng 4m
= OD méu kiém chirng duong

PP x 100

Gia tri m&u kiém chirng ndm trong khoang gi¢i han sau:
1) OD clia méu kidém chirng duong: trong khoang tir 1,1 dén 2,3
2) PP ctia m&u kiém chirng 4m: nhd hon 15
— Déanh gia két qua ddi véi mau bénh phdm:
1) PP nhd hon 20: m&u 4m tinh
2) PP I&n hon hodc bang 20: m3u dwong tinh

CHU THICH: Kit phat hign khang thd Theileria khéng th phan bigt dugce khang thé do nhidm tir nhién hay khang thé do tiém
véc xin.

6.4 Phuong phap IFAT phat hién khang thé Theileria
6.41 Liyméu

Xem 6.3.1.

6.4.2 Bao quan miu

Xem 6.3.2.

6.4.3 Chuén bimiu

Xem 6.3.3.

6.4.4 Cach tién hanh

6.4.41 Chuén bj khing nguyén schizont

6.4.4.1.1 Khang nguyén schizont trén phién kinh

— St dung khang nguyén schizont dugc ldy tir dong té bao lympho khi gdy nhiém v&i T. parva hodic
ddng té bao dai thwe bao khi gay nhiém véi T, annulata;

—  Nudi cdy 200 ml dén 1 lit t& bao nhim schizont clia loai T. parva hodc T. annulata & ndng 89 10° té
bao/ml. Kiém tra khi thay 90 % té bac bj nhiém 12 dat yéu cu;
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Ly tdm dung dich nudi cdy & gia téc 200 g bing may ly tam lanh (4.5.1) trong 20 min & 4 °C. BS
dung dich phia trén. Thu ldy phdn can va hda trong 100 ml dung dich PBS lanh (4 °C), pH 7,2
(3.4.1). Sau d¢ I3p lai budc nay 3 In;

Thu phan can, hda tan véi dung dich PBS (x4p xi 100 ml) & c6 ndng @6 107 t& bao/m;

Nhé dung dich pha loang & trén thanh I&p té bao mdng lén phién kinh da chia thanh nhidu & nhd.
Khi kidm tra & vat kinh 40X thdy m&i & chira khoang 50 t& bao dén 80 té bao;

D& kho phién kinh trong khdng khi, ¢b dinh béng axeton (3.4.2) trong 10 min. Bao géi va bado quan
phién kinh trong td lanh 4m sau (4.1.1), degc it nhét 1 nam.

6.4.4.1.2 Khang nguyén schizont huyén phu

I

L4y khoang 500 ml t& bao nhidm T. parva, T. annulata hoc T. taurotragi & ndng % 10° té bao/mi
dem ly t4m & gia tc 200 g bing may ly tdm lanh (4.5.1) trong 10 min & 4 °C, phan c3in thu dugc
rra 2 14n trong 100 ml dung dich PBS lanh. C6 thé kiém tra c4c té bao bing thubc nhudm eosin
hoéac trypan blue (3.4.5);

Phin cin dugc hoa tan bing cach nhd tirg giot dung dich pha loang (axeton va formaldehyd 0,1 %
(3.4.3) theo ty |& 4/1). Do nhe nhang va lién tuc dén khi dat huyén phu. D& én dinh céc té bao dang
huy&n phi trong td lanh &m sau (4.1.1) trong 24 h;

Rira, ly tam & gia téc 200 g biing méy ly tam lanh (4.5.1) trong 20 min & 4 °C c4c té bao trén 3 1an
v&i dung dich nueéc mubi sinh 1y 0,9 % lanh. Ph3n ciin cudi cing dwgc pha véi dung dich nuéc
mudi sinh Iy 0,9 % @& dat dang huyén pha véi néng 6 107 té& bao/ml;

Khéng nguyén dugc bdo quan trong dung dich natri azide 0,2 % (3.4.4) (dung dich chéng phan hiy)
& tl lanh (4.1.2) trong 2 tudn ho3c & ti lanh &m s4u (4.1.1) néu leu gitr trong thai gian dai.

6.4.4.2 Chuén bj khang nguyén piroplasm

6.4.4.2.1 Khang nguyén piroplasm trén phién kinh

Kidm tra mau clia con vat gay nhidm, khi lvgng piroplasm trong méau dat khodng 10 % thi ldy
100 ml méu tir tinh mach c& vao &ng chéng dang chira heparine hodc EDTA, I4c nhe nhang;

Cho thém 2 lit dung dich PBS. Ly tam dung dich & gia téc 500 g b3ng may ly tdm lanh (4.5.1) trong
10 min & 4 °C. Bd phan dung dich phia trén thu 14y phdn cin (hdng cu). Lap lai bwéc ndy 3 Ian;

Sau khi rira xong, pha loang hdng ciu trong PBS theo ty 1& 1/2. Nhd 5 pl dung dich pha lodng Ién
tirng diém trén phién kinh;

Phién kinh dugc lam khd & nhiét 3§ phong;
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— Cé dinh phién kinh trong aceton lanh 4 °C trong 10 min. Bao géi va bdo quan phién kinh & td lanh
&m s&u (4.1.1) it nhat 1 ndm.

CHU THICH: Do khéng th& nui cdy giai doan piroplasm clia Theileria spp. nén khang nguyén piroplasm duwgc 1y tir mau cla
con vat nhidm bénh. D&i véi loai T. parva, T. annulata hodic T. taurotragi, g8y nhidm thyc nghidm trén bé cét lach bing cich
tiém duéi da hodc gay nhidm trén ve. Déi vai loai T. sergenti, T. buffeli, T. orlentalis, T. mutan hojic T. velifera thudmng géy
nhi&m trén bé cit lach qua dwdng tinh mach hodc ve.

6.4.4.2.2 Khang nguyén piroplasm huyén phu
—~ Phwong phap nay ap dung cho T. parva,

— L&y 100 ml mau cla con vét gay nhiém T. parva & mirc cao va lam teong ty nhw khang nguyén
schizont huy&n phu.

6.44.3 Chuln hoéa khang nguyén

— Pha lodng khang nguyén schizont (6.4.4.1.2) ho#c piroplasm & dang huyén phu (6.4.4.2.2) trong
dung dich PBS theo ndng d tir 1/2 dén 1/16. & ndng db pha loang nao ma c6 khodng 50 té bao
dén 80 té bao nhi&m schizont hoac 150 dén 200 hdng cAu nhiém dwoc nhin thdy dwéi vat kinh 40 X
thi diing ndng dd d6 @& chudn héa khang nguyén;

— Kiém tra khang nguyén véi huyét thanh kiém chirng 4m va huyét thanh kiém chirng duong tinh dé
xac dinh mirc 88 dwong tinh manh, trung binh va yéu.

- Danh gia két qua:
1) Huyét thanh kiém chirng dwong: c6 mau huynh quang;

2) Huyét thanh kiém chirng &m: khang c6 mau huynh quang.
6.4.44 Tién hanh phan (g IFAT
6.4.4.4.1 D6i voi khang nguyén schizont hodic piroplasm trén phién kinh

— Buwéc 1: gidi déng phién kinh ph( khang nguyén & 4 °C trong 30 min va sau d6 dé tiép 30 min &
nhiét & phéng; '

~ Buwéc 2 vd hoat mau bénh pham trong 30 min trong ndi hép wét & 56 °C;

— Buwéc 3: pha lo&ng mau bénh pham, huyét thanh kiém chirng (&m, diwrong) & ndng a6 1/40 va 1/80
(c6 thé pha loding & cac ndng dd cao hon);

— Budc 4: nhé 25 pl ctia mbi huyét thanh pha loang vao tirng diém khang nguyén;

— Budce 5: G phién kinh trong hop Am & nhiét 46 phong trong 30 min;
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Buwéc 6: rira bd huyét thanh thira tir phirc hop khang nguyén - khang thé & trén bing cach nhung
phién kinh lién tiép trong 2 lo dung dich PBS, mé&i 1&n 10 min;

Buéc 7: cho vao mdi giéng 20 pl dung dich khang khang thé bd dwgc gén chit mau huynh quang
(fluorescein isothiocyanat - FITC) & 4 pha loang thich hop (néng d6 pha loang phy thude vao tirng
phong thi nghiém);

Buwéc 8: d& phién kinh trong hép dm & nhiét d¢ phang trong 30 min;

Buwdc 9: gén lamen 1&n trén phién kinh béing mét giot dung dich chira PBS va glyceral (3.4.6) (ty 1&
PBS/glycerol 1a 1/1);

Buée 10: doc phién kinh bang kinh hién vi huynh quang (4.5.2).

6.4.4.4.2 Dbi véi khang nguyén schizont huyén pha

Buéc 1: gidi déng khang nguyén & nhiét 46 phong;
Budc 2: nhd khang nguyén huyén phil vao cac diém da chia s&n trén phién kinh;
Budic 3: d& khd phién kinh & nhiét 86 phong ho#c 37 °C;

Budc 4: pha loang huyét thanh kidm chieng (8m, dwong) va mAu bénh phdm & ndng do 1/40 trong
dung dich lymphocyte lysate (3.4.7) (195 pl lymphacyte lysate véi 5 pl huyét thanh);

Budc 5: gibng tir birdc 4 dén buéc 10 trong myc 6.4.4.4.1.

6.4.4.4.3 D&i v&i khang nguyén piroplasm huyén phu

Buéc 1: danh tan khang nguyén piroplasm huy&n phu. Pha losng khang nguyén theo cac buwdc da
chudin héa & trén (6.4.4.3);

Budc 2: d& phién kinh khd & nhiét dd phdng hodc 37 °C (4.4.1);

Bude 3: pha loang huyét thanh kiém chirng (4m, dwong) va mu bénh phdm & ndng d6 1/40 trong
dung dich lymphocyte lysate (3.4.7) (195 pl lymphocyte lysate v&i 5 pl huyét thanh);

Budc 4: gibng tir budc 4 dén budc 10 trong myc 6.4.4.4.1.

6.4.5 Doc két qua

Kiém tra phién kinh bng kinh hién vi huynh quang {4.5.2)

— MAu dwong tinh déi voi Theileria khi c6 mau huynh quanh gidng v&i mau caa déi chirng durong;
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— MA&u am tinh d&i véi Theileria khi khéng cé mau huynh quang giéng véi mau cia dbi chieng 4m.

7 Kétluan

Trau bd dugc két luan 12 mic bénh Theileria khi c6 cic dic didm dich t&, triéu chirng 1am sang, bénh
tich dai thé clia bénh va cé két qua xét nghiém khang nguyén hoic khang thé dwong tinh bing mét
trong nhtrng phwrong phép quy dinh trong tiéu chuén nay.
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Phuy luc A
(Quy dinh)

Thanh phin va chuén bj thubc the

A.1 Dung dich mudi dém phosphat (PBS), 0,01 M, pH 7.0

A.1.1 Thanh phan

Natri hydrophosphat (Na,HPO,) 9474
Kali dihydrophosphat (KH.PO,) 9,089
Nuwérc cét 900 ml

A.1.2 Chuén bj

Héa tan natri hydrophosphat va kali dihydrophosphat trong 900 ml nwérc cat. Chinh pH dén 7,0 bang
axit clohydric.

CHU THICH: Cé thé sir dung PBS thirong mai va chudn bj theo hwémg din cla nha san xuét,
A.2 Dung dich Giemsa, 10 %

Dung dich Giemsa (azur-eosin-methylen biue) 1 phén

Dung dich PBS 0,01 M, pH 7,0 (A.1) 9 phan

CHU THICH: Ndng 49 dung dich Giemsa cé thé thay déi theo cac phang thi nghiém.

A.3 Dung dich dém TAE hoidc TBE

A.3.1 Thanh phin

Dung dich TBE 10X 100 mi
Nuwée khir ion 900 ml
A.3.2 Chudnbj

L4y 100 ml dung dich TBE 10X hoa chung v&i 900 ml nuedre khir ion, khudy va lic déu.

Bdo quan & nhiét dd phong.
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A.4 Dung dich mudi dém phosphat (PBS), pH 7,2

A.4.1 Thanh phan

Natri clorua (NaCl)

Kali clorua (KCI)

Dinatri hidrophosphat (Na;HPO,)
Kali dihidrophosphat (KH,PQ,)
Nuwérc cht

A4.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan trong nwéc.

Bao quan & 4 °C.
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Phu luc B
(Tham khao)

Quy trinh tach chiét ADN

CANH BAO: Viéc tach chiét ADN cé sir dung hoa chét nguy hiém va cé kha ndng gay hai néu
thao tic khdng cén than. Do vay, nén tranh tiép xuc trec tiép voi da va hit phai hoi ctia cac hoa
chét nay. Ludn ludn deo géng tay, khiu trang, mic quin o bao h$ khi thyee hién cac thao tac nay.

Quy trinh tach chiét ADN st dung kit DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (Cat No. 69506) nhir sau:
B.1 Pha dung dich

— Dung dich AW 1 (Wash buffer 1): thém 125 ml etanol tir 96 % dén 100 % (thé tich) (3.2.5) vao 95
ml dung dich AW1 dam dac;

— Dung dich AW 2 (Wash buffer 2): thém 160 ml etanol tir 96 % dén 100 % (thé tich) (3.2.5) vao 66
ml dung dich AW2 dam dic.

B.2 Cach tién hanh
- Budc 1: ly gidi m3u

« Vi mu phi tang (6.2.3): nhd 180 ml dung dich ATL vao éng 1.5 ml chira phn dich néi sau khi dugc
xCr ly (6.1.4.1); nhd 20 pl protease K vao éng. Trén déu béing may Iic trdn vortex (4.3.3), U & 56 °C dén
khi két thuc qua trinh ly gidi, va tron lai bang may l4c trdn vortex (4.3.3) 15 s trére khi chuyén sang bueéc
2;

« Vé&i mau mau (6.2.3): nhd 20, ul proteinase K vao éng 1.5 ml; thém vao d6 50 pl dén 100 pl mau mau
chéng 86ng vao éng; thém dung dich PBS @& duoc 220 pl. Tién hanh tiép budc 2;

- Buéc 2: nhd 200 pl dung dich AL vao éng; tron déu biing may Ic trén vortex (4.3.3) trong 15 s. U
méu & 56 °C trong 15 min;

- Buwdc 3: nhd 200 pl etanol tir 96 % 3én 100 % (thé tich) vao ng, tron déu blng may lac tron vortex
(4.3.3).

- Buéc 4: chuyén toan bd dung dich trong ng vao cdt loc c6 éng thu; ly tdm cdt loc va éng thu & gia
téc 6 000 g bang may ly tAm (4.3.2) trong 1 min, loai bd éng thu;
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~  Buwéc 5: chuydn cot loc sang éng thu méi; nhd 500 pl dung dich AW 1, ly tam & gia tbc 6 000 g
béng may ly tdm (4.3.2) trong 1 min, loai bd éng thu;

~  Buwéc 6: chuydn cét loc sang ng thu méi; nhd 500 pl dung dich AW 2, ly tam & gia téc 20 000 g
biing may ly t&m (4.3.2) trong 3 min, logi bd éng thu;

—~  Buwéc 7: chuydn cdt loc sang éng 1,5 ml hodc 2 ml sach;

—  Budc 8: nhd 50 pl dung dich AE vao gilra mang cét loc,'d 1 min & nhiét 43 phong (ti 15 °C @én 25 °C);
ly tam cdt loc va éng 1,5 ml hoac 2 ml & gia téc 6 000 g bang may ly tam (4.3.2) trong 1 min;

—  Buwdc 9: bd cdt loc, itk lai 6rg 1,5 ml hodc 2 ml ¢6 chira ADN;

Bao quan ADN trong tl lanh {(4.1.2) néu thyc hién phan (rng PCR ngay hoc trong ti lanh &m sau
(4.1.1) néu thirc hién phan trng PCR sau 24 h.
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