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TIEU CHUAN QubécCc G1A TCVN 8400-22:2014

Bénh ddng vat - Quy trinh chan doan -
Phan 22: Bénh gia dai & lon

Animal disease — Diagnostic procedure — Part 22: Aujeszky’s disease

CANH BAO - Vigc ap dyng tiéu chuidn nay c6 thé lién quan dén cac vt liy, thiét bj va cic thao
tac gdy nguy hidm. Tidu chudn nay khéng thé duwra ra dwec hét cac vin dé an toan lién quan dén
vigc sir dyng ching. Nguwdi sir dung tidéu chudn nay phai ty thiét I3p cac thao tic an toan sirc
khde thich hgp va xic djnh kha ning &p dyng céc gi¥i han quy dinh trieée khi sir dyng tidu
chuédn.

1 Pham vi ap dung
Tiéu chuln nay quy dinh quy trinh chin doan bénh gia dai ddi v&i lon.
2 Thuét ngir va djnh nghia

2.1 Bénh gia dai Ia mdt bé&nh truydn nhidm gia sic do vi rit Pseudorabies gay ra (phan 1&n do Suid
herpesvirus 1, ho Herpesviridae, phan ho Alphaherpesviridae, gibng Alphagerpesvirus). Vi rit gay bénh
cht yéu & hé than kinh trung wong va dwéng hé hip cla lon.

2.2 CPE (Cytopathic effect): bién ddi bénh Iy té bao

2.3 FCS (Fetal calf serum): huyét thanh thai bé

2.4 PK15 (pig kidney 15): té bao than lon 15

2.5 OD (optical density): mét dd quang

2.6 ADN (Acid deoxyribonucleic) axid deoxyribonucleic

2,7 EMEM (Eagle's minimum essential medium): médi trréng té bao Eagle

2.8 DMSO (dimethyl sulfoxide): dung méi hiru cor dimetyl suifoxid
2.9 PBS (phosphate buffered saline): dung djch dém phosphat
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3 Thubc thir va vt ligu thir

Chi s dung thubc thir loai tinhkhiét phan tich va chi s& dung nwéc cét hodc nwéc A3 khir khodng
ho#c nwdre cd db tinh khiét twong duong.

3.1 M3l treng nudi cdy té bao Minimum essential medium (MEM).
3.2 Mbi trierng nudi dwdng Eagle (EMEM)

3.3 Trypsin/ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) 0,25 %

3.4 Huyét thanh thai bé (FCS) 5 % vaFCS 10%

3.5 C3p mdi (xudi va ngwerc), dung 38 phat hién vi rit PCV2.

4 Thiét bi, dyng cu

Str dyng céc thiét bj, dung cu cia phong thir nghiém sinh hoc va cu thé nhw sau:
4.1 May ly tdm, c6 thé tao gia téc ly tam 900g, 1000g, 6800g va 14000g
4.2 Micropipet, c6 dung tich thich hop.

4.3 Chai nudi té bao, 25 cm?, 75 em?

4.4 T 4m, c6 thé duy tri nhiét a6 & 37 °C c6 chira 5 % CO,

4.5 T lanh aéng, co thé duy tri nhiét 46 -20 °C, -70 °C va -80 °C.

4.6 N&i hip tiét tring, cé thé duy tri & 121 °C.

4.7 May doc ELISA.

4.8 May Realtime RT-PCR.

4.9 May PCR.

4.10 B dign di san phdm PCR.

§ Cach tién hanh

5.1 Chén doén lam sang
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5.1.1 Dic diém djch té

Vi rit gid dai géy bénh chi yéu & lon so sinh v&i nhing bidu hién réi logn thdn kinh, f 18 chét gin
100%. Lon & lira tudi Ion hon chi yéu méc bénh véi tridu chirng hd hAp va khdng chét k& ca khi nhidm
bénh cép tinh, bgnh thuéng diin dén sdy thai dbi véi lon nal. Lo nhidm bénh khéng chét sé mang
tring ca doi.

5.1.2 Trigu chirng lam sang
Lon nhidm bénh c6 nhiing triéu chirng réi loan hd hAp va than kinh.

Lo con chura cai sra c6 bidu hién gidm can, bé an, sét (41 °C dén 42 °C), run'rdy, chay nhidu nwéc dai,
giat cAu mét. Trigu chizng thAn kinh xuét hién sau 24 h va chét sau 24 h @én 36 h, ti 1& chét gin 100%.

Lon sau cai stra (tir 3 d&n 4 tudn tudi) c6 bidu hién nhe hon so vé&i lgn con dang ba va it bj méc triéu
chirng than kinh, t 1& chét gidm, tuy nhién cling co thé 1&n dén 50 % trong mét sé & dich. Lon Iza tudi
nay c6 c4c tri¢u chirng hé hap nhu: hét hoi, chdy nwéc mai, kho thé va ho nang.

Lon choai c6 bidu hign sbt (tir 41 dén 42 °C) mét méi, kém &n, c6 tridu chirng hd hAp nhu hét hoi, chdy
nweére mi, ho ndng, thé khé, gidm can. Bénh kéo dai tir 6 ngay dén 10 ngdy. Ti & méc c6 thé aén 100 %,
ti 12 chéttlr 1 % dén 2 %.

Lon trwéng thanh chi yéu cé bidu hién hé hdp nhw lgn choai, Ign ndi cé thé sy thai. Ti 1& chét hiém
khi vwot qua 2%.

§.1.3 Bénh tich

Bénh tich cia bénh gid dai thuérng it hodic khdng phét hién dwec, ddi khi co mot sé dsic didm sau:

Xung huyét mang nao kém theo ting sinh dich nio tuy.

- Xung huyét niém mac viing méi va hdu hong.

- Viém hoai t&r & hach amidan, hdu hong, khi quan va thye quan.
- C6 céc didm hoai t& & gan, lach, hach, than.

- Xuét huyét giém 14m tAm & cAu than va vé nio.

5.1.4 Bénh tich vi thé

- Viém n3o, mang n&o khdng mi va viém hach thin kinh lan tran.

- Xuét hién bach cAu thdm nhép quanh thanh mach, viém té& bao dém than kinh lan tran kém theo
“hoai tir té& bao thin kinh va t& bao d&ém thin kinh.

— Céc thé wui trong nhan & té bao ké clia hach amidan, Iép ndi md ctia phé nang, té bao than kinh va
céc té bao dém trong néo.
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5.2 Chdn doan phong thi nghiém
5.2.1 Ly méu
5.2.1.1 Miu cho xét nghiém vi rat

Db véi lgn bénh con sdng: LAy t3m bdng a& ngody dich miéng hiu hoic mii hodic amidan cho vao mdi
tredrng bdo quan c6 khang sinh (xem A.1 phy lyc A).

Dé&i v&i lon bénh dwgc md kham: LAy 3 gam dén 5 gam nio, amidan, phdi, ldch, hgch.

5.2.1.2 Miu cho xét nghiém khang thé: si* dung xy lanh 5 ml d& Iy 2 ml méu ciia lon bj mic bénh
chura tiém véc xin phong bénh Aujeszky. Sau khi ldy, rit can xy lanh t&i mirc cao nhét 88 tao nhidu
khodng tréng bén trong, d4t xy lanh ndm nghiéng 5° & nhiét a§ tir 20 dén 30 °C trong thdi gian 30 min
@& mau ty dong lai va tidt ra huyét thanh. Chit huyét thanh sang éng 1,5 ml m&i @& diing cho xét
nghiém trong 5.2.4.3

5.2.1.3 Bao quan miu: trong qua trinh van chuyén phai bdo quan mau trong thing bdo &n (nhigt dd tir
2 °C dén 4 °C) khdng qua 48 h. & phong thi nghiém, néu chura xét nghiém ngay, phai duwec gitr trong ti
lanh ddng -70 °C (xem 4.5) déi v&i m3u xét nghiém vi rdt, - 20 °C ddi véi mAu xét nghiém khang thé.

CHU THICH 1: Trong chan nusi, viéc sl dung véc xin gid dal c6 thé lam &nh hurémg dén két qua clia cac phrong phap xét
nghigm. Do vy, 881 v&i lon dugc tiém véc xin séng nhuee ddc, khéng |4y miu trong thér gian 4 tudn sau khi tiém (thi gian
véc xin t3n tai trong cor thé lon) a8 xét nghiém vi rit gid dai vi cdc phwang phép trong tigu chudn nay khéng phan bigt dugrce vi
rit vic xin nhuge dde va vi rit thye dia. DI véi lgn duec tiém véc xin danh dAu nhuge dbc (xo4 gen gE), cb thé Iy miu aé
xét nghiém vi nit bing phwong phap Nested PCR ho3c Realtime-RT PCR phét hién gen gE ma khéng bj dnh huréng clia vi
rdt vac xin.

CHU THICH 2: Khéng I4y mau huyét thanh & lon d3 duge tiém vlc xin gid dai d& xét nghiém khang thé vi cac phuong phap
trong tidu chudn nay khang phan bigt dirgc khang théd nhim ty nhién va khang thé do tiém véc xin. i véi lom dugrc tiém véc
xin d4nh ddu nhugc déc (xod gen gE), co thé 1y mau dé xét nghidm khéng thé gE biing phwrong phép ELISA ma khong bj
anh hirdng bdi vi nit véc xin.

5.2.2 Phan (rng Nested PCR (PCR l&ng) xét nghiém vi rat
5.2.2.1 Xir ly mau

Nghi&n m&u phi tang vé&i dung dich PBS (xem A.2 phy luc A) ¢6 khang sinh [hodc méi tredng nubi cly
td bao (xem 3.1) ¢6 khéng sinh (ch4t khang sinh va khang nim)), ly tAm & gia téc 900 g (xem 4.1) trong
10 min, thu phan dich ndi d& xét nghiém PCR. Déi v&i dich ngody miéng hAu (mii hodc amidan) trong
dung dich bdo quan cé khang sinh, cé thé stk dyng ngay dé xét nghiém.

5.2.2.2 Chiét tich ADN

Dung kit chiét tach thirong mai @8 chiét tach ADN cuia vi rit va theo hwéng din clia nha san xuét (xem
phu luc B).
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5.2.2.3 Tién hanh phan trng Nested PCR
Phuong phdp Nested PCR bac gdm 2 14n thye hién PCR thudng v&i 2 cp mdi khac nhau d& phat
hién 1 doan gen dich. Trong d6 sin phdm PCR ctia I&n thyc hién PCR thir nhét dung d& 1am khudn

mdu cho In thyc hién PCR thiz hai. Muc dich clia st dyng Nested PCR (2 IAn thyc hién PCR) 1a dé
1am téng d9 ddc hi¢u cia phan (rng hon so véi PCR thwdng (1 14n thyee hién PCR).

Phan ing Nested PCR xét nghiém vi rit gia dai trong qui trinh ndy str dung céc cap mdi (xem 3.5) @é
phat hién cac doan gen dich thudc gen B hodic gen E trong Bang 1.

Béng 1 - Trinh ty cac cip mdi

Gen | Lan chay Cép méi Trinh ty 5'-3' Kich thwéc
dich PCR san phim
. (bp)
gB Lan 1 Mdi xudi 1 gB ATG GCC ATC TCG CGG TGC 334
M&i ngwge 1gB | ACT CGC GGT CCT CCA GCA
Lan2 Mdi xudi 2 gB ACGGCACGGGCGTGATC 195
Mdinguoc 2gB | GGT TCA GGG TCA CCC GC
gE Lan 1 Mbi xubi 1 gE TCG TGA TGA CGT GCG TCG TCG 377
Mbi ngwoc 1 gE | GGG TCC ATT CGT CAC TTC CGG
Lan 2 Mbi xudi 2 gE CCC ACG CAC GAG GAC TACTAC 211
Mdi nguwgc 2gE | CGC GGA ACC AGT CGT CGA AGC

Phuwong phap Nested PCR sr dung cac cip mdi phat hién gen gE c6 thé phan biét dwec vi rit thye dia
va vi rit cla véc xin nhugc ddc dwgc danh diu bing xod gen gE.

5.2.2.31 H&n hep phan ing va chu trinh nhigt

Chuén bj hdn hep phan (ng va cai @4t chu trinh nhiét trong may PCR (xem 4.9) cé thé dwoc thye hién
theo huwéng din kém theo bd kit st dung (xem C.1 phy lyc C).

5.2.2.3.2 Dién di san phdm PCR

Pha 1,5 g bét agarose v&i 100 ml 1xTAE, rdi dun néng trong 16 vi séng cho d&n khi tan hoan toan. Khi
hén hop ngudi bét (khodng 50 °C @én 60 °C), cho tiép 2 pl etidi bromua (10 mg/ml) vao. Sau @6 a8 vao
khay va cdm Iwgc. D& gel cirng lai trong khodng 1 h, rdi rt lwec ra.

D6 ddy dung dich 1xTAE véo b$ dién di (xem 4.10) d&n vach full level, a4t khay gel vao vi tri trong bé
dién di. Pha 2 pl dung dich dém tai mu (loading dye) v&i 4 pl dung dich thang chuén (100 bp ladder)
r&i dira vao giéng ddu tién clia miéng gel. Pha 2 pl dung dich d&m tai m&u voi 8 ul miu (i chirng am
va dwong) rdi diing micropipet (xem 4.2) dwa vao cac giéng con lai clia miéng gel.

Dién di gel & 80 VV dén 100 V trong 30 min d&n 40 min.
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5.2.2.3.3 Poc kétqua
Dt gel da dién di vao may chiéu tlr ngoai (UV transilluminator) co buwéc séng 590 nm.

Néu st dung céc cip mdi phét hién gen B, mdu dwong tinh-c6 hién thj vach sén pham gibng nhur adi
chirng dwong va cb kich thuéc 334 bp (1An PCR 1) va 185 bp (1an PCR 2), véi didu kién déi chirng 4m
khong c6 vach san phdm xuét hién.

Twong tw, ndu sir dung cac cip mdi phét hién gen E, mau dwong tinh c6 hi&n thj vach san phdm giéng
nhtr ddi chizng dwrong va cé trong lwgng 377 bp (1An PCR 1) va 211 bp (Ian PCR 2).

MAu am tinh giéng dbi chiteng &m va khdng c6é vach sin phdm xuét hién.

M3u nghi ng& hién thj vach san phim khdng r nét hoic hién thi nhidu hon 1 vach sin pham. Truéng
hop nay cAn xét nghiém Iai hodic si* dung cac phurong phdp khac a8 khdng dinh.

5.2.3 Phan (rng Realtime RT-PCR xét nghigm vi rat
5.2.3.1 Xirly miu (xem 5.2.2.1)

5.2.3.2 Chiét tach ADN (xem 5.2.2.2)

5.2.3.3 Tién hanh phan (rng Realtime RT-PCR

Phan (rng ndy khéng cin buéc dién di a8 doc két qua nhung cin s dung thém mau do (probe) co
danh dAu huynh quang va thirc hién trén may Realtime RT-PCR.

Phan (rng Realtime RT-PCR xét nghiém vi riit gia dai trong qui trinh nady st dyng céc cdp méi va mau
dd dé phat hién cac doan gen dich thudc gen gB hosc gen gE. Trinh tw cic cip mdi va miu do duoc
néu trong Bang 2.
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Bang 2 - Ciip mdi va miu do

Gen ,
ik Cap mdi Trinh ty 5'-3'
Mdi xudi ACGGCACGGGCGTGATC
gB | Mdi nguge ACTCGCGGTCCTCCAG CA
M3Au do (TagMan Probe) | TET-CTCGCGCGACCTCATCGAGCCCTGCAC-TAMARA
M3i xudi TCGTGATGACGTGCGTCGTCG
gE | Mdi ngugrc CGCGGAACCAGTCGTCGAAGC
M3u do (TagMan Probe) | FAM-CTACGAGGGGCCGTACGCGAGCCTGGA-TAMARA

Phan tng Realtime RT-PCR sir dung c&p mdi va mAu do d& phat hién gen gE c6 thé phan biat duoc vi
rit thyre dja va vi rit ciia véic xin nhuge ddc duge danh ddu bing xo4 gen gE.

5.2.3.3.1 Hdn hep phan (ng va chu trinh nhigt

Chuén bj hdn hg'p phan trng va cai dat chu trinh nhigt PCR trong mdy realtime RT-PCR (xem 4.8) c6
théd dwgc thyc hién theo huwdng dén kém theo bd kit duge sir dung (xem C2 phy lyc C).
5.2.3.3.2 Doc két qua

M3u dwong tinh khi két qua xét nghiém PCR c6 gi trj Ct s 35 va duong khuéch dai c6 dang cong
chuén (xem Hinh 1).

M3u &m tinh khdng c6 gia trj Ct hodic c6 gid trj Ct > 40 va dwdng khuydeh dai ndm duwéi dudng nén
(xem Hinh 1).

M3u nghi ngd khi c6 gia trj Ct ndm trong khodng > 35 va s 40. Tredng hop nay cAn xét nghiém lai hodc
slr dung céc phrong phép khéc dé hd tro.

Duong tinh
~a

Hinh 1 - Vi dy v két qua Realtime RT-PCR
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5.2.4 Phwong phép phan l§p vi rut

Phwong phap nay ding trong tneérng hop m&u xét nghiém bing phan (ng Nested PCR hoZc realtime
RT-PCR cho két qua nghi ngd.

5.2.4.1 Xir ly méu (xgm 5.2.2.1)

Céc dich b&nh phdm thu dwec sau qua trinh xt ly mau nén dugc loc qua mang loc ¢b kich thwdc 16 loc
0,45 um trwdre khi tién hanh phan 1ap.

5.2.4.2 Tién hanh phén I3p

Str dung 200 pl dich ngody (gdm cd mdi trudmg bdo quan) hodc dich nghién phi tang (dich ndi thu
duwec sau ly tm) cho nhiém vao té bao PK15 (xem phy lyc D). Theo ddi trong 7 ngay.

5.2.4.3 Doc két qua

MAu duong tinh khi t& bao cé xuét hién bién ddi bénh ly, thudmg xuét hién trong véng tir 24 h #én72h.
Bién d3i bénh Iy t& bao (CPE) bao gém: trén mit té bao don Iép hinh thanh cac dam té bao ludmg
chiét, sau d6 bong ra khdi b& mat nudi cdy, sir hop bao cling xuét hién véi céc kich thude khac nhau.

Trong trwdng hep khong xuét hién CPE, thl tién hanh chuydn dich nudi té bao (200 i) sang moi
trwdng nudi cAy t& bao (xem 3.1) m&i thém mét IAn nira va theo di trong 7 ngay.

P khing dinh nhirng bién ddi té bao 13 do vi rit gia dai gay ra, |4y dich nudi té bao xét nghigém vi rit
béng phan (ng Nested PCR (xem 5.2.2) hodc Realtime RT-PCR (xem 5.2.3).

5.2.4.4 Phét hién khang thé bing phan irng ELISA

Hién nay cac kit ELISA thwong mai da c6 san trén thj treong ding @& phét hién khang thé gB va khang’
thé gE trén lon b nhidm vi rit bénh gia dai (xem phy luc E). Kit phat hién khang thé gE c6 thé phan biét
dugc khang thd do nhidm ty nhién va khang thé do tiém véc xin dwec danh du bang xo4 gen gE.

6 Bao céo két qua

Lon dugc két luan 1a méc bénh gid dai khi ¢6 cac dc didm dich t& va triéu chirng dién hinh va cb két
qua xét nghiém vi rit hodic khang thé dwong tinh bdng mét trong nhirng phirong phép quy dinh trong
tiéu chun nay.

10
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Phy lyc A
(Qui dinh)

Pha méi trerng bao quan miu va dung dich PBS

A.1 Dung djch bao quan miu

Trdn dung dich PBS véi glycerol theo ti 1& 1:1 va bd sung khang sinh theo ti 1& nhw sau:

Penicillin G 2.000.000UA1t
Streptomycin 200 mg/lit
- Polymyxin B 2.000.000 U/t
Gentamicin 250 mg/lit
Nystatin 500.000 Uit
Ofloxacin HCI 60 mg/it
Sulfmethoxasole 200 mg/lit
A.2 Pha dung djch PBS
NaCl 8g
KCI 02g
Na;HPO, 1,15g
KH,PO, 02g
Nuéc cht 1000 mi

Khudy d&u cho dén khi cac thanh phin tan hoan toan trong nuéc rdi hép tiét trung bang ndi hap (xem
4.6) trong 15 min.

11
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Phyluc B
(Tham khao)
Quy trinh chiét tich ADN cua vi rit bénh gia dai tir mu bénh pham

Chiét tdch ADN clia vi rit theo hwéng dan chia bd kit Invitrogen PureLink Viral RNA/DNA Kit (Cat. No.
12280-050), nhw sau:

— Nhd 25 pl protease K vao éng 1,5 ml.

— Nhd 200 pl huy&n dich'b&nh phdm vao éng.

— Nhd 200 pl dung dich Lysis Buffer vao éng.

— Léc éng trong 15 s va ly tdm nhe. U & 56 °C trong 15 min rdi ly tam nhe.

— Nhd 250 pl Ethanol c6 ndng a8 100 % vao &ng, l4c ddu trong 15 s rdi ly tdm nhe.

~ U & nhiét 4o phong trong 5 min.

— Chuyén toan bd dich trong éng (675 pl) vao cdt loc cé éng thu.

— Ly tam cbt loc va éng thu & gia tdc 6800 g trong 1 min & nhiét 48 phaong.

~ Chuyén cét loc sang éng thu méi.

— Nhé 500 pl dung dich Wash Buffer, ly tam & gia téc 6800 g (xem 4.1) frong 1 min & nhiét d phong.
~ Chuyén cbt lpc sang éng thu méi.

~ Nhé 500 pl dung dich Wash Buffer, ly tam & gia téc 6800 g (xem 4.1) trong 1 min & nhiét 4 phang.
— Chuyén cit loc sang éng thu méi, ly tam & gia téc 14000 g (xem 4.1) trong 1 min.

Chuyén cbt loc sang éng 1,5 ml sach Dnase/Rnase.

i

Nhé 50 pl nwwée sach Dnase/Rnase vao cbt loc, U 1 min & nhiét 46 phong

Ly tam cét loc va éng 1,5 mi & gia tdc 14000 g (xem 4.1) trong 1 min & nhiét 46 phong.

Bo cbt lpc, gitr lai dng 1,5 ml chira 50 ul ADN. Bao quan ADN & 4 °C néu thre hién PCR ngay ho3c
& am 20 °C néu thyc hién PCR sau 24 h.

12
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Céng thirc chuén bj hén hgpp phan (rng va chu trinh nhiét PCR

C.1 Cong thirc chudn bj hén hgp phan trng cho phan trng PCR (léng)

Theo hwéng dén cla b kit GoTaq Green Master Mix (Promega — Part. SPIM712, Cat. M7122)

Thanh phin Sé lvgng
T i Chu trinh nhigt
h&n hgp phan irng (tdng Iwong 25 pli)
1 |[GoTaq Green Master Mix 12,5 pl 1vong : 94 °C, 5 min
(Promega, Madison, Wi, USA) 40 vong:
2 | Mdi xuéi® (forward primer), 10 uM 0,5l [94 °C, 20 s (bién tinh ADN)
3 | Mdi nguwoc® (reverse primer), 10 0,5l 55°C, 30 s (gin médi)
UM
72 °C, 60 s (tdng hop mach ADN)]
1 | M3u ADN 2,5l
1 vong: 72 °C, 7 min (tdng hop mach
2 | Nwéc sach Rnase gyl ADN I4n cuéi)

CHU THICH: Trinh ty cAc doan méi: xem Bang 1.

C.2 Chuén bj hdn hgp phan irng cho phéan rng Realtime RT-PCR

Theo huéng din clia bd kit Platium Quantitative PCR Supermix-UDG (Invitrogen — Cat 11730-017)

Thanh phdn hén hgp phéan (g Thé tich Chu trinh nhiét
(tdng thé tich 50 pl)

Nwé&ce sach nuclease 12 pl

Platium QUantitative PCR SuperMix- 25l

UDG (|I'IVIlngen. Cat no. 11730'025) 1 Véng : 50 OC' 120 s' 95 Uc' 120 s
Mdi xudi ¥, 20 uM 1ul 40 vdng:95°C, 10s,63°C, 30s
Mdi nguec®, 20 uM 14l

M&u d& (TagMan probe), 6 uM 1l

M3u ADN, tir 100 pg dén 1 g 10 pl

CHU THICH: Trinh ty céc doan méi va miu do theo quy dinh tai Béng 2.

13




TCVN 8400-22:2014

Phylyc D
{Tham khao)
Chuén bj té bao PK15 dé phén 13p vi rut

D.1 Khéi phuyc té bae

- LAy éng t& bao duwgc bdo quan ddng lanh trong nito 16ng ra va ra ddng nhanh chéng bing cach @it
vao nuée 4m 35 °C aén 39 °C trong 1 min.

- Chudn bj chai nudi cAy'véi 10 ml méi trwdng nudi dwdng (EMEM + FCS 10-% (xem 3.4) + khang sinh
100 IU/ml penicillin va 100 pg/ml hodc 50 pg/mi gentamycin).

- Khi t& bao @4 ra déng; nhanh chéng ding pipet hit dung dich té bao sang éng ly tam 15 ml va cho
tiép vao 10 ml méi treéng nudi durdng, trdn ddu bang pipet hit nha nhe nhang dé tranh bot.

- Ly tdm & 1000 g (xem 4.1) trong 5 min.

- Hit bd phan dich ndi. Gitr lai phAn té bao léng can & duéi. Cho tiép 2 ml méi trwdmg nudi dudng té
bao EMEM + FCS 10 % (xem 3.4). Trdn ddu biing cach dung pipet hit nha.

- Chuyén toan bd dung dich té bao ndy vao chai nudi t& bao (25 cm?) (xem 4.3) @3 c6 15 ml mdi trudng
nudi dudng FCS 10 % (xem 3.4). U chai nudi ciy & ti 4m 37 °C c6 5 % CO, (xem 4.4).

- Qua 1 ngady, loai bd méi trwdng nudi dwdng ct 88 loai bd DMSO, rira Iép té bao bing dung dich PBS
rdi cho méi trerdng nudi dwdng méi c6 FCS 10 % (xem 3.4). U chai nudi té bao & ta 4m 37 °C c6 CO,5
% (xem 4.4) a4 té bao phét trién.

D.2 Chuyén ddi té bao

- Hat bd méi tredrng nudi dudmg (xem 3.2) ¢l trong chai 25 cm?, cho 10 ml dung dich PBS vao @ nra
sach I&p té bao sau @6 hit bd dung dich rira nay di.

- Cho 2 ml @én 3 ml dung dich Trypsin/ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) 0,25 % (xem 3.3) vao
va U & 37 °C tir 5 min @&n 10 min @& cho t& bao bong ra khdi b& mat chai nudi cdy. C6 thé v8 nhe vao
thanh chai nudi cAy & té bao bong ra.

- Cho thém 5§ ml méi tnréng nudi duwdng EMEM + FCS 5 % (xem 3.4) (huyét thanh trong mdi trudng
tang tredng sé& vd hoat trypsin), rdi hut toan bd dung dich ndy sang éng ly tam 50 ml. Ly t4m bing may
(xem 4.1) & 1000 g trong 5 min,

- Hut bd phan dich ndi. Gitr lai phan t& bao I&ng can & duéi. Cho tiép 10 ml médi trurémg nudi dudmg té
bao EMEM + FCS 5 % (xem 3.4). Trén ddu baing cach dung pipet hit nha nhidu [An.
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- Chia @&u dung dich té bao ndy sang cac chai nudi cy c6 chira méi trrdng nudi dudng méi véi lvong
5 x 10* t& bao/ml. U dfa & ti 4m 37 °C c6 § % CO, (xem 4.4) tir 5 ngdy dén 7 ngay. Theo déi té bao
phat tridn hang ngay va loai bd ngay nhirng chai t& bao bj nhiém khuin.

- Chuyén ddi té bao theo ty 18 1:5. Luirgng t& bao tir 01 chai 25 cm? (xem 4.3) dat 100 % dién tich nudi
cdy c6 thd chuydn ddi sang 5 chai 25 cm? (xem 4.3) khdc.

- Néu té bao phat trién kém, hit bd mai treéng nudi dudng cii, rira tham té bao bing dung dich dém
PBS rdi dwa méi treéng nudi dudng méi vao.

- Té bao phat trién tét sau khi dugc chuyén @i va dat khodng 90 % dién tich nudi cAy thi dem st dung
dé lay nhi&m vi rit (phan 13p vi rat).

D.3 Péng Ianh té bao

- Dbi véi té bao dwgc nudi trong chai 25 cm?, hiit bd méi tnréng ¢, cho 10 ml dung dich PBS vao dé
rira I&p té bao, sau d6 hit bd dung dich nira nay di.

- Cho 2 ml @&n 3 mi dung dich Trypsin/ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) 0,25 % (xem 3.3) vao
va G & 37 °C tir 5 min dén 10 min @& cho t& bao bong ra khdi b& mét chai nudi cly. C6 thé v& nhe vao
thanh chai nudi c4y dé té bao bong ra.

- Cho thém 10 ml mdi trweérng nudi duwdng EMEM + FCS 5 % (xem 3.4) (huyét thanh trong méi tnrémg
téng tredng sé vd hoat trypsin), rdi hit toan by dung dich ndy sang éng ly tam 50 ml.

- Ly t4m bdng mdy (xem 4.1) & 1000 g trong 5 min.

- B8 bd phan dung dich ndi, hoa phan té bao ldng cin frong 1 ml mdi tnréng khéng c6 huyét thanh
(Glasgow Eagle's) va dlung pipet hit nha nhidu 1An dé tron ddu.

- Cho 3 ml chét bdo vé ddng lanh (huyét thanh bé 90 % + DMSO 10 %) vao trdn ddu, nhe bing pipet
@& tranh bot.

- Chuyén 4 ml dung dich té bao vao éng déng lanh cryotube (4,5 ml). Boc éng déng lanh trong bdng vd
triing ho#c gidy vé sinh v tring @é Iam cham qué trinh d6ng lanh. D3t dng d8ng lanh vao tl lanh déng
(xem 4.5) -50 °C aén -80 °C qua dém, sau d6 chuyén vao gilr & nito 16ng.
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Phy lyc E
(Tham khao)

Phwong phap ELISA phat hién khing thé gB va khang thé gE

E.1 Phwong phap phéat hién khang thé gB (sir dyng kit PrioCheck PRV gB ciia hang
Prionics)

Buwéc 1: Nhd 100 pl huyét thanh tham chiéu 1 vao céc giéng A1 va B1 trong dia ELISA (xem so dé dia
ELISA).

So d vj tri miu trong dia ELISA

1 2 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |TC1 |M2|M4| M8 | M12 | M16 | M20 | M24 | M28 | M32 | M36 | M40

B |TC1|M2|M4| M8 [ M12 | M16 | M20 | M24 | M28 | M32 | M36 | M40

C |TC2 |M3| M5 MO | M13 | M17 | M21 | M25 | M29 | M33 | M37 | M41

D|[TC2 |M3|M5| M9 | M13 | M17 | M21 | M25 | M28 | M33 | M37 | M41

E | TC3 |M4| M6 | M10 | M14 | M18 | M22 | M26 | M30 | M34 | M38 | M42

F | TC3 |M4| M6 | M10 | M14 | M18 | M22 | M26 | M30 | M34 | M38 | M42

G | M1 |[M5| M7 | M11 | M15 | M19 | M23 | M27 | M31 | M35 | M39 | M43

H M1 | M5| M7 | M11 | M15 | M19 | M23 | M27 | M31 | M35 | M39 | M43

CHU THICH: TC: m3u tham chiéu; M: miu
Buérc 2: Nhd 100 pl huyét thanh tham chiéu 2 vao céc giéng C1 va D1.
Buéc 3: Nhé 100 pl huyét thanh tham chiéu 3 vao cac giéng E1 va F1.

Budc 4: Nhd 100 pl m3u huyét thanh kiém tra vao cac giéng con lai (m&i m3u 1am hai giéng). Day nép
dia va lic dfa nhe trong 15 s.

Bwérce 5: U dTa trong hdp gilr dm, & nhiét dd 37 °C trong 60 min.

Bwéc 6: Sau khi U, 38 hét dung dich trong dfa ra va rira dfa 6 1an béng dung dich ria, tir 200 pl dén
300 pl dung dich rira cho méi giéng. Sau 1an rira cuéi cling, 3ap nhe dia vai IAn xuéng mat ban ¢6 l6t
khan bdng d& 1am sach céc dung dich bén trong dfa.
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Buwéc 7: Nhé 100 pl conjugate vao cac giéng. Day nép dia.

Budrc 8: U dfa trong hdp gitr &my & nhiét a4 37 °C trong 60 min.

Bwéc 9: Rira dia nhur trén.

Bwérc 10: Nhd 100 pl co chét Chromogen (TMB) vao tht ca céc giéng.
Buéc 11: U dia & nhiét @9 phéng (22 °C + 3 °C) trong théi gian 20 min.
Buére 12: Nhéd 100 pl dung dich dirng phan (rng va f4c dia nhe.

Buwéc 13: Do gia tri'OD clia céc giéng & buwéc séng 450 nm trong 15 min sau khi dirng phan tng va
doc két qua.

Didu kién d& phan (rng ELISA duwgc cong nhan la:
Gi trj OD4s0 max Phdi it nhét béng 1,00

Pl ctia m&u tham chiéu 1 phai Ién hon 50 %

PI ca m&u tham chiéu 2 phai nhé hon 50 %

Tinh phan trém Gc ché PI, theo cong thirc sau:

oD
PI = [_‘”"’_""l:l %100
ODHOM

CHU THICH:

ODuso sampie 14 gid trj OD do durge & mdi giéng mAu hodic gid tri OD trung binh cia m&u tham chiéu 1 (giéng A1 va B1) hodic
tham chiéu 2 (giéng C1 va D1).

ODuso max 1 gi4 trj OD trung binh clia m&u tham chidu 3 (giéng E1 va F1);

Danh gia két qua:

M3u dwong tinh khéng thd gB cia vi rit bénh gid dai néu cé Pl bing hodc Ién hon 50 %.

M&u &m tinh khang thé gB cla vi rit bénh gia dai néu c6 Pl nhé hon 50 %.

E.2 Phwong phap phat hién khang thé gE (str dyng kit PrioCheck PRV gE 2.0 ctia hing Prionics)
Bwéc 1: Nhd 50 pl dung dich ém ELISA vao tét ca céc giéng cin dung trong dfa ELISA

Buwoc 2: Nhé 50 pl déi chirng duong vao 2 giéng A1 va B1 trong dfa ELISA (xem so @b dia ELISA)
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Bwéc 3: Nhd 50 pl 8bi chirng 4m vao 2 giéng C1 va D1
Budc 4: Nhéd 50 pl déi chirng hop 18 vao 2 giéng E1 va F1 (tuy chon)

Buwdc 5: Nho 50 pl m8i mAu huyét thanh vao mdt giéng (hodc 2 giéng gin nhau trong dia). P4y nép dia
va lic dia nhe trong 15 8

Buwéc 6: U dia trong hdp gitr 4m (90 %) & nhiét 86 37 °C trong 60 min hodc ( qua dém & 5°C

Buwdc 7: Sau khi U, @& hét dung dich trong dfa ra va rira dfa 6 lAn bing dung dich rira, tir 200 pl dén
300 pl cho mdi giéng. Sau 1An rira cudi cling, d4p nhe dia vai IAn xubng mat ban c6 16t khan béng dé
lam sach cac dung dich bén trong dTa.

Buwéc 8: Nhd 100 pl cong hop (conjugate) vao cac giéng. Pay nép dTa.
Buéc 9: U dfa trong hdp gitr 4m (90 %) & nhiét 46 37 °C trong 60 min.

Buwée 10: Rira dia nhw trén.

Bwéc 11: Nhd 100 pl co chit Chromogen (TMB) vao tét cd cac giéng.

Buwéc 12: U dia & nhiét 9 phang (22 °C + 3 °C) trong théi gian 20 min.
Buwdre 13: Nhé 100 pl dung dich dirng phén (rng.

Buwéc 14: Do gia trj OD bing may Elisa (xem 4.7) trong véng 15 min sau khi dirng phén (rng va ddc két
qua.

Pidu kién dé phan ng ELISA dwegc céng nhan la:
Gid tri OD4so max |60 hon 0,9
P! cia déi chirng dwong phai lén hon 65 %

PI ctia dbi chung hop 18 phai nhé hon 45 %.

Tinh phan tram (¢ ché, Pl, theo cbng thirc sau:

CHU THICH:

ODuso max 14 gid tri OD trung binh do duwgc & 2 giéng C1 va D1 @bi chirng am;
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OD4s0 sampie 18 gid trj OD do dwrgre & mBi giéng méu (tinh trung binh néu lam 2 giéng) hodc gié tri OD trung binh clia déi chirng
duong (gidng A1 va B1) hodic d8i chirng horp 18 (E1 va F1).

Dénh gia két qua
MAu dwong tinh khang thé gE cua vi rit bénh gid dai néu c6 Pl bing hodc 1ém hon 35 %.

M&u am tinh khéng thé gE clia vi nit bénh gid dai néu cb Pl nhd hon 35 %.
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