TCVN TIEU CHUAN QUOC GIA

TCVN 8710-8 : 2012

Xuét ban lan 1

BENH THUY SAN - QUY TRINH CHAN POAN -
PHAN 8: BENH HOAI TU’ GAN TUY O TOM

Aquatic animal disease. Diagnostic procedure -
Part 8: Infectious myonecrosis

HA NOI - 2012



TCVN 8710-8:2012

L&i néi diu

TCVN 8710-8:2012 do Cuyc Thu y bién soan, B Néng nghiép va Phat
trién ndng thon d& nghj, Téng cuc Tiéu chudn Do lwdng Chét lwvgng
thdm dinh, B6 Khoa hoc va Céng nghé céng bd.
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Bénh thiy san = Quy trinh chan doan —
Phan 8: Bénh hoai tir co & tdm

Aquatic animal disease — Diagnostic procedure —

Part 8: Infectious myonecrosis

CANH BAO - Viéc 4p dung tiéu chudn nay cé thé lién quan dén céc vat ligu, thiét bj va cac thao
tac gay nguy hidém. Tiéu chudn nay khéng thé dwa ra dwec hét tét ca cac van dé an toan lién
quan dén viéc sir dung chiing. Ngwdi sir dung tidu chudn nay phai ty thiét 13p cac thao tac an
toan strc khde thich hgp va xéac djnh kha ning ap dung cac gi¢l han quy dinh trwérc khi sir dung
tiéu chuén.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh ch&n doén bénh hoai tir co do vi rut gay ra & tdm.
2 Thuét ngilr va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay st dung thuat ngi va dinh nghla sau day:

Bénh hoali tir cor do vi rut & tém (Infectious myonecrosis)

Bénh truyén nhi@m nguy hiém gay ra b&i vi rut thugc ho Totiviridae co vat chét di truyén la RNA mach
a6i, kich thudre khoang 7560 bp. Thé vi rit cé dang hinh cdu hai muwoi mat, dudng kinh khoang 40 nm.
3 Phwong phap chén doan

3.1 Chén doan Iam sang

3.1.1 Dijch té hoc

Vi rit gdy b&nh IMNV cdm nhidm chli ydu trén c4c tém thudc ho Tém he (Penaeidae). Penaeus
vannamei, P. stylirostris, P. monodon... gy ti & chét cao. Ty & tdm nhidém bénh trong ao, bé c6 thé lén
dén 100 %, ty 1& gay chét khoang 40 % dén 70 %.
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Bénh co thé lan truyén tir b me truyén vi rat gay bénh cho con cai thdng qua qua trinh sinh san. Hoéc
bénh lan truyén thdng qua nhirng sinh vat mang mam bénh vao viing nudi nhw chim &n nhirng con tém
bénh hoac tém chét thai phan ra ngoai mdi tredng nudi, théng qua ki chli trung gian mang mam bénh
vao ao bé nudi, qua dung chung dung cy, ngudn nudc nhiém bénh.

Bénh xuét hién quanh nam, dac biét Ia mua xuan va dau he khi thoi tiét bién dbi nhiéu nhu bién o
trong ngay bién thién qua I&n, thay ¢di ¢ man gay séc cho tdm

3.1.2 Triéu chipng Iam sang

Giai doan cép tinh clia bénh IMNV: co' van tém viing bung kéo doc dén phan dui bj hoai tir, co mau
tréng duc. Tém boi I 4o, dat b rdi chét. Tém chét nhiéu lién tiép trong vai ngay, ti 1 tom chét co thé
Ién dén 40 % dén 70 % trong ao nhiém.

CHU THICH: Trong mdt sé trdng hop, tdm bj stress do yéu td mdi tnréng hodc 16m bi bénh trdng dudi clng th hign dau hidu
bénh ly twong ty.

3.2 Chén doan trong phdng thi nghiém
3.2.1 Phwong phap RT-PCR (Phan trng chudl polymer phién ma ngworc)
3.2.1.1 Nguyén tic

Phuong phap PCR (polymerase chain reaction) dya trén hoat déng cua DNA polymerase tdng hop nén
mach méi tr mach khudn, cé sw tham gia clia mdi, bén loai nucleotit gdm adenin (dATP), thymin
(dTTP), guanin (dGTP), cytocin (dCTP), dung @& khuéch dai doan DNA dich théng qua cac chu trinh
nhiét. D& thizc hién phan rng khuéch dai DNA dich cin ¢6 3 qua trinh: bién tinh, bét cap va kéo dai
mach téng hop mach méi.

RT-PCR Ia phwong phap PCR ma axit nucleic dich 12 RNA. P& ¢6 thyc hién duoc PCR nay thi trvdc
hét RNA dich phdi duwgc phién ma ngugc (RT- reverse transcription) thanh cDNA béng mdi d&c hiéu
cho phan rng nay.

Giai doan phién ma nguec RT, enzym dugc stk dung la Reverse Transcriptase. Day la mét loai enzym
khéng chiju nhiét, st¢ dung mach RNA 1a mach khuén dé tdng hop nén s¢i DNA bd sung (cDNA) cb sw
tham gia clia méi, dNTP va dung dich @&m cho phan (ng.

Cé hai phuong phap thirc hién RT-PCR, dé 1a RT-PCR mét buwéc va RT-PCR hai bwéc. Trong quy trinh
nay, phuong phap RT-PCR hai bwéc dugc thye hién dé khuéch dai RNA dich.
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3.2.1.2 Thubc thir va vat lidu thiv

Chi str dung thudc thir loai tinh khiét phan tich va st dung nudc cat hai lan da khir ion hodc nwéc cb 36
tinh khiét tvong dwong khdng c6 RNAase, trir khi ¢ quy dinh khac.

— Trizol;

-~ Cloroform;

Isopropanol;

Etanol 75 % va 95 %;

Dung dich TBE 1X

Chuén bj dung dich d&m TBE dam dic 10 I&n (Tris - axit boric - EDTA 10X): hda tan 108 g Tris va 55 g
axit boric trong 600 ml nuéc, thém 40 ml EDTA 0,5 M va thém nuéce cho du 1 lit. Bao quan ¢ nhiét b

phong.
Khi st dung, thém 900 ml nwdc vao 100 ml dung dich TBE gbc (10X) thanh dung dich TBE 1X.
— Dung dich EDTA (etylen diamin tetra axetic) 0,5 M

Hoa tan 93,05 g EDTA trong 350 mL nudrc, chinh dén pH 8,0 bng dung dich NaOH 4 M. Thém nwéc
cho di 500 mi. Bdo quan & nhiét 48 phong.

~ Dung dich DEPC

Dung dich di-etypyrocacbonat 0,1 % thé tich, l&c trén d&u khodng 10 min. Sau d6 d& qua dém trong
binh kin, n&i Idng ndp va hap khir tring & 121 °C trong 15 min, bdo quan & nhiét d6 —20 °C.

~ Dung dich TE (Tris - EDTA)

Chu#n bi dung dich chtra Tris [tris (hydroxymetyl) aminometan] 10 mM va EDTA 1 mM, dung HCI dé
chinh pH 7,6.

~ Hbn hgp phan (rng RT-PCR.
- Dung dich dém tai mau DNA d&m d&c 6 Ian (loading dye 6X).

- Thang chu&n DNA (DNA marker) gdm c6 cac thang 100 bp; 200 bp; 300bp; 400 bp; 500 bp; 1000 bp:
1500 bp.

-~ Etidi bromua (EtBr).
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CANH BAD AN TOAN: Etidi bromua 13 chét dgc hai, tranh tiép xic va tranh hit phéi hoi tir dung
dich cén néng cé chira EtBr, sir dung g&ng tay va m§c 4o bao h lao déng trong subt the gian
tiép xtic v&rl EtBr.

Gel agarose.

3.21.3 Thiét bj, dung cy

St dung c4c thiét bi, dung cy clia phong thir nghiém chén doan bénh va cu thé nhu sau:

Tu lanh.

Tu lanh &m sau, c6 thé hoat ddng & nhiét 46 —20 °C;

May li tam, co thé hoat ddng véi gia toc 13 000 g;

N&i cach thiiy hay block nhiét khd, c6 thé hoat déng & nhiét d6 95 °C;
May l&c tron vortex;

Can phan tich co thé can chinh x&c dén 0,1 mg;

Micropipet don kénh ¢ dai tir 0,5 pl dén 10 pl, t&r 2 pl dén 20 pl, tir 10 I @én 100 pl, tir 100 pl dén

1000 pl;

Gia Eppendorf ¢6 kich thwéc 0,2 miva 1,5 mi;
May luan nhiét (may PCRY);

Bép dién hoac 16 vi song;

Ong dong, dung tich 100 mi; 500 mi; 1000 ml;
Binh n6n chju nhiét, dung tich 250 ml;

B dién di gdbm bd ngudn va mang chay dién di;
Budng @b gel;

Ban doc gel (UV),

Gidy parafin.
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3.2.1.4 Liy miu
Chon nhirng ca thé c6 d4u hiéu bénh Iy nh mé ta & trén.
Tom bd me: 1dy m&u phan dubi tém bd me.

Tém gidng (> postlarvae 8, hay hau 4u tring Ién hon 8 ngay tudi) dén tém trudng thanh: [dy chan boi
cla tir 5 con dén 10 con.

Tém nhd hon tdm giéng (nhd hon postlarvae 8): 4y phédn du cia tir 10 con dén 15 con.
Au tring bién thai: 18y ca con, khoang 50 con.

Luong mau fay dé tach chiét RNA khoang 20 mg, ¢6 thé dung tdm con séng hosc mau tém, mau phan
cb dinh trong etanol 95 % @& tach chiét RNA.

3.2.1.5 Céch tién hanh

3.2.1.5.1 Tach chiét RNA

CHU THICH: Cé nhidu quy trinh tach chiét RNA tir md ddng vat theo huéng ddn clia nha sén xuét. Hién nay c6 rdt nhibu cac
thudc thir va bd kit thurong mai hiru fch cho viéc tach chiét RNA...). Nguei st dung c6 thé Ira chon bd kit thich hop va an toan
theo hirérng d3n cla nha sén xuét.

Phuong phép tach chiét RNA béng trizol:

Cho 20 mg méu vao éng Eppendorf 1,5 ml. Néu m&u duoc cb dinh trong etanol 95 %, can lam khd
etanol béng cach d4 etanol va déc ngugc trén t& gidy loc, d& kho ty nhién.

Cho vao éng Eppendorf c6 chira m&u khoang 100 pl dén 200 pl dung dich trizol (Iwgng méu khéng qua
10 % trizol).

Nghién nhd va min béng chay nghién, sau d6 thém vao khoang 550 ul dén 650 pl dung dich trizol va
nghién tiép dén khi nhuyén. Gilr & nhiét 46 phong dén 5 min.

Ly tam 12 000 g trong th&i gian 10 min, sau d6 chuyén dich trong sang éng Eppendorf mdi, nhd thém
150 pl cloroform. L&c can than bang tay trong 15 s.

U 15 °C @én 30 °C t&r 2 min dén 3 min.

Ly tdm 12 000 g tir 2 °C dén 8 °C trong 15 min, sau d6 chuyén phadn trong phia trén sang 6ng
Eppendorf 1,5 ml mai,

Thém 375 pl dung dich isopropanol, i & 15 °C @én 30 °C trong 10 min.



TCVN 8710-8:2012

Ly td&m 12 000 g tai 4 °C trong 10 min, sau dé rut bd isopropanol.
RUra ph&n vién bang 750 pl etanol 75 %.
Tron déu blng may vortex va ly tm & 7500 g trong 5 min & 4 °C, sau @6 nit bé etanol. Lam khd phén vién.

Hoa tan RNA bang nwéc tinh khit hoic DEPC (dietyl pyrocarbonat) véi lugng khodng tir 50 pl @én
100 yl tiy thudc vao lweng RNA tach chiét duorc.

CANH BAO: Viéc tach chiét RNA sir dung hoa chit nguy hiém va c6 kha ning gdy hai néu thao
tac khéng cin than. Do vdy, nén tranh tiép xuc trwc tiép véi da va hit phai hoi cua cac hoa chét
nay. Ludn luén deo gaﬁg tay, khiu trang, mac quan 4o bao hd khi thwc hién cac thao tac nay.

3.2.1.5.2 Tién hanh phan &ng RT-PCR
3.2.1.5.2.1 Cap méi sir dyng trong phan rng RT-PCR

Phan ¢ng khuéch dai duec thuc hién trong may luan nhiét theo phwong phap RT-PCR hai budc
khuéch dai doan gen d&c hiéu cla vi rut IMNV sir dung cép moi 4587F/4914R va 4725NF/4863NR
(Bang 1).

Bang 1 - Trinh tw vé cdp mobi

Méi Trinh ty nucleotit
4587F CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA
4914R ACT-CGG-CTG-TTC-GAT-CAA-GT
4725 NF GGC-ACA-TGC-TCA-GAG-ACA
4863 NR AGC-GCT-GAG-TCC-AGT-CTT-G

Cap mbi 4587F/4914R dung dé khuéch dai doan gen cua vi rat IMNV co kich thwéc 328 bp. Cap mébi
4725NF/4863NR dung dé khuéch dai doan gen c6 kich thuéc 139 bp.

Chuén bi méi:

~ Méi & trang thai ddng khé phai dwoc ly tdm ngan @& mdi lang xudng day 6ng truéc khi mé va hoan
nguyén. Lan d4u tién nén dung dém TE dé& hoan nguyén mdi & ndng dd 200 pmol/ul 1am géc.

- Méi dugce st dung & ndng 46 20 pmol/ul: pha lodng mdi gbc bang nwéc khéng cé nuclease (10 ul
mbi gbe va 90 ul nwére).

10
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3.2.1.5.22 Chuén bj phan &ng

Tuy theo diéu kién phong thi nghiém chon lya hén hgp Mix phan rng thuong mai phi hop va sir dung
theo hweéng din clia nha san xuét.

Chudn bi hdn hop phén rng RT-PCR budc mot va buéc hai theo sé madu chan doan, cdng thém mot
m&u dbi chirng duong va mét mau dbi chieng &m, trdn chung vao mét dng Eppendorf.

Sau d6 hat 22,5 pl hdn hop phan (rng vao éng Eppendorf 0,2 ml, ghi ki hiéu mau I&n ndp éng
Eppendorf, mdu dbi chirng dwong va mau dbi ching am.

3.2.1.5.2.3  Tién hanh phan ¥ng PCR bwérc 1

Thém 2,5 yl RNA mach khudn (tach chiét dugc) vao dng PCR chira s&n 22,5 pl hdn hop phan &ng RT-
PCR (thanh phan gdm: dung dich dém 1X EZ; m&i loai dNTP c6 ndng d 300 pM; mdi 4587F, 4914R co6
néng dd 0,465 pM; Mn(OCOCH,); 2,5 mM va nudc cho 4l thé tich dé dwoc hdn hop véi tdng the tich
25 pl.

Hén hep phan ing RT-PCR buwdéc 1, xem Béng 2.

Béng 2 ~ H8n hgp phdn ng RT-PCR bwéc 1

Thanh phan Thé tich cho 1 méu (25 pi), ! Néng d6 cubl cing |
Dung dich dém EZ (5X) 5 1X
dNTP (10 mM médi loai) 0,75 300 pM
| rTth Enzyme (2,5 U/pl) 1 01U
| Mbi 4587F 0,582 (20 pM) 0,465 uM
Mbi 4914R 0,582 (20 pM) 0,465 pM
Mn(OCOCH3); (25 mM) 2,5 2,5 mM
RNA mach khudn 2,5
Nude 12,086

Sau khi pha hén hgp cho mbi phan (rng d3t vao may luan nhiét.

Chu trinh nhiét ctia phan ng RT-PCR bwéc 1 dwge néu trong Bang 3.

1
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Bang 3 — Chu trinh nhiét cia phan (ng RT-PCR bwéc 1

| .
Bwéc Nhiét d§/thoi gian i $§6 chu ky

' Tao cDNA 60 °C/30 min ; 1

Bién tinh 95 °C/2 min 1

Bién tinh 95°Cl45s

39

Bét cap 60 °C/45 s

Kéo dai mach 60 °C/7 min 1

Gir 6n dinh 4°C Gitr n dinh

San pham khuéch dai bdo quan & 4 “C cho dén khi dién di.
3.2.1.5.2.4 Tién hanh phan rng RT-PCR bwérc 2

Thém 0,5 pl RNA mach khuén (san pham PCR buwdéc 1) vao 6ng PCR chira s8n 24,5 pl hén hep phan
rng RT-PCR (thanh ph3n gdm: m&i dNTP c& ndng dd 200 pM; magie clorua 1,5 mM va 2,5 U clia Taq
DNA polymerase, m&i mdi 4725 NF, 4863 NR c6 ndng d6 0,465 uM va nudc cho dd thé tich) dé duoc
hén hop PCR véi tdng thé tich 25 pl.

C6 thé sir dung thanh phan hoa chét riéng I& hay st dyng hén hop phan (rng thong mai van dam bao
ndng d6 cudi cling clia cac thanh phéan trén.

Vi dy vé& sir dung hdn hop phan ng RT-PCR budc 2, st dung hdn hgp phan trng Go Taq Green
Master Mix clia Promega 2 X, xem Bang 4.

Bang 4 - H8n hgp phan trng RT-PCR bwéc 2

Thanh phén Thé tich cho 1 méu, pl Néng d% cubi cung
Promega Gotag Green Master Mix, 2X 12,5 1X
Mbi 4725 NF 0,582 (20 uM) 0,465 pM
Mbi 4863 NR 0,582 (20 pM) | 0,465 uM
' san pham buéc 1 05 r
Nuac 10,836

12
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Sau khi pha hdn hgp cho mdi phan &ng, a4t hdn hgp vao may luan nhiét. Chu trinh nhiét cia phan &ng
PCR buéc 2 dugc néu trong Bang S.

Bang 5 — Chu trinh nhiét ciia phan trng RT-PCR bwéc 2

Bwéc Nhiét dd/thdi gian Sé chu ky
Bién tinh 95 °C/2 min 1
Bién tinh 95 °C/30s
Bét cap 65°C/30 s 39 |
Kéo dai mach 72°CI30's |
Kéo dai mach 72 °C/2 min 1 i
Gitr &n dinh 4°C ~ Giw én dinh

CHU Y: MAu, nguyén liéu cho phan ing RT-PCR can d&t trong khay da lanh trong suét qu frinh chudn
bi hdn hep phan ng.

CANH BAO: Do ban chit ciia RNA 1a rit d& bj phan huy trong méi trwdng cling nhw enzym
RNAase tiét ra tie c4c vi sinh vat, mél trirdng chal, o, thiét bj, dung cyu va dung dich. Enzym
RNAase rit bén, khé bj phan huy b&l nhiét dd. Vi vdy, tit ca moi dung cy, thiét bj, thudc thir
dung trong RT-PCR phai tuyét déi vé trung.

3.2.1.5.3 Chay dién di
3.2.1.5.3.1 Chun bj ban gel

Pha thach ndng @6 tir 1,5 % dén 2 % agarose bang dung dich dém TBE 1X hoac TAE 1X vao binh nén
250 ml, l&c cho tan.

Sau d6 cho vao 16 vi séng dun dén sbi, doi dén khi nhiét dd giam xubng khoang 40 °C dén 50 °C, cho
vao 5 pi etidi bromua/100 ml. LAc nhe tranh tao bot @& etidi bromua tan déu.

Chuan bj khudn @ thach, d&t lwgc vao khudn, réi d6 thach vao khudn.
Tién hanh db vao ban gel (chl y khéng nén db ban gel day qua 0,8 cm).
Khi ban gel déng lai thi tién hanh g& lwgc khdi ban gel.

Chuyén bén gel vao mang dién di, a8 dung dich d&ém (TBE 1X ho#c TAE 1X) cung loai v&i dung dich da
dun agarose) vao mang dién di cho t&i khi ngap ban gel.

3.2.1.5.3.2 Dléndi

Huat 10 pl sén phdm RT-PCR nhd vao mot giéng trén ban gel.

13
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Khi thize hién dién di, chay kém theo DNA marker d& dy dodn kich thiréc san phdm khuéch dai. Hat 10 pl
thang DNA vao mét giéng trén ban gel.

pién di & hiéu dién thé 100 V @&n 150 V (quan sét thiy bong khi ndi 1én tr hai phia dién cyc cla may
dién di sau khi ndi dién). Khi quan sét thdy mau xanh dam cla thudc nhudm cach giéng khoang 2/3 chiéu
dai bang thach agarose, dirng qua trinh dién di.

CHU Y: Trong tredng hop Master Mix khong c6 sin dém tai mau thi khi tién hanh dién di nho 2 pl
Loading dye 6X I&n gidy parafin, hat 10 pl san phdm PCR ra, nhé vao va trén déu, sau dé lay khodng
10 pl nhd vao mét giéng trén ban gel.

3.2.1.5.4 Poc két qua
Sau khi dién di xong, doc két qua trén ban doc UV, doc két qua véi tia UV budc song 302 nm.

Dé&i chiéu cac vach sang cla mAu vé&i cAc vach sang tir thang DNA, mau déi chirng duong tinh va mau
abi chirng &m tinh dé& dua ra két luan.

Bang 6 - Két qua dién di

Giéng Vach 328 bp | Vach 139 bp Két qua
Co cé H&n hop phan (rng RT-PCR tét
S B B Khéng Co Pat yéu ciu
duong tinh Khong Khong Mau dbi chirng dwong tinh hdng, enzym
hong
(o]} Khéng Khéng dat yéu cu
Khéng Khong Khéng ngoai nhiém
MZu ddi chirng Co Co
am tinh Co Khéng Bj ngoai nhiém
Khéng Co
Co Cé Dwong tinh IMNV
Mau Khdng Cé Duong tinh véi IMNV
Khéng Khéng Am tinh vé&i IMNV
Co Khéng Khéng ch&p nhan két qua. Phan tich lai mu

14
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Két qua méu thir dwong tinh khi xuét hién vach sang c6 kich thuéc bang kich thudc gibng mau dbi
chirng duong cé kich thuéc 328 bp bwéc 1 va 139 bp buée 2 hodc chi ¢6 vach 139 bp buwdc 2. Thang
DNA phan vach rd rang, m3u déi chirng 4m khdng cé vach sang.

Két qua mau thir &m tinh khi khéng c6 vach sang kich thwéc 139 bp. Khong cé vach sang cta mau dbi
chirng am tinh, cé vach sang mAu ddi chirng duong tinh. Thang DNA phan vach rd rang.

3.2.2 Phwong phap mé hoc
3.2.2.1 Thudc thir va vit lidu thi

Chi str dyng thudc thi? loai tinh khiét phan tich va str dung nudc cét hai l&n da khir ion hodc nudc cé do
tinh khiét trong dwong khéng ¢ RNAase, trir khi co quy dinh khac.

Dung djch Davidson (xem A.1).

— Thudc nhudém hematoxylin (xem A.2).
— Thuébc nhudm eosin (xem A.3).

— Etanol 70 %, 90 % va etanol tuyét déi.
- Parafin.

- Xylen.

Keo dan, vi dy Bom Canada.

1

3.2.2.2 Thiét bj, dung cy
Slr dung cac thiét bj, dung cy clia phong thiz nghiém chan doan bénh va cu thé nhw sau:

Kinh gidi phau.

— B0 dd gidi phau gdm cac dung cy panh, rli nhon, gidi phau kéo cac loai, lam kinh va lamen.
- Lo nho ¢cé dinh mAu.

— Binh rét parafin.

- BO phéan lam lanh mau.

- May cit m&u microtome.

— N8&i nwéce co chinh nhiét do.

15
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T4 Am hodc ban say mau.

Kinh hién vi quang hoc.

Cassete.

Khung dic mau.

3.2.2.3 Liyméu

Thu nhirng mAu tém c6 dau hiéu bénh (nhu md ta ddu hiéu bénh ly phan trén).
Khéng dung tdm chét hosic tém bado quan da dé cét mo.

3.2.2.4 Céach tién hanh

3.2.2.4.1 Chuén bj miu

Cé dinh mau trong dung dich Dadvison. Bbi v&i 4u trung hodc tém hau 4u tring c6 thé cb dinh ca con
trong dung dich Dadvidson tir 12 h dén 24 h. S6 tdm thu t& 30 con dén 50 con mé&i bé. Sau d6 ¢ dinh
trong etanol 70 % & nhiét dd phong.

Dbi véi tdm Ién cb dinh bang cach 14y tdm séng cét 1Ay phan co dudi, co bung, sau dé cho vao lo cd
chira dung dich Dadvison. S6 tdm thu tir 5 con dén 10 con mdt ao. Néu mau Ién cAn phai cét nhd, chiéu
dai m3u khéng qua 1 cm. Ty 16 mAu va dung dich cb dinh 1a 1/10, ngam trong 24 h dén 72 h phy thudc
vao kich thude cla mau, sau d6 bao quan ngay trong etanol 70 % & nhiét dd phéng.

3.2.24.2 Khir miu cé djnh

Ngam trong etanol 90 % hai I&n, trong thei gian 30 min dén 60 min méi IAn. Sau @6 ngdm trong etanol tuyét
dbi hai 1&n, thoi gian 30 min dén 60 min méi IAn.

3.2.2.4.3 Lam trong miu

Ngam sang lo xylen 1 dé trong 30 min dén 60 min.

Ngam sang lo xylen 2 dé trong 30 min dén 60 min.

Sau d6 ngém tAm parafin hai l&n, mdi 1&n 56 °C dén 58 °C trong 1 h.

Duc khudn: Dat mau da thadm parafin vao khudn b parafin tap trung vao mot mat clia khudn dé khi cét
dugc tdt hon. Lam lanh méu trong ban lanh hoéic dé trong ta lanh.
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3.2.24.4 Citmiu
Cét got khéi block parafin vubng, mat cét béng phéng, dé trén mat khay da.
D3t mat khéi block parafin song song véi mép Iwdi dao, cét chidu day Iat cét tr 4 pm dén 5 pm.

Chon 4t cdt tidu ban phéng tha vao ndi nuéc nhiét dd nwdce tir 30 °C dén 35 °C; sau d6 dung lam kinh
VOt I4t c4t tidu ban. D& kho.

3.2.2.4.5 Nhugm tiéu ban H&E

Tay parafin bdng cach rigdm trong xylen hai 1&n, m&i [&n t&r 3 min dén 5 min, sau d6 ngam Ian lugt trong
etanol tuyét déi, etanol 90 % va etanol 70%, mdi 1&n ngam t& 3 min d&n 5 min rdi dem r&ra dudi voi
nudc chay tr 3 min dén 5 min.

Ngam trong thudc nhuém haematoxylin t&r 3 min dén 5 min sau d6 rira dudi voi chay tir 3 min dén 5 min
rdi tiép tyc ngdm trong thudc nhudm eosin t&r 1 min dén 2 min.

Lam mét nwéc trong mdu qua cac thang ndng dd etanol 75 %, etanol 90 % va etanol tuyét ddi, mdi
budc tr 1 min dén 2 min, chuyén sang xylen hai 1&n (m&i 14n tir 2 min dén 3 min), gén lamen béng keo
dén, vi dy Bom Canada. D& kho va soi kinh.

3.2.2.46 Poc két qua
Soi tiéu ban tir dd phéng dai thap dén dd phong dai cao (100 X, 400 X, 1000 X)

Khi tdm bj bénh IMNV, két qué mb bénh hoc cho thdy cac vi tri hoai tir & cac s¢i co van va co hién
tweng viém, phi, xuat huyét gitra cac s¢i co, xuét hién thé &n trong té bao chét.

Tdm bj nhi8m nang, ph&n co & bung bj hoai tt nghiém trong va sy xam nhap voi sb lvong Ion clia cac
té bao mau vao viing bj viém.

3.2.3 Phwong phap lai tai chd (in situ hybridization - ISH)
3.2.3.1 Nguyén tic
~ Lai tai chd dugc phéat trién trién tir phép lai Southern Blot.

Trinh ty axit nucleic can tim khdng dugc tach chiét ra khdi mé hay té bao. Qua trinh lai v&i mau do da
duoc danh ddu va phat hién cac phan tlr lai dec thye hign ngay trén khudn lac, nhiém séc thé, té bao
hay lat c&t mo.
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3.2.3.2 Thudc thir va vat ligu thie

— Dung dich lai.

- Phosphatase kiém va nitroblue tetrazolium va 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphat.
Xem 3.2.2.1.

3.2.3.3 Thiétbj, dyng cy

Xem 3.2.2.2.

3.2.3.4 Liy miu

Thu nhirng con tdm cé ddu hiéu bi bénh (nhw mé ta dAu hiéu bénh Iy phén trén).
M3u t6m dung d& phan tich phai con séng hoic dang con trong tinh trang hap héi.
3.2.3.5 Chudn bj miu

D& phat hién IMNV thi mau tém phai dugc ¢ dinh bing cach cét ldy phan co dudi, cor bung ngdm trong
dung dich khéng axit [dung dich R-F (A.4)].

Ngam mau ¢b dinh tir 12 h @én 24 h, sau d6 l&y m3u ra khéi dung dich cb dinh, rira v&i nuée trong 1 h
dén 2 h va dem xtr ly mau.

3.2.3.6 X ly miu

Mau tdm cb dinh dwoc x ly va cb dinh trong parafin va c&t (4 um) theo hudng dan trong quy trinh
chuén.

3.2.3.7 Tién hanh lai
Cap probe sir dung trong qua trinh lai, xem Bang 7.

Bang 7 - Cép probe sir dung trong qua trinh lai

I Probe Trinh ty nucleotit l
H IMNV 993F 5-AACACAAAATCTGCCAGCAA-3' J
[|_ IMNV 993R 5'-CCCAACCACCCAAATTCATA-3' J

Quy trinh st¥ dung cho phuwong phap ISH dugc md ta bdi Lightner (1996).

18
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V6i phurong phap ISH, cac manh cét trén tiéu ban dugc phi bdi 500 pl dung dich lai (4 SSC, formamid
50 %, 1 Denhard's, dextran sulfat 5 % (khdi Igng/thé tich), DNA tinh dich c4 héi 0,5 pg/ml) c6 chira
IMNV probe (0,2 pg/ml). Tiéu ban dwoc dat trén ban nhiét & 84 °C trong 10 min. Lam lanh trong da
trong thdi gian 2 min va U qua dém trong 16 lai & 42 °C. Sy tao mau dwoc thyc hién véi khang thé
khang digoxigenin dwgc gén véi phosphatase kiém va nitroblue tetrazolium va 5-bromo-4-chloro-3-
indoyl phosphat. Doc két qua dudi kinh hién vi quang hoc.

3.2.3.8 Doc két qua

Mau durong tinh néu cé cac thé vui két tha mau xanh dén den trong té bao chét, nhirng té bao khong bj
nhiém virus thi cAu tric mé binh thudng va bt mau thubc nhudém bd sung (mau cam).

M3u am tinh néu khdng c6 mau xanh hodc den, chi bit mau mau thubc nhudém bd sung va cé mau cam

sau qua trinh lai.
4 Béo cao két qua chin doan

Tém dwgc xac dinh nhiém bénh IMNV khi cé d3c diém dich té, tridu chirng 1am sang cla bénh va két
qua duong tinh trong cac phuong phéap sau:

~ Phan &rng RT-PCR phat hién vi rut duong tinh;
— MAu cét md co6 bénh tich cla vi rut IMNV;

~ K&t qua lai tai chd duong tinh véi IMNV.
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Phu luc A
(Quy dinh)

Thanh phin va chuén bj dung djch thudc the

A.1 Dung dich Davidson

Etanol 95 % 330 ml
Formalin (formaidehyd 37 %) : 220 ml
Axit axetic dam dac: 115 ml
Nudc: 335 ml

A.2 Thudc nhudém hematoxylin (dung dich hematoxylin — Mayer)
Hematoxylin dang tinh thé: 19
Natri iodat: 02g

Amoni alum [NH,AI(SO,);] hodc kali alum [KAI(SO4)): 50 g

Axit axetic: 19
Cloral hydrat: 50g
Nuoc: 1000 ml

Hoa tan hematoxylin trong nwére, sau d6 cho natri iodat va amoni alum hoac kali alum, hoa tan, tiép tyc

cho axit axetic va chloral hydrat rdi loc qua gidy loc.
Bao quan dung dich da pha trong chai téi mau.

A.3 Thuéc nhudém eosin

Eosin Y: 19
Etanol 70 %: 1 lit
Axit axetic bang: 5mi
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Thém tir 2 giot dén 3 giot axit axetic vao etanol 70 %. Hoa tan eosin trong etanol, sau d6 cho thém axit
axetic rdi loc qua gidy loc.

Bao quén dung dich da pha trong chai téi mau.

A.4 Dung djch R-F (RNA - friendly)

Formaldehyd 37 %: 349 ml
Cbn 95 %: 407 ml
Nwdc: 244 ml
Chinh pH = 7.
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