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Bénh thuy san — Quy trinh chdn doan -
Phén 6: Bénh do Koi herpesvirus & ca chép

Aquatic animal disease — Diagnostic procedure —

Part 6: Koi herpesvirus disease

CANH BAO - Vigc 4p dung tiéu chudn nay cé thé lién quan dén cac vat ligu, thiét bj va cac thao
tac gdy nguy hiém. Tiéu chudn nay khéng thé dwa ra dwgc hét tit ca cac van dé an toan lién
quan dén viéc siv dung ching. Ngwdi str dung tiéu chudn nay phai tw thiét 1ap cac thao tac an
toan strc khoe thich hep va xac dinh kha néng ap dung cac gié¢i han quy dinh trweéc khi st dung
tiéu chuén.

1 Pham vi ap dyng

Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh chan doan bénh do KHV (Koi herpesvirus) & ca chép.

2 Thuat ngir va djnh nghia
Trong tiéu chuan nay slr dung thuat ngir va dinh nghia sau day:

Bénh do KHV ¢& ca chép (Koi herpesvirus disease)
Bénh truyén nhidm nguy hiém gay ra bdi vi rut Koi herpesvirus thudc ho Herpesviridae.

CHU THICH 1: Vi rit dang hinh cdu hai mwoi mat, cé axit nuleic 13 DNA mach ddi, kich thudrc khodng 277 kbp.

CHU THICH 2: Hién nay da c6 ba chlng vi rit dugc nghién ciru va mo ta: KHV phan 13p tir Israel, My va Nhat Ban, Két qua
gidi ma di truyén gen ctia ba ching vi rit ndy cho thAy sy twong adng vé kiu gen 1a rat cao. Tuy nhién, bd gen cla vi rit phan
lap tir Israel va My co 89 trong dbng cao hon so vdi bd gen phan lap tir My so véi Nhat Ban, Israel va Nhat Ban.
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3 Phworg phap chin doan
3.1 Chén doan |am sang
3.1.1 Dichté hoc

Dic diém phan bd: Bénh do KHV trd thanh bénh dich ddng vat thly san & cac lodi ca thuge ho Ca
chép: Cyprinus carpio carpio, Cyprinus carpio koi, Cyprinus carpio goi va cac dong ca chép lai.

Giai doan cam nhiém: ca giéng tir 2,5 g dén 6 g d& cam nhiém hon c& Ién hon 230 g.

Ti 1& cam nhiém va ti lé chéf lién quan dén nhiét do nuoc: ti 1é chét co thé 1én dén 100 % & nhiét do
khoang 18 'C dén 28 "C. Trong diéu kién thi nghiém, két qua cho thdy réng ti 16 chét gidm & nhiét 4%
duw®i 13 °C hoac nhiét dd trén 30 °C.

Con dudng xam nhap cla vi rut: vi it co khad nang tén tai trong méi trudng nuéc it nhét 4 h, vi rit xam
nhap qua da va mang, gay tén thuong da, mang sau d6 xam nhap dén cac co quan ndi tang: than, gan,
lach, md rudt. Thé vi rat tAn céng vao nhan, té bao chét clia té bao vat chu. Vi vay, bénh lay lan ti ca
bénh sang ca khde, tir ddng nwéc nhiém vi rat, tir vat chu trung gian, cac loai chim &n ca cé mang KHV

vao vung nudi.
3.1.2 Triéu chirng |I&m sang

Trang thai: d4u hiéu dau tién c4 ngat the, gidm an, boi gan tAng mat, mang va da c4 c6 mau séc nhot
nhat, mang bj hoai ti, xut huyét to mang, mét I6m xudng, da mét nhét, c6 thé bj hoai tu.

Cé bi bénh do KHV rat d& bj nhidm cac tac nhan th cdp khac, khi &y nhét mang kiém tra dudi kinh
hién vi thuong gép sb lvgng 1on vi khudn, ndm va ki sinh tring ngoai ki sinh khac nhau: Argulus sp,
Chilodonella sp, Cryptobia sp, Dactylogyrus sp, Gyrodactylus sp...

Déu hiéu bén trong clia bénh do KHV: gan, than cé tredng hgp sung to hon binh thwdng, cb thé bj

xuét huyét,

Trong trrdng hop cép tinh: ca chét rt nhanh ma khong thé hién dau hiéu tdn thuong co quan ndi tang.
Co quan dich: mang, gan, than, lach va ruét, mau.

3.2 Chén doan trong phéng thi nghiém (Phwong phap PCR)

3.2.1 Nguyén tic

Phuwong phdp PCR dya trén hoat ddng ctia DNA polymerase tdng hop nén mach. méi tir mach khuén,
c6 sy tham gia clia mdi, bén loai nucleotit gdm adenin (dATP), thymin (dTTP), guanin (dGTP), cytocin
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(dCTP), dung d& khuéch dai doan DNA dich théng qua cac chu trinh nhiét. Viéc thyc hién phan (rng
khuéch dai DNA dich gdm 3 qua trinh: bién tinh, bat c3p va kéo dai mach tdng hgp mach DNA mai.

3.2.2 Thudc thir va vat lidu thir

Chi str dyng thudc thir loai tinh khiét phan tich va sir dyung nwdc cit hai 1An 3 khir ion hoac nuéc cod do
tinh khiét tvong duong khéng c6 RNAase, trir khi cd quy dinh khac.

- Dung dich d&m TE (Tris - EDTA)

Chuén bj dung dich chira Tris [tris (hydroxymetyl) aminometan] 10 mM va EDTA 1 mM, dung axit
clohydric (HCI) @& chinh pH 7.6.

— Dung dich d&m TBE dam d&c 10 Ian (Tris - axit boric - EDTA 10X)

Hoa tan 108 g Tris va 55 g axit boric trong 600 ml nwédc. Thém 40 ml EDTA 0,5 M va thém nudc cho du
1 lit. Bdo quan & nhiét dd phong.

Khi s dyng, th&m 900 ml nwée vao 100 mi dung dich TBE gébc (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 nwéc, chinh pH 8,0 bdng dung dich NaOH néng d¢ 4 M. Thém
nuwéc cho du 500 mi. Bao quan ¢ nhiét 46 phong.

— Dung dich DEPC

Dung dich dietypyrocacbonat 0,1 % thé tich, lac trén d&u khodng 10 min. Sau d6 @& qua dém trong binh
kin, ndi 1dng nép va h&p khir tring & 121 °C trong 15 min, bdo quan & nhiét 6 —20 °C.

— B0 kit tach chiét DNA.
- Dung dich dém tai m&u DNA dam déc 6 Ian (loading dye 6X)

Chuén bj dung dich gdm Tris — HCI 10 mM (pH 7,6); xanh bromophenol 0,03 %; xylem xyanol FF 0,03 %:
glycerol 60 % va EDTA 60 mM (str dyng dung dich EDTA 0,5 M). Béo quan & nhiét 36 -20 °C.

- Etanol 95° (95 % thé tich).

- Thang chudn DNA (DNA marker) gdm c6 c4c thang 100 bp; 200 bp; 300bp; 400 bp; 500 bp; 1000 bp;
1500 bp.

~ Etidi bromua (EtBr).
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CANH BAO AN TOAN: Etidi bromua 13 chét dgc hai, tranh tiép xdc va tranh hit phai hoi tir dung
dich con néng c6 chira EtBr, str dyung ging tay va méc 4o bao hg lao ddng trong suét thoi gian
tiép xic véi EtBr.

- Agarose.
3.2.3 Thiét bi, dung cu

S¢ dung céac thiét bj, dung cu clia phong thi* nghiém chan doan bénh. Yéu ciu co ban Ia phong thir
nghiém can cé cac khu vire rigng biét d& thao tac tach chiét DNA, tién hanh phan wng PCR va dién di
doc két qua.

-~ Td lanh;

— Talanh am sau, c6 thé hoat ddng & nhiét o —20 °C;

-~ May li tdm. c6 thé hoat ddng vé&i gia téc 13 000 g;

— T0 4m, ¢6 thé hoat ddng & nhiét do 95 °C;

~ Nbi cach thiy hay block nhiét khé, c6 thé hoat ddng & nhiét d6 95 °C;
— May lac trén vortex;

— Can phan tich, co thé can chinh xac dén 0,1 mg;

-~ Peéncdn;

— Micropipet don kénh cé dai tir 0,5 pl dén 10 i, tir 2 pl dén 20 i, tir 10 pl dén 100 pl, tr 100 Wl dén 1000 pi;
— May luan nhiét (may PCR);

- Bép dién hoac 16 vi séng;

- Ong dong, dung tich 100 ml; 500 ml; 1000 ml;

~ Binh nén bang thdy tinh chju nhiét, dung tich 250 ml;

- B dién di gdm bd ngudn va mang chay dién di;

- Buéng db gel;

— Ban doc gel (UV);

- Giay parafin.



TCVN 8710-6:2012
3.24 Liymiu
Thu khoang 10 con ¢4 cé déu hiéu bénh.

Ca ¢6 kich thwde nhd hon 4 cm: dung kéo cit bd phan thit than ca tdi phia sau hau mén, 14y phan néi
tang sau d6 cho vao éng Eppendorf 1,5 ml sach.

C4 co kich thudce tir 4 cm dén 6 cm: lay toan bd than, gan, lach chira trong éng nhya (c6 thé ding éng
Eppendorf 1,5 ml).

Mau dugc bao quan trong thiing chira co thanh day, xép da sao cho nhiét d¢ ludn dam bao khoang 4 °C,
trong 24 h phai xt li ngay. Khi bdo quan & —80 °C, miu cb thé gitr dwoc tdi vai nam.

Co6 thé cé dinh mAu trong etanol 95°. Lugng mau lay d& tach chiét DNA khoang 20 mg cb dinh trong
etanol 95°.

3.2.5 Céch tién hanh

3.2.51 Tach chiét DNA

CHU THICH: Hién nay cé rt nhidu thubc thir va bd kit thuong mai tién Igi cho viéc tach chiét DNA (QiaGen, Promega...).
Ngudi sir dung co thé lira chon bd kit thich hgp va an toan theo hwrdng din cla nha san xuét.

Vi duy quy trinh tach chiét DNA béng Lysis Buffer (kit IQ2000KHV):
Cho méu vao éng Eppendorf 1,5 ml.

Néu mau cé dinh trong etanol 95°, c&n [am khd etanol bing cach: dé etanol va déc nguoc trén to gidy
loc, d& khd tw nhién.

Cho vao éng Eppendorf c6 chira mau khodng 100 pl dén 200 pl dung dich tach chiét, nghién nhd va min
béng chay nghién, sau d6 thém vao khoang 300 pl dén 400 i dung dich tach chiét va nghién tiép dén
khi nhuyén.

U méu & nhiét @6 95 °C trong 10 min, ly tam 12000 g trong thei gian 10 min.

Chuyén 200 pl phan dich ndi sang dng Eppendorf m&i cé chira 400 pl etanol 95°, trdn trén may I&c trén
vortex hoac lac nhe.

Ly tam 12000 g trong thei gian 5§ min, sau d6 loai bd etanol va lam khd mau.

Ha tan DNA bing nudc tinh khiét hoac dung dich dém TE 1X véi long khoang ti 50 l dén 200 ul tiy
thudc vao legng DNA tach chiét dugc.
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CANH BAO: Tach chiét axit nuclelc phy thudc vao viéc phan giai hay hoa-tan cua cac mé va sy
phén tach ciia axit nucleic tir hén herp két cAu phire tap. Hiu nhw cac quy trinh déu st dung hoa
chit nguy hidm va c6 kha ning gay hal ndu thao téc khdng cén than. Do vay nén tranh tiép xic
trwe tiép vél da va hit phai hoi cua cac hoa chit nay. Ludn luén deo géng tay, khdu trang, mdc
quén 4o bao hd khi thipc hién cac thao tac nay.

3.2.5.2 Tién hanh phan &ng PCR
3.2.5.2.1 Cap mbi st dung trong phan rng PCR

Vi du vé phan (rng khuéch dai dugc thye hién trong may luan nhiét theo phwong phap. PCR khuéch dai
DNA déc hiéu ciia KHV, .st dyng cap mdi clia Bercovier TK:

Bang 1 — Trinh tw vé cip mél

Mbi Trinh ty nucleotit
Mbi xudi 5-GGG- TTA-CCT-GTA-CGA-G-3'
Mdi ngugc ".CAC-CCA-GTA-GAT-TAT-GC-3'

Cap mbdi trén dung dé khuéch dai doan DNA cta KHV c6 kich thudc 409 bp.
Chuén bi mbi:

- Mbi & trang thai déng khé phai duoc ly tdm ngan dé mdi lang xudng day éng trwéc khi mé va hoan
nguyén. Lan d4u tién nén dung dém TE dé hoan nguyén méi & ndng dd 200 pmol/ul lam gbc.

- Méi duoc sir dung & néng d& 20 pmol/ul: pha lodng méi gbc béng nuwédc khdng ¢6 nuclease (10 pl
mébi gbc va 90 pl nudc).

3.2.5.2.2 Chuén bj phan irng

Tuy theo diéu kién phéng thir nghiém, chon lya hdn hop Mix phan (rng cho phu hep va sl dung theo
hudng din cla nha san xuét.

Hén hop phan (ng dugc chudn bj trong 1 8ng Eppendorf dira trén tdng sé mAu cAn chdn doan, cdng thém
mét méu dbi chirng duwong va mét mau dbi ching 4m. Sau @6 hut 22,5 pl hdn hop phan rng vao éng
Eppendorf 0,2 ml; ghi ki hiéu mau lén ndp éng Eppendorf, mau dbi chimg duong va mau déi chirng am.

3.2.5.2.3 Tién hanh phan vng PCR vang ngoai (bwérc 1)

Thém 2,5 ul DNA mach khuén (tach chiét dwec) vao édng PCR chira s&n 22,5 ul hén hop phan trng
PCR (thanh ph&n gdm: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM, pH 9; Triton X-100 0,1 %; mdi dNTP c6 ndng @&

10
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0,2 mM; MgCl, 1,5 mM; méi mbi xudi va mdi ngwee c6 ndng do 1 uM; 1,25 U of Taq DNA polymerase
va nuérc cho du thé tich) dé duoc hdn hgp PCR voi tbng thé tich 25 pi.

Cé thé str dung thanh phan thudc thir riéng Ié hay str dung hdn hgp phan (rng thong mai sao cho dam
bdo nbng dd cubi cing cla cac thanh phan nh trén, vi du stz dung hdn hep phan (ng Go Taq Green
Master Mix cia Promega, 2X c6 thanh phén 2X green Go Taq Reaction Buffer (pH 8,5); dATP 400 pM;
dGTP 400 uM; dTTP 400 pyM; dCTP 400 uM; MgCk 3 mM; Taq DNA polymerase va chét dém tai mau
(yellow dye va blue dye) nén khi chay gel khong can thém chét dém tdi mau (loading dye).

Vi du vé hén hop phan trng PCR sir dung hén hgp phan irng Go Taq Green Master Mix ctia Promega,

2X nhu trong Béng 2.

Biang 2 - Hén hop phan t'ng PCR

Thanh phin Thé tich cho m¢t mau, | Néng dé cudi cung
— i a
Promega Gotag Green Master Mix, 2X | 12,5 1 X
Mbi xudi 1,25 (20 pM) 1uM
Mdi ngugc l 1,25 (20 uM) 1 uM
DNA mach khuén 25
Nwdc 7.5
Sau khi pha hdn hgp cho mdi phan (rng d&t vao may luén nhiét.
Chu trinh nhiét cGa phan (rng PCR dugc ndu trong Bang 3.
Bang 3 — Chu trinh nhiét cia phan ('ng PCR
' Bwéc Nhiét dd/thdi gian S6 chu ky
94 °C/5 min 1
|:Bién tinh 95 °C/1 min T
Bét cap 55 °C/1 min 40
Kéo dai mach 72 °C/1 min
Kéo dai mach 72 °C/10 min 1
l 4°C Gitr 4n dinh

CHU Y: M&u va nguyeén liéu cho phan trng PCR cén dat trong khay d4 lanh trong subt qua trinh chuén

bi hén hgp phan ing.

11
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3.2.5.3 Chay dién di

3.2.5.3.1 Chuén bj ban gel

Pha thach v&i ndng dd agarose tr 1,5 % dén 2 % bang dung dich dém TBE 1X hodc TAE 1X vao binh
non 250 ml, lac cho tan.

Sau d6 cho vao 16 vi séng dun dén séi, khi nhiét dd giam xubng khodng 40 °C dén 50 °C thi cho vao
5 pl etidi bromua/100 ml. LAc nhe tranh tao bot dé etidi bromua tan déu.

Chuén bj khudn dd thach, dat lwgc vao khudn, rdi @ thach vao khudn,
Tién hanh dd vao ban gel, khéng nén dé ban gel day qua 0,8 cm.
Khi ban gel déng lai thi tién hanh g& lwgc khdi ban gel.

Chuyén ban gel vao mang dién di, d dung dich dém (TBE 1X hodc TAE 1X) cung loai v&i dung dich
agarose da dun) vao mang dién di cho t¢i khi ngap ban gel.

3.25.3.2 biéndi
Hat 10 pl san phdm PCR nhd vao mét giéng trén ban gel.

Khi thwc hién dién di, chay kém theo thang trong luong phéan tlr chudn dé dy doan kich thudo san
pham khuéch dai. Hat 10 pl thang DNA vao mot giéng trén ban gel.

Pién di & hiéu dién thé 100 V dén 150 V, trong thei gian 35 min dén 40 min.

CHU Y: Trong trvéng hep Master Mix khdng ¢é sdn d&@m tai mAu thi khi tién hanh dién di nhd 2 pl dém
tai m3u 6X I1&n gidy parafin, hat 10 pl sn phdm PCR ra, nhé vao va tron déu, sau do 1y khoang 10 pl
nhd vao mét giéng trén ban gel.

3.2.5.4 Doc két qua
Sau khi dién di xong, doc két qua trén ban doc UV, doc két qua véi tia UV & budce séng 302 nm.

Péi chiéu cac vach sang clia mau véi cac vach sang tir thang DNA, mau dbi chirng dwong va mau dbi
chirng 3m dé dua ra két luan.

12
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Bang 4 - Két qua dién di

Giéng Vach 409 bp Két qua
Phan vach ré rang va sang e o
Thang DNA theo kich thuéc sir dung Dién di tt
duong tinh Khéng M&u dbi chirng dwong tinh hdng, enzym hdng
M&u déi chirng am Khéng Khéng ngoai nhiém
tint Co Bj ngoai nhiém
Cé Duong tinh v&i KHV
Mau
Khdng Am tinh v&i KHV

Két qua mau thir duong tinh khi xudt hién vach sang cé kich thwéc béng kich thwée gibng mdu déi chirng
duwong co kich thude 409 bp, thang DNA phan vach rd rang, mau déi ching &m khéng cé vach sang.

Két qua mau thir 4m tinh khi mau khéng ¢ vach sang kich thwdc 409 bp. Khéng cé vach sang cua mau
dbi chirng &m tinh, thang DNA phan vach rd rang, mau déi chirng duong cé vach sang 409 bp.

4 Bao céo két qua chidn doan

Mau duoc xac dinh nhim bénh do KHV khi cé dac diém dich té, triéu chieng Iam sang cla bénh va két
qua phan rng PCR phat hién vi rut dwong tinh.

13
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