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L&i néi dau

TCVN 8400-1:2010 do Cuc Thu y bién soan, Bd Néng nghiép va Phat trién nong thon dé
nghi, Téng cuc Tiéu chuan Do lwvdng Chét lvong thdm dinh, B Khoa hoc va Céng nghé
cong bb.

TCVN 8400 Bénh dong véat — Quy trinh chdn doén gdm c6 cac phén sau:

— TCVN 8400-1:2010 Bénh dong vét — Quy trinh chén doén - Phén 1: Bénh I& mém long
moéng;

— TCVN 8400-2:2010 Bénh déng vat — Quy trinh chén doén ~ Phén 2: Bénh do vi khudn
Streptococcus suis géy ra trén lon;

— TCVN 8400-3:2010 Bénh dong vét - Quy trinh chan doén — Phén 3: Bénh giun xodn;

— TCVN 8400-4:2010 Bénh dong vét — Quy trinh chan doén — Phan 4: Bénh Niu cat xon.
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Bénh dong vat — Quy trinh chan doan —
Phan 1: Bénh I1& mém long méng

Animal disease — Diagnostic procedure -
Part 1: Foot and mouth disease

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chudn nay cé thé lién quan dén cac vat lidu, thiét bj va cac thao
tac gay nguy hiém. Tiéu chudn nay khéng thé dwa ra dwoc hét tit ca cac van dé an toan lién
quan dén viéc stz dung chiing. Ngwoi sir dung tiéu chudn nay phai tw thiét 1ap cac thao tac an
toan sirc khée thich hop va xac dinh kha néng ap dung céac gi¢i han quy dinh trwéc khi st dung
tiéu chuén.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh chin doan bénh I& mém long méng déi véi dong vat méng gude chén.

2 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay st dung thut ngi va dinh ngha sau:

Bénh I1& mém long méng (foot and mouth disease)

Bénh truy&n nhiém nguy hiém clia ddng vat méng gudc chdn nhu trau, bd, lgn, dé, ciru va mét sé dong
vat hoang da khac nhw hwou, nai. Bénh do apthovirus thudc hg Picornaviridae géy nén. C6 7 typ huyét
thanh (serotyp) gém: A, O, C, SAT1, SAT2, SAT3 va Asia 1. M&i serotyp lai c6 nhiéu subtyp c&n cir vao
s khéc biét v& gen va céu triuc khang nguyén. Virus gy bénh c6 triéu chirng Iam sang gidng nhau
nhuwng cac serotyp khac nhau khéng gay mién dich chéo cho nhau.

3 Thudc thir va vat liéu thir

Chi st dung thudc thir loai tinh khiét phan tich va st dung nwédc cét hodc nudc da khir khoang hodc
nuéc ¢d do tinh khiét twong dwong khéng cé Rnase, trir khi ¢é quy dinh khac.
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Carbonat/Bicarbonat (CaCos/NaHCOQOj3), dang vién

— Thuéc thir, Tween 20

— Axit clohydric (HCI)

— Glyxerin [C3Hs(OH)s]

- Dung dich TE

— Dung dich TAE 1X.

- Agaroza

- Etidi bromua (EtBr}

— B kit ELISA phat hién khang nguyén 1& mdm long méng (Pirbright-UK)
- Bd kit LPB-ELISA phat hién khang thé 1& mdm long méng (Pirbright-UK)
- B kit FMD-3ABC ELISA phat hién khang thé 1& mém long méng do méc bénh ty nhién
- B kit chiét tach ARN

— B§ kit nhan gen RT-PCR

— Mdi tredrng té bao MEM (Modified Eagles medium)

~ Té bao dong BHK-21(Baby Hamster kidney) hoic té bao than ciru so cp
4 Thiét bi, dung cu
S dyng céc thiét bj, dung cu clia phdng thir nghiém théng thuéng va cy thé nhu sau:

Ta lanh

Ta dm 37 °C

May l4c dia (orbital shaker)

— May lac tron (vortex mixer)

N&i dun cach thuy (water bath)

May doc ELISA vé&i kinh loc 492 nm
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- May rira dia ELISA.

Budng céy ATSH cép Il (BSC Ii-Bio-safety cabinet)

May ly tam

May PCR

May Realtime PCR

Binh nén, dung tich 100 ml, 200 ml, 500 ml va 1000 ml.

Ong dong thuy tinh, dung tich 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml va 1000 ml.
- Céc c6 md cac ¢&: 100 ml, 200 ml, 500 ml va 1000 ml

- Ong nghiém

Lo nhd

Mang tron chét phan (rng (reagent trough)

I

Pipet thuy tinh, dung tich 1 ml, 5 ml va 10 ml.

Micropipet don kénh, dung tich tir 0,5 pl dén 10 pl, tir 5 pl dén 40 pl, ter 40 pl dén 200 pl, tlr 200 pl
dén 1000 pl.

- Micropipet da ké&nh, dung tich tir 8 ul dén 12 pl, tir 5 pl @én 50 pl, tir 50 pl @én 300 pl.
- DAu tip phu hgp véi micropipet

B6 cbi chay sir

Céat sach dé nghién bénh pham

Khan béng

Dao, kéo, panh kep.

5 Lay miu

Bénh pham dé phat hién virus hoac khang nguyén 1a td chrc biéu mé clia myn nuwéc chura v& hodc
m&i v& va dich myn nwéc. Mau bénh phdm bidu mé téi thidu 12 2 g. Bénh phdm sau khi ldy duoc bdo
quan trong dung dich dém PBS 0,04 M c6 Glyxerin, pH tir 7.2 dén 7.6 & nhiét do -20 ° C. M&u biéu md
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va mun nuwdc dé phat hién khang nguyén thi trong vong 7 ngay ké tir khi phat hién bénh con sau 7
ngay nén ldy mau huyét thanh @& phat hién khang thé, mau duoc Iy vo tring, lwong toi thigu 1a 3 ml,
@& dong, chit Iy huyét thanh. Bao quan & nhiét do tir 2 °C dén 8 °C. Nén ly it nhét 1a 5 mau.

Méu sau khi ldy dworc gii trong didu kién lanh, bao géi cin than dé khong lam Idy lan bénh rdi chuyén
t6i phong xét nghiém cang sém cang tét dé c6 két qua xét nghiém chinh xac.

6 Cach tién hanh
6.1 Chén doan lam sang
6.1.1 Dich t& hoc

Bénh I& mdm long méng gdy thanh dich & nhiéu loai dong vat méng géc chén, chli yéu & trau bo va
lon. Sy nhiém khudn qua nhidu con dwdng nhung chi yéu 1a qua khéng khi.

Bénh do nhidu typ va tidu typ ctia Aphthovirus gay ra. Cac typ huyét thanh c6 sy phan bé khac nhau
trén thé giéi. Typ huyét thanh O, A dugc nhan biét & nhidu ving khac nhau trén thé gi¢i. Trai lai cac
typ huyét thanh SAT1, SAT2, SAT3 duoc gidi han & mdt sé nudc thude chau Phi. Typ huyét thanh
Asia 1 dugc tim thdy & nhidu nuéc thude chau A.

Trong cac & dich, ddng vt c6 thé méc bénh do mét hodc cling mét luc nhidu typ. Bénh c6 tinh chét lay
lan nhanh, manh, réng déi véi ddng vat man cam.

Bénh c6 thé lay tryc tiép tir dong vat méc bénh dén dong vat man cam, hay lay gian tiép qua san pham
dong vét (thit, stra, tinh dich, da..), dyng cu chan nudi, van chuyén gia sc...

6.1.2 Triéu chipng 1am sang

O trau bod va lon hodc cac loai vat khac déu co chung d3ic diém l1a sét dot ngdt trong khoang tir 2 ngay
dén 3 ngay, viém myn nuéc rdi I& loét & miéng, v, viing méng chan, nwéc bot chdy nhiéu nhw bot bia.
Niém mac miéng, mdi, l¢i, chan rang dé trng, khd, néng. Mun nwéc bat ddu moc & bén trong ma, mép,
chan rang, méi, lgi, va bé mat lwdi. Kich thwdc mun bing hat gao, hat ngd hodc to hon. Mun nwéc
phéng Ién, c6 mang boc mdng, bén trong chira nwéc trong, sau dyuc dan. Sau 1 ngay dén 2 ngay, myn
nwéce bi v, 19p niém mac troc ra dé 16 mat dwdi do, cham nhe vao dé chay mau. Mun nwéc thudng
khdng c6 mu. Nwéc bot sui ra ddy mdm miéng, chay long thong thanh sei dai.

Do c6 viém mun nwéc & viing vanh méng, k& moéng chan lam con vat khé chiu, 16 ra dau dén, bdn
chdn, ludn nhéc chan Ién. D& thdy nhét I1a hién twong qué trong khodng 1 tudn dén 2 tudn. Co trwdng
hgp moéng chan bj long hdn ra, phd bién nhat 1a & lon.
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O con vat cai dang nudi con, triéu chirng & bau va, nim v cing twong tu nhw & miéng va chan lam
con vat gidm tiét sa, si¥a bi gidm pham chat. Con me thudng khéng cho con bu vi dau, lam con non
thiéu stra. Hon ni¥a chinh con non cting bi viém I& mdm nhw me nén khdng bu dwoc. Hau qua c6 toi
50 % dén 80 % gia sic non bj chét. Con vat mang thai d& bi say thai.

Bién chirng: Vién co tim & stc vat non va viém rudt (bé non, lgn dudi 2 thang).
6.1.3 Giai phdu bénh hoc

M6 kham bénh tich chi yéu Ia tir miéng t6i thuc quan, da day, rudt déu cé mun loét véi tirng mang
xuét huyét hogic ty mau. Bd may ho hép ciing bj viém. C6 mun nuéc & mdm (niém mac mai, lgi, Iwdi va
vom miéng), mai, k& moéng, vién méng va num vi. Mun nuéc v cb thé thanh vét loét, chay mau.

Lu&i trau, bo thuéng bj bong troc biéu mé 2/3 phia trwéc, méng bi tut, mat ngoai tim ¢é nhirng vét hoai
tlr mau trdng xen ké tréng giéng nhi da hd nén goi 1a “tim van hé*.

6.2 Chan doan phong thi nghiém
6.2.1 Phat hién khang nguyén
6.2.1.1 Xt Iy bénh phim

M&u bénh pham la biéu mé clia myn nwéc dwgc nghidn trong céi chay st véi dung dich PBS 0,04 M ty
1& 1:10. Ly tdm huyén dich bénh pham 2000 r/min trong 10 min. Hut Iy dich nuwéc trong & phia trén rdi
cho dung dich khang khuén vao ( 0,01 ml/ 1ml huy@n dich, xem Phuy lyc A) ldc d&u trong 15 min dén
20 min rdi tién hanh lam phan &ng ELISA, RT-PCR (rRT-PCR) hoac phan Iap trén té bao.

6.2.1.2 Phwong phap ELISA phat hién khang nguyén
6.2.1.2.1 Nguyén tic

Phan (rng Sandwich ELISA gian tiép c6 thé phat hién nhiéu typ khang nguyén (O, A, C va Asia 1).
Phan (rng duwgc thye hién trén dia day bang, 96 16 (Nunc, Maxisorp).

6.2.1.2.2 Cac bwéc tién hanh ( xem Phuy luc B)
6.2.1.3 Phwong phap RT-PCR va rRT-PCR
6.2.1.3.1 Nguyén tic

Phan &ng chudi polyme phién ma nguoc dung dé phat hién ARN cta virus 1& mém long méng. Hién
nay phan (rng RT-PCR c6 thé phat hién va dinh typ cla virus I& mdm long méng, con phan &ng rRT-
PCR chi cho phép phat hién virus I1& mém long méng.
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6.2.1.3.2 Cac bwéec tién hanh (Xem Phu luc C)
- Chiét tach ARN bdng kit theo huéng dén clia nha san xuét

— Chay RT-PCR hodc Realtime RT-PCR

6.2.1.4 Phan lap virus trén méi trwong té bao

Dung té bao dong BHK-21 hodc té bao than ciru so cép.

Nhi&m huy&n dich bénh phdm 1 ml/ chai té bao (T25).

U & nhiét @ 37 °C trong 60 min, sau d6 cho dung dich MEM (Eagle’s) khdng c6 huyét thanh nudi tiép.

Hang ngay kiém tra bénh tich t& bao-cytopathogen effect (CPE): Néu t&i 48 h ¢6 CPE xuét hién thi thu
h&n dich té bao, ly tam 2000 g/min trong 15 min. L4y dich ndi giam dinh virus. Néu sau 48 h khéng c6
CPE thi thu h&n dich té bao va cdy chuyén tiép, sau 3 1&n khéng ¢6 CPE thi mdu dwoc coi la am tinh
(khéng c6 virus 1& mdm long méng).

Giam dinh virus phan lap:
Str dung phwong phap ELISA phat hién khang nguyén.
Str dung phueng phap RT-PCR phat hién ARN virus.

6.2.2 Phat hién khang thé

Phat hién khang thé I& mdm long méng dung dé& chan doan trong trwdng hop gia stic méic bénh cé
triéu chirng cta bénh I& mdm long méng, chwa bao gié tiém phong véc xin I& mém long méng.

6.2.21 Phwong phap ELISA FMD-3ABC, ding dé phat hién khang thé I& mdm long méng & gia stc
do nhiém tw nhién.

6.2.2.1.1 Nguyén tic
Gia stc nhiém bénh 1& mém long méng sé san sinh khang thé khang protein khéng cAu triic (3ABC),
trong khi gia sic khée manh, chua bao gi& nhiém bénh dwoc tiém phong véc xin I& mdm long méng

tinh khiét khéng c6 khang thé nay.

6.2.2.1.2 Cac bwéec tién hanh: Theo quy trinh clia nha san xuét.

10
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6.2.2.2 Phwong phap Liquid phase blocking ELISA:
6.2.2.2.1 Nguyén tic

Str dung bd kit ELISA phat hién khang thé I& mém long méng & gia stc. Dung dé dinh typ virus néu gia
stic chwa bao gi¢ tiém phong ma c6 khang thé I& mém long méng ty nhién dwong tinh va ¢ thé ding
dé danh gia hiéu gia khang thé sau khi tiém phong vic xin I& mém long méng. Dya trén nguyén tic
phan (ng Sandwich ELISA gian tiép phat hién va dinh typ huyét thanh ctia khang thé I& mdm long
mong. Phan (rng thyc hién trén dia day bang, 96 16 (Nunc, Maxisorp).

6.2.2.2.2 Cac bwéc tién hanh (xem Phuy luc D)

6.2.3 Chén doan phan biét véi mét sé bénh

— Bénh viém miéng c6 mun nwéc (vesicular stomatitis)
— Bénh mun nwéc & lon (swine vesicular disease)

— Bénh ngoai ban mun nwéc (vesicular exanthema)

7 Kétluan

Gia stic dwoc xac dinh méc bénh 1& mém long méng khi c6 cac dac diém dich té hoc, triéu chirng lam
sang cta bénh I&¥ mdm long méng va két qua dwong tinh véi mét trong nhirng phuong phap xét
nghiém sau:

Phan teng ELISA phéat hién khang nguyén dwong tinh.

Phan rng RT-PCR phat hién virus duong tinh.

Phan (rng ELISA phat hién khang thé dwong tinh & gia suc chwa tiém phong.

Phuong phap ELISA FMD-3ABC phat hién khang thé khang virus I& mém long méng do nhiém tyw
nhién dwong tinh.

— Phén lap dwgc virus trén méi treéng té bao, va giam dinh virus 16 mém long méng dwong tinh.

1"
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Cac cdng thirc pha ché dung dich

A.1 Dung dich bao quan

Phu luc A
(Quy dinh)

- PBS 0,04 M:
Na,HPO,.2H,0 3,05g
KH;PO., 0.39 g
Nworc cht 500 ml
D6 phenol 1% 1ml

— Khang sinh:
Penicilline 1000 Ul/ml
Mycostatine 100 Ul/ml
Neomycine 100 Ul/ml
Polymicine 50 Ul/ml

Sau khi pha kiém tra pH tir 7,2 @én 7,6 chinh pH véi NaOH 1 N hodc HCI 1N
Chu y: Khi dung pha dung dich bao quan v&i glyxerin ty 1& 1:1
A.2 Dung dich dém

Dung djch dém carbonat/bicarbonat dung dich dém 0,05 M, pH 9,6

NaHCO, 2,93 g/l |
N32C03 1,59 QI
A.3 Dung dich PBS 0,002 M, pH 7,4
NazHPO.t 4,84 gl
KH,PO, 0,80 g/l |
NaCl 32,00 g/l |
KClI 0,80 g/

A.4 Dung dich dém A: PBS 0,01 M + 0,05 % Tween 20, pH tir 7,2 dén 7,6

Na,HPO, 1,219/ |
KH,PO, 0,20 g/ |
NaCl 8,00 g/l

KCl 0,20 g/l |

12



TCVN 8400-1:2010

A.5 Dung dich dém B: PBS 0,01 M + 0,05 % Tween 20 + 5 % sira bét tach bo, pH twr 7,2
dén 7,6

Na,HPO, 1,21 g/l
KH,PO, 0,20 g/l
NaCl 8,00 g/l
KCl 0,20 g/l

A.6 Dung dich khang khuan

Hoa tan khang sinh bing nuéc cét rdi loc mang loc c& 16 0,45 pm, bao quan & ngén da td lanh.

Penicilline 1.000.000 UI
Mycostatine 250.000 UI
Streptomycine 200 mg
Kanamicine 1.000.000 UI
Nwérc cét vo triing 10 ml

A.7 Chun bj mbi

— Mbi ddng kho phai dwoc ly tam ngén dé chéc chan riing mdi duoc Iang xuéng day éng triedc khi mé
va hoan nguyén. L&n d4u tién nén dung dém TE @& hoan nguyén médi & ndng dé 200 pmol/ul 1am géc.

— Mdi st¥ dung & ndng d6 20 pmol/ul: pha lodng mdi géc béing nuwéc khdng cé nuclease.

Mbi gbc 10 pl
Nwé&c khoéng chira RNAse 90 pl
Téng lwgng 100 pl

13
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Phy luc B
(Quy dinh)
Quy trinh ELISA phat hién khang nguyén
B.1 Céch tién hanh

— Gén dia (coating): Khang huyét thanh thd khang virus I& mdm long méng cla cac typ O, A, C va
Asia 1 pha lodng 1:1000 v&i dung dich coating dung dich dém (Phuy luc A), nhd 50 pl vao cac giéng
twong (rng. Day nép, U va lac & nhiét d 37 °C/1 h hodc 1 qua dém & 4 °C.

- Rira dia 3 1an béng dung dich rira PBS 0,002M.

— Nhé 50 I khang nguyén dbi chirng dwong tinh manh (1:10) va yéu (1:100) pha lodng béng dung dich
dém A (Phy luc A) va mdu bénh pham vao cac giéng quy dinh (Phu luc B), G va lic & nhiét 46 37
°C/1 h.

~ Rira 3 I4n bing dung dich rira PBS 0,002M (Phu luc A)

~ Nhé khang thé phat hién: Mi giéng nhd 50 ul khang huyét thanh chut lang khang virus I& mdm long
méng vao cac giéng twong trng, mdi serotyp dwoc pha loang (1:100) vé&i dung dich dém B (xem Phy
lyc A). By nép, G va lic & nhiét d 37 °C/1 h.

- Rra 3 Ian bdng dung dich rira PBS 0,002 M (Phuy lyc A)

- Nhé chét gén két (1:200 pha véi dung dich dém B): 50 pl/giéng.
D4y ndp, U va lic & nhiét 4o 37 °C/40 min.

- Rtra 3 I4n bing dung dich rira PBS 0,002 M (Phy lyc A)

- Nhé co chét chromogen (dung dich chromogen + 5 % co chét): 50 pl/giéng, & 20 min & nhiét d6
phong, chd téi.

- Dirng phan (rng: nhé dung dich H,S0, 1,25 M vé6i 50 pl/giéng.
B.2 Poc két qua

Boc bang may doc ELISA c6 kinh loc 492 nm. Néu gia tri OD > 0,1 sau khi da trir di gia tri trung binh
clia cét tréng thi phan (rng dugrc coi la duong tinh véi serotyp doé.

Néu OD = 0,1 thi cdy chuyén mau bénh pham I&n méi trwdng té bao rdi kidm tra lai.

14
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So dé dia phén irng ELISA phat hién khang nguyén
(+) Manh (+) Yéu Trang Mau 1 Mau 3 Mau 5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12

Mau 2 Mau 4 M3u 6

15
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Phuluc C
(Quy dinh)

Quy trinh ki thuat RT- PCR phat hién ARN virus |& mém long méng

C.1 Chiét tach ARN

Theo hwéng dan clia nha san xuét.
C.2 Tién hanh phan (rng RT-PCR
C.2.1 Cong thirc

Ap dung cho kit RT-PCR 1 bwéc cla hang Qiagen (néu dung kit khac cé thé phai thay ddi cong thirc
pha ché)

Nguyén liéu Thé tich (ul)
H.O 12,0
5X Dung dich dém 5,0
dNTP 1,0
Hén hop enzym 1,0
Mbi xudi 0,5
Mbi nguge 0.5
M3u ARN 50
Tdng cdng 25,0
Mbi Chiéu Chudi (5' - 3') Kich thwéc (bp)
FMDV-
Uni 1R Nguwgc | CCA GTC CCC TTC TCA GAT C

328
1F Xubi GCC TGG TCT TTC CAG GTC

16



TCVN 8400-1:2010
C.2.2 Chu trinh nhéan gen

Buwéc Chu ky Thei gian Nhiét do
Budc 1 1 chu ky 45 min 37°C
Budc 2 1 chu ky 10 min 94°C
Budc 3 1 chu ky 5 min 94°C

30 chu ky 1 min 94°C

1 min 55 °C

1 min 72°C

Budc 4 1 chu ky 8 min 72°C
Buéc 5 1 chu ky % 4°%C

C.2.3 Chay dién di
— Chudn bi thach Agaroza 2 % pha trong dung dich TAE 1X hoac TBE 1X ¢6 Etidi bromua (10 pg/ul ).
- D4 thach vao khuén dién di (c6 lwoc).

— Thach khd, rit loc ra va cho mau vao cac giéng (8 pl san phdm PCR + 2 pl dung dich loading dung
dich dém).

— Sir dung Marker trong lwgng phén t& (thang 100 bp).

— Cha y khi chay PCR phai c6 méu ddi chirng dwong va déi chirng am di kém (mau dbi chirng 4m cé
thé 1a nwéc cét sach).

C.2.4 Poc két qua

- MAu dwong tinh: Xuét hign vach va cé kich thwéc béng kich thwée gibng mau dbi chirng duong
— MA3u am tinh: Khéng cé vach.

C.2.5 Panh gia két qua

C6 virus L& mdm long méng & trong mau bénh pham néu két qua PCR dwong tinh.

C.3 Phwong phap Realtime RT-PCR: sir dung mdi va probe

C.3.1 Cong thirc

Ap dung cho kit RT-PCR 1 buéc clia hiang Qiagen (néu dung kit khac c6 thé phai thay ddi cong thirc
pha ché).

17
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Nguyén liéu Thé tich (ul)
H,0 10,5
Dung dich dém 5X 5,0
MgCl, (25 mM) 12
dNTP 0,8
Hén hop enzym 1,0
Mbi xudi (20 uM) 0,5
Mbi nguoc (20 pM) 0,5
Probe (6 uM) 0,5
Mau ARN 5,0
Téng cong 25,0
Méi va probe Chusi (5 - 3)-FAM
Mbi xubi AGATGCAGGARGACATGTCAA

Méi ngugc TTGTACCAGGGYTTGGCYT

Probe AAACACGGACCCGACTTTAACCG

C.3.2 Chu trinh nhan gen

18

Buéc Chu ky Thei gian Nhiét do
15 min 50 °C
Buwéc phién ma ngwoc 1 chu ky
2 min 95 °C
Buwdc bién tinh 10s 95 °C
40 chu ky
Bat cap 50s 60 °C




C.3.3 Doc két qua

— Ma&u dvwong tinh:

Khi 35 2C, 220.

~ M3&u am tinh: Khi khéng c6 Ct.

- Mau nghi ngd: Khi 402C, 235.

C.3.4 Panh gia két qua

TCVN 8400-1:2010

C6 virus I& mdm long méng & trong miu bénh phdm néu két qua db thj Realtime RT- PCR duong tinh.
Véi nhixng méu nghi ngé can 1am lai.

C.4 Dinh typ virus I& mém long méng: str dung méi typ O, A, Asia1l cuia Pirbright

C.4.1 Cong thirc

Ap dung cho kit RT-PCR 1 buéc ciia hang Qiagen (néu dung kit khac c6 thé phai thay ddi cong thire

pha ché)

Nguyén liéu Thé tich (ul)

H,0 12,0

5X Dung dich dém 50

dNTP 1,0

H&n hop enzym 1,0

Mbi xudi 0,5

| Mbi nguoc 0.5

Mau ARN 5,0

Téng cdng 25,0

C.4.2 Chu trinh nhan gen
Buéc Chu ky Thei gian Nhiét do

Buéc 1 1 chu ky 45 min 37°C
Budc 2 1 chu ky 10 min 94 °C
Buéc 3 1 chu ky 5 min 94 °C
20 chu ky 1 min 94 °C
1 min 58 °C
2 min 72°C
Buéc 4 1 chu ky 8 min 2%
Bwéc 5 1 chu ky © 4°C

Quy trinh nhan gen nay ap dung cho mdi typ O, A, Asia1 cla Pirbright, d6i voi cac cap mdi khac quy
trinh c6 thé thay déi cho phit hop.
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Kich
Typ Virus | Capmdi | Chiéu Chubi (5 - 3) thwée
(bp)
P33 Ngwoc | AGC TTG TAC CAG GGT TTG GC
FMDV O 402

P38 Xudi | GCT GCC TAC CTC CTT CAA

P33 Nguge | AGC TTG TAC CAG GGT TTG GC
FMDV A 732
P87 Xudi | GTC ATT GAC CTC ATG CAG ACC CAC

P33 Ngugc | AGC TTG TAC CAG GGT TTG GC
FMDV C 596
P40 Xubi GTT TCT GCA CTT GAC AAC ACA

P33 Ngwgc | AGC TTG TAC CAG GGT TTG GC
FMDV Asia 1 292
P74 Xudi | GAC ACC ACT CAG GAC CGC CG

C.4.3 Chay dién di
— Chuén bj thach Agaroza 2 % pha trong dung dich TAE 1X hogc TBE 1X c6 Etidi bromua (10 ug/ul).
— Db thach vao khuén dién di (c6 lwec).

— Thach khé, rt Iwgc ra va cho miu vao cac giéng (8ul san phdm PCR + 2ul dung dich loading dung
dich dém).

— S(r dyng Marker trong lwgng phéan t& (thang 100 bp).

— Cha y khi chay PCR phai ¢6 miu dbi chirng dwong va déi chirng am di kém (m&u di chirng &m c6
thé la nuéc cét sach).

C.4.4 Poc két qua

- MAu duong tinh: Xut hién vach va c6 kich thudc bang kich thuéce gibng méu déi chirng duwong
— M&u am tinh: Khéng c6 vach.

C.4.5 Panh gia két qua

Virus I& mdm long méng & trong mau bénh phdm thudc typ gi ty thudc két qua chay dién di duong
tinh & loai méi nao.
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Phu luc D
(Quy dinh)

Quy trinh ky thuét ELISA phat hién khang thé ctia PIRBRIGHT

D.1 Cach tién hanh

Gén dia (coating): Khang huyét thanh thé khang virus I& mdm long méng da pha loang 1:1000 véi
coating dung dich dém, nhé 50 pl/giéng. DAy nép, G va lac & nhiét dé 37 °C/1 h hoic U qua dém & 4 °C.

Chuan bi hdn hop khang nguyén-huyét thanh (liquid phase blocking), nhd vao dia nhya polypropylen
96 giéng day cht U (Phu luc A):

~ Huyét thanh ddi chirng va kiém tra dwoc pha loang 1:16 véi dung dich dém A, 50 pl/giéng.
- Khang nguyén pha loéng theo ty |é cho trwérc, 50 pl/giéng.

Hén hop duwoc G qua dém & 4 °C.

R(ra dia ELISA 3 14n béng dung dich rira PBS 0,002 M (Phu luc A)

Chuyén 50 pl hén hop khang nguyén-huyét thanh tir dia chi¥ U sang dia ELISA theo vi tri twong (ng
(Phu lyc D). Bay nép, 0 va lac & nhiét dd 37°C/1 h.

Rira 3 14n bang dung dich rira PBS 0,002M (Phu luc A)

Nhé khang thé phat hién: Khang huyét thanh chudt lang khang virus I& mém long méng pha lodng
1:100 véi dung dich dém B, 50 pl/giéng. Day nép, G va lac & nhiét d 37 °C/1 h.

Rtra 3 14n bang dung dich rira PBS 0,002 M (Phu luc A)

Nho chét gén két: pha loang 1:200 véi dung dich dém B, 50 pligiéng. Day ndp, G va lc & nhiét do
37 °C/40 min.

Rtra 3 14n bang dung dich rira PBS 0,002 M (Phu luc A)

Nhé co chét chromogen (dung dich chromogen + 5 % co chét): 50 ul/giéng, d& 20 min & nhiét do
phong, chd téi.

Dirng phan (rng: nhé 50 pl/giéng bang dung dich H;S04 1,25 M.
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D.2 Poc két qua

St dung may doc ELISA, kinh loc 492 nm. Stz dung ph&n mém EDI dé tinh Pl (phén tram tc ché). Néu
Pl > 50 thi mAu dwoc coi la dwong tinh, trong huyét thanh ¢6 khang thé I& mém long méng.

So db dia ELISA phat hién khang thé dugc trinh bay & Phu luc D.
CHU Y: Xac dinh hiéu gia khang thé, mau huyét thanh dwoc pha nhu sau:
- Huyét thanh kiém tra: Pha lodng theo ty 1& 1:8.

~ Nh dung dich dung dich dém A: 50 pl/giéng vao cac 16 cia dia chix U bat dau tir cot 3 cho dén cot
thir 12 clia tat ca cac hang.

~ Nhé huyét thanh kiém tra da pha loang 1:8 vao c4c 13 twong (rng 50 pl/giéng va pha loang theo cor
s6 2 tir hang A dén hang D va tir hang E dén hang H.

Huyét thanh dbi chirng: Chudn bj gidng phat hién khang thé

Nhé khang nguyén da pha lodng theo ty 1& cho trudc 50 ul/giéng.

I

H&n hgp khang nguyén-huyét thanh dwec G qua dém & 4 °C.

Cé4c bwéc sau tién hanh theo trinh ty ging phan (rng ELISA phat hién khang thé.
So dd da phan (ng ELISA

Sor @ dia phén (rng ELISA phét hién khang thé

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12
A |c 1 9 17 25 33
B 2 10 18 26 34
e 1 3 11 19 27 35
D 4 12 20 28 36
E|c 5 13 21 29 37
F 6 14 22 30 38
G | ca 7 15 23 31 39
H 8 16 24 32 40
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So dé dia phan trng ELISA dinh lwong khéang thé

TCVN 8400-1:2010

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
A c 1 3 5 7 9
B 1 3 5 7 9
C c’ 1 3 5 7 9
D 1 3 5 7 9
E C 2 4 6 8 10
F 2 4 6 8 10
G Ca 2 4 6 8 10
H 2 4 6 8 10
CHUTHICH  C'*: huyét thanh ©C dwong tinh manh
C': huyét thanh BC dwong tinh yéu
C’: huyét thanh BC am tinh
Ca: d6i chirng khang nguyén
ODhuyetthanh
Congthactinh Pl PI =100-| ——22"2% 4100
ODtrungbinhCa
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