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L&i néi ddu

TCVN 8400-39:2016 dwoc xay dwng trén co sé tham khao tai liéu cua Té
chire Thi y thé giéi (OIE 2008) Mannual of Diagnostic Test and Vaccines

for Terrestrial Animals Chapter 2.3.5 Avian mycoplasmosis;

TCVN 8400-39 : 2016 do Trung tam Chén doan Thu y Trung wong — Cuc
Thi y bién soan, Bd Néng nghiép va Phat trién néng thén dé nghj, Téng
cuc Tiéu chudn Do lwong Chét lwong thadm dinh, Bé Khoa hoc va Céng
nghé céng bd.

Bo tiéu chudn TCVN 8400 Bénh déng vét — Quy trinh chdn doén gdm cac
phan sau:
- TCVN 8400-1 : 2010, phén 1: Bénh I& mém long méng;

- TCVN 8400-2 : 2010, phan 2: Bénh do vi khudn Streptococcus suis

gay ra trén lon;

- TCVN 8400-3 : 2010, phan 3: Bénh giun xoén;

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

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

- TCVN 8400-6 : 2011, phan 6: Bénh xuét huyét thé;

- TCVN 8400-7 : 2011, phan 7: Bénh déu ctru va dau dé;

- TCVN 8400-8 : 2011, phén 8: Bénh ndm phdi do Aspergillus & gia cdm;
- TCVN 8400-9 : 2011, phén 9: Bénh viém gan vit typ I;

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

- TCVN 8400-11: 261 1, phén 11: Bénh djch ta vit;

- TCVN 8400-12 : 2011, phén 12: Bénh bach ly va thuong han & ga;

- TCVN 8400-13 : 2011, phan 13: Bénh say thai truyén nhiém do
Brucella;

- TCVN 8400-14 : 2011, phén 14: Bénh tu huyét tring & tréu bo;
- TCVN 8400-15 : 2011, phan 15: Bénh xodn khuén do Leptospira;
- TCVN 8400-16 : 2011, phén 16: Bénh pht & lgn do vi khuén E.coli;

- TCVN 8400-17 : 2011, phdn 17: Bénh do Staphylococcus aureus & g&;
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- 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 :

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 :

2016

2014, phén 18: Bénh pht déu ga (coryza);
2014, phén 19: Bénh phé thuong han lon;

2014, phan 20: Bénh déng d4u lon;

: 2014, phén 21: Hoi chirng rdi loan sinh sén va hé hép

2014 phén 22: Bénh gia dai & lon;

2014, phén 23: Bénh ung khi than;

: 2014, phén 24: Bénh viém phé quan truyén nhiém;

2014, phén 25: Bénh cim lon;
2014, phén 26: Bénh ctim gia cadm H5N1;
2014, phan 27: Bénh sén I gan;

2014, phén 28: Bénh viém rudt hoai ttr do Clostridium

2015, phén 29: Bénh Lympho leuko & ga;

: 2015, phén 30: Bénh Marek & ga;

2015, phan 31: Bénh tu huyét tring gia cam;
2015, phan 32: Bénh gumboro & gia cam;
2015, phén 33: Bénh Ié dang tring & trau bo;

2015, phan 34: Bénh bién tring & tréu bo;

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

2015, phan 36: H6i ching suy mén & lon sau cai stra

do Circo virus typ 2;

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

- TCVN 8400-39 :

2015, phan 37: Bénh viém phdf dia phuong & lon;
2015, phan 38: Bénh tiéu chay & lon do Corona virus;

2016, phén 39: Quy trinh chén doan bénh viém dudong

hé hép mén tinh & ga.
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Bénh déng vat - Quy trinh chan doan -
Phan 39: Bénh viém dwéng hé hidp man tinh & ga

Animal disease - Diagnostic procedure -

Part 39: Chronic respiratory disease in chicken and turkey

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chuin nay cé thé lién quan dén céc vat liéu, thiét bj va cac thao
tac gay nguy hiém cho ngwi xét nghiém. Tiéu chuin nay khéng thé dwa ra dwoc tat ca cac vén
@& an toan lién quan dén viéc st dung ching. Khi ap dung tiéu chudn ngwdi str dung tiéu
chudn phai tw thiét 1ap cac thao tic phu hgp dé dam bao an toan sirc khde va xac dinh kha
ning ap dung cac gi¢i han quy dinh.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh chan doan bénh viém dwéng hd hap man tinh & ga va ga tay do vi
khun Mycoplasma gallisepticum gay ra.

2 Thuéat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay st dung thuat ngir va dinh nghia sau:

21

Bénh viém dwong hd hdp man tinh & ga (Chronic Respiratory Disease in chicken and turkey)

- Bénh viém dwéong hd hdp man tinh & ga (hay con goi |4 bénh CRD — Chronic Respiratory
Disease) la bénh phé bién, do vi khuin Mycoplasma gallisepticum gay ra. Biéu hién dic trung
ctia bénh | ga thé kho khe, swng mit, viém két mac mét, chdy nwdc mii.

- Vikhuén M. gallisepticum, 12 vi khudn Gram am nhwng bt mau thubc nhudém Gram am rét kém,
b4t mau thudc nhudm Giemsa tét. Vi khudn M. gallisepticum cé dang hinh cau, kich thuéc
khoang 0,25 pm dén 0,5 uym.
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3 Thuéc thir va vat liéu thi

Chi str dung thuéc thir loai tinh khiét phan tich; st dung nwéc ct hodic nwéc da khir khoang hodc
nwéc c6 dd tinh khiét tirong dwong khdng c6 Rnase, trir cac treng hop cé quy dinh khéc.

3.1 Méi tredrng nweére Frey (Phy luc A)
3.2 Mai trwong thach Frey (Phu luc A), 1a mdi tredng nwéc Frey cé bd sung 1 % thach.

3.3 Huyét thanh bd sung, bd sung 5 % huyét thanh thai bé hoac huyét thanh ngwa hodc huyét
thanh lon vé tring da duoc bat hoat & 56 °C trong 30 min.

3.4  Nguyén liéu cho PCR (Phu lyc B)
3.5 Béng cén, béng cot-ton da dwoc tAm cdn 70 %

3.6  Tam béng vd tring, cd can manh, dan héi, dai khodng 20 cm, mét dAu quén béng that chic, to
hon hat gao da dwec vo triing.

3.7 Xi-lanh

4 Thiét bj, dung cu

S dung céc thiét bj, dung cy clia phong thi nghiém sinh hec va cy thé nhuw sau:
4.1 Taém, c6 bd sung tir 5 % — 10 % CO, va duy tri nhiét 4o 37 °C.

4.2 Kinh hién vi: c6 vat kinh v&i d phong dai 10 I4n, 40 I2n, 100 Ian.

4.3 N&i hép, duy tri nhiét d6 121°C.

4.4 May lic

4.5 May li tam, |i tam véi gia téc 12 000 g.

4.6 May PCR (may nhan gen)

4.7 B¢ diéndi
4.8 Panh, kéo, vo triing.
4.9 Mang loc, c6 kich thuwéc 16 loc 0,45 pum.

4.10 Pipet cac loai 100 pl, 200 pl, 1000 pl

5 Chén doan lam sang
6
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5.1 Diac diém dich té

Bénh viém dwong hdé hdp man tinh & ga la bénh truyén nhiém & ga va ga tay, do vi khudn M.
gallisepticum gay ra.

Ga moi Ira tudi d&u cé thé méc bénh, tuy nhién ga tir 3 tudn tudi dén 6 tuan tudi va ga mai hau bj
man cam va&i bénh hon so véi cac Itra tudi khac.

Bénh xuét hién quanh nim nhung hay g&p nhét 1a luc giao mua, thai tiét thay ddi, nhw & mién Béc
Ia chuyén tir mba xuan sang mua hé va mua thu sang miia déng; & mién Nam Ia tir mia mua sang

mua khd va nguwoc lai.

Bénh lay nhiém trwc tiép tir ga me sang ga con qua trirng, tir g& bénh sang ga khde hodc gian tiép
qua thire an, nwée ubng, cac dung cu chan nudi, ngudi chan nudi.

Ty 1& m&c bénh cao (c6 thé 1én t&i 80 — 100 %) nhung ty & chét cda bénh thp (5 -7 %).

5.2 Triéu chirng lam sang

Thei gian G bénh c6 thé tir vai ngay dén vai thang. Trong treéng hop bénh truyén tir ga me qua trirmg

sang ga con thi théi gian G bénh dai hon.

Triéu chirng bénh & ga con va ga hau bj:

Giai doan dau clia bénh, ga hat hoi, viém két mac, chay nwéc mat, nwdc mi, co thé viem va sung

mi mat.
Ga xi1 16ng, bd an, thé kho.
Ga thd kho kheé, c6 tiéng ran khi quan, d& phat hién vao budi dém.

Bénh tién trién trong thoi gian dai, ga gay, yéu va chét.

Trigu chirng & ga dé trirng va ga sinh san:

San lygng trirng gidm
Ga thé khé, tiéng thd kho khe.
Ga ho, vy mé, chdy nwéc mét, nwée mai.

Bénh tién tri&n, Iic dAu nwée mat, nuwdre mii lodng, sau d6 dic din va dong & xoang mat lam mét

ga swng lén.

Ga gay nhanh va chét.
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5.3 Bénh tich

— Cé dich viém & mi, khi quan, phé& quan va tdi khi.

— Thanh tdi khi day Ién va c6 mau trdng duc ba dau.

~  Viém mang phdi, b& mat co thé phd I&p fibrin, rai rac cé ving hoai tir. Trong phdi co cac viing cirng,

c6 thé co u hat.

— Khép sung, phi né, cé dich viém.

- O gadé, éng dan trirng bj viém, sung.

5.4 Chan doan phan biét

Chén doan phan biét bénh viem dwong hd hdp man tinh & ga véi mét s bénh khac & ga theo Bang 1.

Bang 1 - Chdn doan phan biét bénh viém dué;ng hé hip mén tinh véi mét sé bénh khac &

ga

Bénh

Biu hién

Bénh viéem phé quan
truyén nhidm — Bénh IB
(Infectious Bronchitis)

Bénh xay ra & ga moi Itra tudi nhing chii yéu la ga con. Ty 1é ém cua
bénh cao nhwng ty 1& chét thap.

Ga con ndm tum lai. Ga khé thé, phai viron cb 1én, ha mé dé thé.

Bénh tich dac treng: Khi quan xuét huyét. Tui khi day duc, c6 ba dau
mau vang. Budng tring dj dang; Trirng dé ra bac mau, khéng c6 vé véi.
Than swng. Ong dan niéu bi gian, chira ddy urat.

Bénh viém thanh khi quan
truyén nhiém — Bénh ILT
(Infectious Laryngo

Bénh x3y ra & ga moi Ira tudi. Ty 1& ém cta bénh cao nhung ty 1& chét

khéng cao.

Thé cép tinh: ga chay dich mai, ho ra mau, khé thé, phai vieon cb 1én, ha
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Tracheitis) mé dé th&; Thé nhe: ga viém két mac, chay dich mat mdi, gidm dé.

Bénh tich dic treng: Thanh quan, khi quan xuét huyét, tich dich. Trong
I6ng khi quan c¢6 mang gia, 1&n mau bit kin 1ong khi quan. - Phé quan,
phdi, tai khi khéng ¢6 bénh tich.

Bénh phu du — Bénh IC | Bénh xay ra & ga moi ltra tudi, chli yéu & ga trdng thanh va ga dé. Ty 1&
(Infectious Coryza) 4m cla bénh cao nhung ty 1& chét thap.

Ga chay dich mai, viém két mac mét, phtt mat, tich swng to ddc trung.

Bénh tich d3c treng: Mat, tich bi pht duéi da. Mang nhay xoang mui, két

mac méat bj viém cata, ti khi viém.

6 Chan doan trong phong thi nghiém
6.1 Lay miu
— Néu ga can séng: ldy mAu Ia dich ngody & héc mét, hdc mi, hiu hong, khi quan.

Sét triing bén ngoai v tri 14y mau bang bong cdn (3.5), dung t3m bdng vé tring (3.6) ngoay vao tirng vi
tri Ay m&u rdi cho vao mai trwong nudi cdy (3.1).

~ Néu ga da chét: 14y mAu Ia dich & héc mét, héc mai, hiu hong, khi quan, phdi, cac tui khi, dich &
khép gbi chan.

Bénh phadm 1a dich & héc mét, héc mi, hAu hong, khi quan, céc tdi khi, dich & khép chan: sat tring
bén ngoai vj tri 14y mau bang bdng cdn (3.5), diing tdm béng v tring (3.6) hodc xi lanh vé tring d& hut
dich & tirng vi tri 1ay mau rdi cho vao mai trudng nudi cay (3.1).

Bénh pham Ia cac tui khi: dung kéo (4.8) mé& xoang nguwc, xoang bung clia ga, ding panh (4.8) gat phu
tang dé bdc 16 rd tai khi, ding tdm béng vé tring (3.6) ngoay vao tii khi rdi cho vao mdi truréng nudi
céy (3.1).

Bénh ph&m la phdi: LAy mau vé trung t&r 10 g dén 100 g, cho vao tirng lo hay tui vo triing riéng biét,
day kin, ghi ky hiéu miu

Mé&u bénh phdm nén dwoc nudi cdy trén méi trwdng cang nhanh cang tét. Trong trwéng hop phéi van
chuyén dén phong thi nghiém thi m3u bénh phdm phai dwoc dwng trong cac 6ng mau da cé moi
triwérng thich hop cho nudi cdy vi khuan M. gallisepticum (méi trwdng Frey, xem 3.1), day kin, bdo quén
trong diéu kién lanh tir 2 °C dén 8 °C va gt vé& phong thi nghiém trong vong 24 h sau khi ldy mau. Gi
k&m theo bénh pham gidy yéu cAu xét nghiém c6 ghi ré triéu chirng, bénh tich va dic diém dich té.

6.2 Xac dinh vi khudn M. gallisepticum bing phwong phap PCR tir bénh phim
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6.2.1 Xt Iy miu

- Ong chira mAu bénh phdm dworc lac bing may ldc (4.4) trong 15 s, sau d6 ly tam véi gia tc 6000 g
trong 15 s.

— Dung pipet hut dich trong éng chuyén sang 2 éng 1,5 ml. Mgt éng ding @& xét nghiém PCR, éng
¢on lai ding lam méau Ieu, bao quan & nhiét d6 4 °C.

6.2.2 Cach tién hanh

Huy&n dich bénh pham sau khi xt Iy (xem 5.2.2.1) dwoc thye hién chiét tach ADN bang cac kit thuong
mai theo hudng din ctia nha san xuét va bdo quan miu ADN & 4°C.

St dung phuwong phap PCR véi cap méi ddc higu va chu trinh nhiét deoc néu trong bang 2 va bang 4.

Bang 2 — Cap mdi xac dinh vi khuin M. gallisepticum

Gendich | Ténmoi Trinh tw tir du 5’ téi 3' Kich thwée san phim (bp)

MG-14F | GAG-CTA-ATC-TGT-AAA-GTT-GGT-C
168 rRNA 1
MG-13R GCT-TCC-TTG-CGG-TTA-GCA-AC

- Tién hanh phan (rng PCR theo quy dinh tai Phu luc B.
6.3 Phan lap va xac djnh vi khuin M. gallisepticum bang phwong phap PCR
6.3.1 Xir Iy méu

~ Vi mau la tam bdng cé dich ngody (& héc mét, héc mi, hau hong, khi quan, tdi khi) da dwoc lay
vd trung: cho vao méi trwéng nudi cly (3.1).

—  VéimAu la dich khép gbi dwge hit bang xi lanh v triing: cho vao méi trudng nudi cdy (3.1).

- Véi mau 1a phéi: sat tring b& mat ngoai ctia phdi bang béng cbn (3.5), rdi dung kéo (4.8) cét sau
vao té chirc phdi bén trong ldy mét méu nhé cho vao méi trwdng nudi cdy (3.1).

6.3.2 Phén lap vi khudn

Bénh phdm dwoc nudi cdy vao méi tredng nuwéce Frey (3.1), thach Frey (3.2), nudi & ti 4m (4.1). Kiém
tra két qua nudi cdy hang ngay, trong khoang tlr 7 ngay dén 10 ngay.

Méi treéng nude Frey: méi tredng nudi cdy chuyén mau (tir mau dé sang mau cam hodc mau vang).
Khi méi treong nudi cly chuyén mau, 14y canh khuin nay cdy chuyén sang méi trwdng thach Frey.

10
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Trong trwdng hop méi truwdng Frey da nudi cdy tir 7 ngdy dén 10 ngay khong chuyén mau, lay canh
khuén cdy chuyén sang méi trwdng thach Frey (3.2).

Méi triedng thach Frey: khuén lac cla vi khudn M.gallisepticum nhé (dwéng kinh khodng tir 0,2 mm
dén 0,3 mm), tron, ria gon, tao thanh khéi mo, & gitra hoi I3i.

Chon khuén lac nghi ngér ciy vao méi tredng thach Frey va nudi & t 4m (4.1) dé xéc dinh PCR.
6.3.3 Xac djnh vi khudn M. gallisepticum bing phwong phap PCR

Vi khuén M. gallisepticum nghi ng& da dwgc nudi cAy thudn trén méi trirdng thach Frey dworc tach chiét
ADN béng kit thiwong mai hoéc bang phwong phap séc nhiét (Xem B.2 phu luc B).

St dung phurong phap PCR véi cip mdi déc hiéu va chu trinh nhiét dwec néu trong bang 2 va béng 4.
Tién hanh phan (ng PCR theo quy dinh tai Phy lyc B
6.4 Chén doan huyét thanh hoc

Chén doan huyét thanh hoc (tham khdo Phy lyc C) (rng dung d& chan doan sy nhiém bénh trén toan
dan.

Céac phan (ng huyét thanh hoc thudng dung dé phat hién khang thé 1a phdn ¢ng ngung két hoac phan
(rng mién dich gén enzyme (phan (rng ELISA)

7 Kétluan

Ga duwoc két luan méc bénh viém dwdng hd hdp man tinh khi cé déac diém dich té, triéu ching lam
sang, bénh tich clia bénh va phan Iap, xac dinh bang phwong phap PCR dwong tinh véi vi khudn M.
gallisepticum.

11
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Phu luc A
(Quy dinh)

M6i tredrng nudi cay cho vi khudn Mycoplasma gallisepticum
A.1 Méi trirrng nwéc Frey

Pha ché méi trieéng nuwée Frey gdbm 2 dung dich thanh phan:

Dung djch A:
Méi trwdng PPLO (khdng cé crystal violet) 1479
Nuwéc 700 ml

Hoa tan méi trwérng PPLO trong nuwérc.

V6 tring bang ndi hap (4.3) & 121 °C trong 15 min.

Dung dich B:
Huyét thanh lon (ho#ic huyét thanh ngwra) 150 ml
Cao ndm men 25 % 100 ml
Dung dich dwéng glucose 10 % 10 ml
Thallous acetate 10 ml
Penicilin G 2000 Ul 5ml
Pé phenol 0,1 % 20 ml

Hoa cac dung dich trén v&i nhau.

Diéu chinh pH dung dich B = 7,8 — 8,0 (bang dung dich NaOH 0,1 M).
V4 tring dung dich B bang mang loc (4.9).

Mdi trirPng nuwrérc Frey:

Dung dich A da vé tring va d& ngudi khoang 40 °C dén 50 °C sé dwoc bd sung véi dung dich B vé

trung.
Chia ra céc dng nghiém vé triing, khoang 5 ml dn 10 ml méi frwong / éng.

Béo quan méi trwdng & 4 °C.

12
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A.2 Mo6i trieorng thach Frey

Pha ché méi treedng thach Frey, 1a méi trwdng nwdc Frey co bd sung thach (agar), gbm 2 dung dich
thanh phan:

Dung dich A:
Méi triwdrng PPLO (khéng c6 crystal violet) 14,7g
Thach (agar) 109
Nuwéc 700 ml

Hoa tan méi triréng PPLO va thach trong nurée.

V4 trung bang nédi hap (4.3) & 121 °C trong 15 min.

Dung djch B:
Huyét thanh lgn (hodc huyét thanh ngwa) 150 ml
Cao ndm men 25 % 100 ml
Thallous acetate 10 mi
Penicilin G 2000 UI 5ml
Do phenol 0,1 % 20 ml

Héa cac dung dich trén v&i nhau.

Diéu chinh pH dung djch B = 7,8 — 8,0 (béng dung dich NaOH 0,1 M).
Vé triing dung dich B bing mang loc(4.9).

Médi trierng thach Frey:

Dung djch A da vo trung va dé ngudi khodng 40 °C dén 50 °C sé dugc bd sung voi dung dich B v
tring.

Chia ra dfa Idng vé triing, khodng 20 ml thach / dia.

Bdo quan mai tredng & 4 °C.

13
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Phu luc B
(Quy dinh)

Xac dinh vi khuan Mycoplasma gallisepticum bing phwong phap PCR
B.1 Nguyén liéu PCR
B.1.1 Taq PCR Master Mix Kit
B.1.2 C3p mbi (primers): mdi xudi (MG-14F) va mdi ngwgc (MG-14R) (Bang 2)
B.1.3 Nuwdc tinh khiét khong cé nuclease
B.1.4 Dung dich dém TAE hoac TBE
B.1.5 Ethidi bromua hodc chat nhuém mau SYBR green
B.1.6 Loading dye
B.1.7 ADN (Acid Deoxyribo Nucleic) chuan (Ladder, marker)
B.1.8 Dung dich dém TE (Tris-axit etylendiamintetraaxetic).
B.2 Chuin bj miu

MAu kidm tra 13 huy@n dich bénh phim d3 dwoc xt¥ ly (xem 5.2.2.1); hodc Ia vi khudn M. gallisepticum
nghi ng® da dwoc nudi ciy thuln khiét trén thach Frey (xem 5.2.3.1).

M3&u dbi chirng dwong: chiing vi khudn d3 dwoc xac dinh la M. gallisepticum hoac st dung cac chiing
Mycoplasma gallisepticum chuén.

Tach chiét ADN

Tach chiét ADN béng céc kit thwong mai ddi véi mau kiém tra la huyn dich bénh phdm hodc vi khuan
thi cac budc tién hanh theo hwéng din clia nha san xuét.

D6i véi vi khudn con co thé tach chiét ADN bdng phurong phap sbc nhiét.

T4ch chiét bAng phuong phap séc nhiét: LAy tir 3 khuén lac dén 4 khudn lac, hda vao 100 ul nwéc vo
tring khéng chira nuclease (nuclease free water). Bun séi cach thiy trong 10 min rdi Iam lanh nhanh
huyé&n dich trong @a 5 min. Ly tam huyén dich bing mdy ly tam (4.5) véi gia téc 12 000 g trong 4 min.
Thu hoach phan trong phia trén dé thuc hién phan tng PCR.

14



B.3 Chuin bj mbi

Mbi dwoe chuan bj nhw sau:

Vi DY: 1dy 20 pl méi gbc co ndng d6 100 pl va thém B0 pl nwde sé dwgc mdi stk dyung co ndng dd 20 uM / pl.
B.4 Tién hanh

St dung c&p mdi da dwoc chuan bj (xem B.3). H8n hop phan (rng dwoc chudn bi trong éng 0,2 ml.

St dung kit nhan gen theo hwréng dan clia nha san xuét.

TCVN 8400-39 : 2016

Chuan bi mdi st dyng & ndng dé 20 uM: pha loang mdi gbc bing nwéc (B.1.3).

Chuén bi mdi gbc: mdi gbc & trang thai ddng khd phai dwgc ly tam nhanh bing may li tam (4.5) &
gia téc 6 000 g trong 30 s d& mdi lang xubng day éng trwédc khi mé va hoan nguyén. Lan ddu tién
nén dung dung dich d@&m TE (B.1.8) d& hoan nguyén mdi & ndng @ 100 uM lam méi géc;

Vi DY: diing kit nhan gen Tag PCR Mastermix kit Qiagen (Cat. No. 201223) ¥, thanh phan cho 1 phan tng dwgc néu trong
bang 3 va chu trinh nhiét trong bang 4.

Bang B.1 — Thanh phan ctia phan trng PCR xac dinh M.gallisepticum

Thanh phin Thé tich (pl)
Nuéce khdéng co nuclease 35,75
PCR Bufffer 50
dNTP 10mM 1,0
M8i xudi 20 pM 0,5
Méi nguec 20 UM 0,5
Taq 5U/l 0,25
MgCl, 50 mM 2,0
M3u ADN 50
Tdng thé tich 50,0

Bang B.2 — Chu trinh nhiét xac dinh vi khuan M. gallisepticum

Nhiét do

Thei gian

$6 chu ky

95 °C

2 min

1 vong

1 Théng tin nay dwa ra tao diéu kién thuan tién cho nguwdi st dung tiéu chun va khdng 4n dinh st dung san phém cia nha cung
cép nay. Cé thé st dung cac sdn pham twong ty néu cho cac két qua tuong duong.
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95°C 10s
55°C 20s 35 vong
72°C 30s
72°C 5 min 1 vong

Péi chirng dwong: ADN tach chiét tr vi khudn M. gallisepticum (xem B.2).
Déi chirng am: gdm dy da thanh phan cGia mét phan trng PCR, nhing khéng c6 ADN ctia vi khuén.

CHU Y: M3u va nguyén vét liéu cho-phan &ng PCR cén dét trong khay da lanh trong sudt qua trinh chudn bj hén hep phan
ng.

Tién hanh phan (Png PCR bing may nhan gen (4.6) v&i chu trinh nhiét néu trong bang 4.

B.5 Chay dién di

San phém PCR duwoc chay dién di trén thach agarose 1,5 % dén 2 % trong dung dich dém TAE hodc
TBE.

Cho 2 pl dung dich loading dye vao 8 ul san phdm PCR, trdn déu cho vao tirng giéng trén ban thach.
Cho 10 pl thang chuan (marker) vao mét giéng.

Ban thach dwgc chay dién di trong méi trwéng dung dich dém TAE hoéc TBE (tiy thudc vao loai dung
dich dém s dung khi pha thach) & b dién di (4.7), trong théi gian tir 30 min dén 40 min, & 100 V.

Sau d6 nhudm bing dung dich ethidi bromua 0,2 mg / 100ml.

Cé thé diing cac san pham c6 sdn chat nhuém ADN dé pha ché thach agarose (Vi DY: nhur SYBR safe ADN
gel stain clia hang Invitrogen) va st dung theo quy dinh clia nha san xuét.

B.6 Doc két qua
Phan (rng dwong tinh khi:
- Ma4u ddi chirng dwong c6 mét vach duy nhét ding kich ¢& ctia san pham.
- Mau dbi chirng am: khéng xuat hién vach.
- MA4u kiém tra c6 vach giéng mau déi chirng dwong.
Phan tng am tinh khi:
- MA&u ddi chirng dwong c¢é mét vach duy nhét dang kich cé clia san pham.

16



- Mau dbi chlPng am: khdng xuét hién vach.

- Mau kiém tra khéng cé vach giéng mau d6i chirng dwong.

TCVN 8400-39 : 2016
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Phuluc C
(Tham khao)

Chan doan huyét thanh hoc phat hién khang thé M. gallisepticum
C.1  Phan (ng ngwng két trén phién kinh

C.1.1 Chuan bj

- Huyét thanh: huyét thanh kiém tra (c6 thé la mau toan huyét), huyét thanh @i chirng (am va dwong
chuln);

- Khang nguyén chun. Phan trng ngung két thuerng s dung khang nguyén thuwong phdm. Tién hanh
phan (*ng va doc két qua theo huéng dan clia nha sén xuét;

- Dung cu khac: phién kinh sach, que khuéy, dbng hd tinh gi¢, d4u tip, cbc xa tip,..

C.1.2 Tién hanh

- Nhé 1 giot (khodng 30 pl) huyét thanh (hodc mau toan phan) Ién phién kinh;

- Nhd 1 giot (khoang 30 pl) khang nguyén thwong pham Ién phién kinh, bén canh giot huyét thanh;

- Dung que khudy @& trén giot huyét thanh va giot khang nguyén. Khudy thanh vong réng khodng 1 cm;
va l&c déu khoang 2 pht va doc két qua;

CHU Y:

- Tién hanh xé&t nghiém mau phai 1am cing huyét thanh &m va va huyét thanh dwong chuén.

- M3u huyét thanh Iam phan &ng ngwng két nhanh nén dwoc 1am ngay sau khi 1Ay mdu. Néu chwa lam duoc ngay thi bio
quén & 4 °C va khéng dugc dé déng da.

C.1.3 Doc két qua

Doc két qua sau 2 pht sau lac:

Duwong tinh: xuét hién hat ngung két, 1Am tdm (giéng ddi chirng dwong)
Am tinh: khéng xuét hién hat ngwng két (giéng déi chirng am)

C.2 Phan irng mién dich gén enzyme (ELISA)

C.2.1 Chuén bj miu

- L&y mau: S dung xi-lanh (3.7) va kim tiém vé trung, iy t&» 1,5 mi dén 2 ml mau tinh mach canh hodc
mau tim clia ga nghi mic bénh nhung chwa tiém phdng véc xin. Sau khi l4y, rit pit-tong [Ui ra d@é tao
khodng tréng (hodc bom mau vao éng nghiém vé triing), ghi ky hiéu mau trén xi-lanh hodc éng nghiém
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r&i d3t n3m nghiéng 45° trong hop dyng mAu, @& déng mau trong 1 h d&n 2 h & nhiét @ binh thwong,
tranh anh néng tryc tiép.

- Bdo quan mau: T4t cd cac mAu bénh phdm d&u duwgc bao quan trong diéu kién nhiét do tir 2 °C @én 8
°C chuy&n dén phong thi nghiém trong vong 48 h. Trong truéng hep chua xét nghiém ngay, mau huyét
thanh phai dwoc ly tam, chit 14y phan huyét thanh sang bng khac, bo quan trong diéu kién nhiét do tir
am 20 °C dén am 80 °C.

- Chét huyét thanh tir xi-lanh sang éng nghiém vé triing, ké tlr Iic |y mau dén lc chét huyét thanh
khéng qua 24 h, ghi ky hiéu cia mu Ién éng chira huyét thanh.

C.2.2 Cach tién hanh
VI DUY: duing bé kit phat hién khang thé Mycoplasma gallisepticum Antibody Test Kit cla hang IDEXX?
C.2.21 Chuén bj nguyén ligu

— Céc nguyén liéu cta b kit dwgc bdo quan & nhiét d§ 4 °C, trudre khi tién hanh phan (g phéi duwoc
dem ra dé can bing v&i nhiét dd phong (tir 18 °C dén 26 °C);

— MAu huyét thanh (6.3.3): duoc pha lodng thanh 1/500 véi dung dich pha loang mau (L&y 1 pl huyét
thanh pha véi 500 pl dung dich pha lodng mau);

— Pha loang dung dich rira dam dc 10 14n (Wash Concentrate 10 X): Iy 1 phan nwéc riva dam dac
pha v&i 9 phan nwéc cét;

—  Tinh thé tich dung dich nw&c riva cin pha: 300 pl/giéng x 3 Ian rira x 2 budc rira x sb giéng st dung;

- So db bd tri mau: trong so dd bb tri mAu phai cé6 mau tréng (Blank), kiém chirng &m (Negative
Control — NC), kiém chirng duwong (Positive Control — PC).

C.2.2.2 Tién hanh phan (rng

Bwaéc 1: Nho huyét thanh

Nhé 100 pl dung dich pha loAng mau vao giéng cé mau tring (Blank);

Nhd 100 pl kiém chirng a&m khéng pha lodng vao hai giéng déi chirng am;

Nh& 100 pl kiém chirng dwong khdng pha lodng vao hai giéng déi chirng dwong;

Nhé 100 pl huyét thanh (6.3.4.1) da pha loang vao cac giéng thich hop;

2 Thang tin nay dwa ra tao didu kién thuan tién cho nguei stk dung tiéu chufin va khéng 4n dinh si¥ dung san phdm ciia nha cung
cAp ndy. C6 thé st dung cac san pham trong ty néu cho céc két qua trong drong.
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- D& dia & nhiét @ trong khoang tir 18 °C dén 26 °C trong 30 min;

- B4 bd dung dich trong dia;

— Nhd 350 pl dung dich rira vao cac giéng, rdi dd bd di. Lap lai tir 3 1&n dén 5 lan.
Budc 2: Nhé khang khang thé (conjugate)

— Nhd 100 pl dung dich khang khang thé vao cac giéng;

— Pé& dia & nhiét d6 trong khoang tir 18 °C dén 26 °C trong 30 min;

- D& bd dung dich trong dia;

— Nhd 350 pl dung dich rira vao cac giéng, rdi dd bd di. Lap lai tir 3 1an @én 5 lan.
Budc 3: Nhé co chét

— Nhd 100 pl dung dich co chit TMB vao céc giéng;

- Dé dia & nhiét do trong khoang tir 18 °C dén 26 °C trong 15 min.

Buwéc 4: Dirng phén (rng

— Nhd 100 I dung dich dirng phan (rng (Stop Solution) vao cac giéng;

Do gia trj OD (méat dd quang hoc) biing may doc ELISA & budc séng 650 nm,
C.2.2.3 Poc két qua

Diéu kién phan (ng dwgc cong nhan khi:

— Gia tri OD clia d6i chirng dwong trir gid tri OD cuia d6i chirng &m phai Ién hon 0,075;
— Gi4 tri OD clia d6i chirng &m lén hon hodc béng 0,15.

Tinh két qua:

— Trung binh clia déi chirng am: [NC1 A (650) + NC2 A(650)]/ 2 = NC x tb

— Trung binh ctia @i chirng dwong: [PC1 A (650) + PC2 A (650)]/ 2 = PC x tb

~ Ty lé S/P = (gia tri OD cia miu - NC x tb) / (PCx tb — NCx tb)

— Hiéu gia clia méu: log,o Titer = 1,09 (logyo S/P) + 3,36

CHU THICH: S/P 1a ti 1& dwoc tinh toan gitra gid tri OD ctia m3u bénh phdm so véi gia tri OD clia mau kiém ching duong.

Danh gia két qua dbi véi mau bénh pham:
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— M&u huyét thanh dwong tinh véi khang th& Gumboro cé S/P I6n hon hodc bang 0,20;

— Mau huyét thanh am tinh v&i khang thé Gumboro ¢6 S/P nhé hon 0,20.
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