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Nong nghiép va Maéi trudng, Téng cuc Tiéu chuan Do lwdng Chét lwgng thadm dinh, B

Khoa hoc va Céng nghé cong bé.

B6 tiéu chudn TCVN 8400 Bénh déng vat - Quy trinh chan doan gém cac phan sau:

- TCVN 8400-1 : 2019, phén 1: Bénh L& mém long méng;

- TCVN 8400-2 : 2010, phén 2: Bénh do vi khuén Streptococcus suis gay ra trén lon;

- TCVN 8400-3 : 2010, phén 3: Bénh giun xodn;

- TCVN 8400-4 : 2010, phéan 4: Bénh Nui cét xon;

- TCVN 8400-5 : 2011, phén 5: Bénh Tién mao tring;

- TCVN 8400-6 : 2011, phén 6: Bénh Xuét huyét tho;

- TCVN 8400-7 : 2011, phén 7: Bénh D4u ctru va déu dé;

- TCVN 8400-8 : 2011, phén 8: Bénh N4m phéi do Aspergillus & gia cam;

- TCVN 8400-9 : 2011, phén 9: Bénh viém gan vjt typ I;

- TCVN 8400-10 : 2011, phén 10:

Bénh Lao bo;

- TCVN 8400-11 : 2019 phén 11: Bénh Djch t3 vit;

- TCVN 8400-12 : 2011, phan 12:
- TCVN 8400-13 : 2019, phén 13:
- TCVN 8400-14 : 2011, phén 14:
- TCVN 8400-15 : 2019, phén 15:
- TCVN 8400-16 : 2011, phén 16:
- TCVN 8400-17 : 2011, phén 17:
- TCVN 8400-18 : 2014, phén 18:
- TCVN 8400-19 : 2014, phén 19:
- TCVN 8400-20 : 2014, phén 20:

- TCVN 8400-21 : 2014, phén 21:

Bénh Bach ly va thurong han & ga;
Bénh Say thai truyén nhiém do Brucela;
Bénh Tu huyét tring & trau bo;

Bénh xoan khuén do Leptospira;

Bénh Phu & lon do vi khuén E.coli;
Bénh do Staphylococcus aureus ¢ ga;
Bénh Phu d4u ga (coryza);

Bénh Pho thurong han lon;

Bénh Péng déu lon;

Héi chung réi loan sinh sén va hd hdp & lon (PRRS);

- TCVN 8400-22 : 2014 phén 22: Bénh Gi4 dai & lon;

- TCVN 8400-23 : 2014, phén 23:

- TCVN 8400-24 : 2014, phén 24:

Bénh Ung khi than;

Bénh Viém phé quan truyén nhiém;
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anatipestifer gay ra;

- TCVN 8400-41 :
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Bénh Cum lon;

Bénh Cdm gia cdm H5N1;

Bénh Séan la gan;

Bénh Viém rudt hoai ttr do Clostridium perfringens;
Bénh Lympho leuko & ga;

Bénh Marek & ga;

Bénh Tu huyét tring gia cam;

Bénh Gumboro & gia cam;

Bénh Lé dang trung & trau bo;

Bénh Bién trung & trau bo;

Bénh Theileria & trau bo;

Héi chdmg suy mon & lon sau cai sika do Circo virus typ 2;
Bénh Viém phéi dia phuong & lon;

Bénh Tiéu chay ¢ lon do Corona virus;

Bénh Viém durong hd hap man tinh & ga va ga tay;

40: Bénh Nhiém trung huyét & thdy cam do vi khuén

Bénh dich ta lon chau Phi;

Bénh djch ta loai nhai lai;

Bénh Iu6i xanh;

Bénh roi trung Trichomonosis;

Bénh gao lon, bénh gao bo;

Bénh Dai;

Bénh djch t4 lon c6 dién;

Bénh tiéu chay c6 mang nhay do vi rit & bo;
Bénh viém miii khi quan truyén nhiém & bo;
Bénh viém ndo Nhéat Ban;

Bénh viém phdi, mang phéi truyén nhiém & bo;

Bénh nhiét than & gia suc;

Reimerella
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- TCVN 8400-53 : 2022, phén 53: Bénh viém phéi héa mu do vi khudn Ornithobacterium rhinotracheale
- TCVN 8400-54 : 2022, phéan 54: Bénh ty thu & gia stc;

- TCVN 8400-55 : 2022, phan 55: Bénh u nhay & thé;

- TCVN 8400-56 : 2023, phéan 56: Bénh tu huyét trung & lon, trdu, bo, gia cam;

- TCVN 8400-57 : 2024, phan 57: Bénh Glasser & lon.
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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8400-XX : 2025

Bénh doéng vat — Quy trinh chan doan —
Phan XX : Bénh Rut mé trén loai thay cam

Animal disease — Diagnostic procedure — Part XX : Infection with novel goose parvovirus

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chuan nay cé thé lién quan dén cac vat liéu, thiét bj va cac thao
tac gay nguy hiém. Tiéu chuan nay khong dwa ra hét cac van dé an toan lién quan dén viéc st
dung chung. Ngwei str dung tiéu chuan phai tw thiét 1ap cac thao tac an toan sinh hoc thich hop

va xac dinh kha néng ap dung céc gi®i han quy dinh trwéc khi st dung tiéu chuan.

1 Pham vi &p dung

Tiéu chuén nay quy dinh quy trinh chdn doan bénh Rut mé trén loai thiy cAm do Parvovirus gay ra.

2 Tai liéu vién dan

Tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. Déi véi tai liéu vién dan ghi nam
cobng bd thi 4p dung phién ban dwoc néu. Déi voi tai liéu vién dan khéng ghi ndm cong bé thi ap dung

phién ban méi nhét, bao gém céc ban stra dbi, bd sung (néu co).
TCVN 1 - 1: 2015, Phan 1: Quy trinh xay dwng tiéu chuan quéc gia.

TCVN 1 - 2 : 2008, Xay dwng tiéu chuan - phan 2: Qui dinh vé trinh bay va thé hién néi dung tiéu chuan

quéc gia.

TCVN 8402 : 2010, Bénh déng vat - Quy trinh mé kham.

3 Thuat ngir va dinh nghia, cac tir viét tat

3.1 Thuéat ngir va dinh nghia

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

- Bénh Rut mé la bénh truy&n nhiém & thdy cam do vi rit Parvo gay ra.

- Vi rat gay bénh Rut mé la Novel goose parvovirus (N-GPV) thudc chi Dependoparvovirus, phan ho

Parvovirinae va ho Parvoviridae, c6 vat liéu di truyén 1a DNA, vé ngoai |a lipid.
3.2 Tww viét tat

- CPE (Cytopathic effect): Bién déi bénh ly té bao;

- Ct (Threshold cycle): Chu ky ngwéng;

- DEF (Duck Embryo Fibroblast): Té bao xo' phéi vit;
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- DNA: Acid deocyribonucleic;

- DNAse (Deoxyribonuclease): Enzym thiy phan lién két ctia phan t DNA,;

- EDTA (Ethylene diamine tetra-acetic acid): Chat tao phirc EDTA,;

- ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay): Phuwong phap mién dich lién két enzyme;

- FBS (Fetal Bovine Serum): Huyét thanh bao thai bé;

- N-GPV: Novel goose parvovirus;

- MEM (Minimum Essential Medium): Méi trwong nubi cay té bao MEM;

- PBS (Photphate Buffered Salin): Dung dich muéi dém phét phat;

- Realtime PCR (Realtime Polymerase Chain Reaction): Phan trng chudi tring hop thdi gian thwc;
- RNA: Acid ribonucleic;

- RNAse (Ribonuclease): Enzym thly phan lién két ctia phan ti RNA;

- TBE 10X (Tris-axit boric - Ethylendiamin Tetraacetic axit): Dung dich dém TBE dam dac 10 lan.
4 Thuéc thep, vat liéu thir

Chi st dung thuéc thir loai tinh khiét phan tich va chi st dung nwéc cat hodc nwédc da khir ion khoang

hodc nwdc co dd tinh khiét twong dwong, khéng co6 DNAse va RNAse, trir khi co quy dinh khac.
4.1 Thudc thtp, vat liéu thir dung chung

4.1.1 Con (Ethanol), ttr 70 % (thé tich) dén 100 %:

4.1.2 Dung dich muéi dém phét phéat (PBS), pH 7,2 + 0,2 (xem Phu luc A);
4.1.3 Dung dich khang sinh, bao gdm cac loai penicillin, streptomycin:;

4.2 Thuéc thir, vat liéu thir dung cho phwong phap phan lap

4.2.1 Phoi trieng vit ttr 9-11 ngay tudi, 14y tir vit sach bénh;

4.2.2 Té bao xo phoi vit (DEF);

4.2.3 Mé6i trwong MEM (Minimum Essential Medium));

4.3 Thudc thir, vat liéu thir dung cho phwong phap PCR va realtime PCR
4.3.1 Kit chiét tach DNA vi rat (tham khdo Phu luc D);

4.3.2 Kit nhan gen;

4.3.3 M6i xudi, méi ngwoc cho phwong phap PCR;

4.3.4 M6i xudi, mdi ngwoc va mau do cho phwong phap realtime PCR;

4.3.5 Nwére tinh khiét, khdng c6 DNAse/RNAse;
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4.3.6 Dung dich TBE 10X;

4.3.7 Thang chuan DNA 100bp;

4.3.8 B6t agarose;

4.3.9 Chat nhudm gel (gel red hodc chat nhuém gel twong dwong);
4.3.10 Loading dye;

4.4 Thudc thir, vat liéu thir dung cho phwong phap ELISA

4.4.1 Kit ELISA;

5 Thiét bi, dung cu

St dung cAc trang thiét bi, dung cu, may méc va vat tw clia phong thi nghiém sinh hoc va cu thé nhw sau:
5.1 Thiét bi, dung cu dung chung

5.1.1 Pipet, cé dau tip cac c& 30 ul, 200 pl va 1000 pl;

5.1.2 Pau tip céc loai;

5.1.3 Xy lanh, dung tich 1 ml, 5 ml;

5.1.4 6ng ly tdm, dung tich ttr 1,5 dén 2 ml, 15 ml, 50 ml;

5.1.5 Dung cu bao hé (khiu trang, gang tay, 4o bao hé, kinh, ang);
5.1.6 Tui dwng réac thai;

5.1.7 Ta an toan sinh hoc cap 2;

5.1.8 Ta lanh am sau, c6 thé duy tri nhiét 6 tir &m 20 °C dén am 80 °C;
5.1.9 Ta lanh, c6 thé duy tri nhiét do tw 2 °C dén 8 °C;

5.2 Thiét bi, dung cu cho phwong phap phan lap

5.2.1 Pia nudi té bao (12 giéng, 24 giéng, 96 giéng);

5.2.2 Chai nu6i té bao (T25, T75);

5.2.3 Kinh hién vi soi ngworc;

5.2.4 Budng dém té bao;

5.2.5 TG am, c6 chira 5% CO,, duy tri dwoc & 37 °C;

5.3 Thiét bi, dung cu may méc dung cho phwong phap PCR va reatime PCR
5.3.1 Ong nghién mau;

5.3.2 Ong PCR (0,1 ml, 0,2 ml):

5.3.3 May ly tam lanh, c6 thé thyc hién & 1500 g dén 2500 g, 10000 g va 12000 g;
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5.3.4 May lac éng (vortex mixer);

5.3.5 May chiét tach DNA/RNA;

5.3.6 May PCR, may realtime PCR;

5.3.7 Hé théng dién di (bd nguédn, bé dién di, khuén dién di, lwoc, may doc két qua dién di);
5.4 Thiét bi, dung cu cho phwong phap ELISA

5.5.1 May doc ELISA, c6 thé doc & buéc séng tlr 450 nm dén 650 nm;

5.5.2 Hé théng rira dia thu cong hodc tw dong;

6 Chan doan lam sang

6.1 Dich té hoc

- Bénh Rut mé do N-GPV gay bénh chi yéu trén vit. Bénh thwéng xuét hién & vit tir 1 tudn dén 1 thang
tudi, ty 1& mac tlr 20 % dén 50 %, ty 1& chét tir 15 % dén 30 %. Vit nudi san c6 mic dod lay lan va ty 1é

mac cao hon vit nudi tha déng. Bénh it xay ra & vit trwdng thanh.

- Bénh lay lan chud yéu do tiép xudc gitra cac thiy cam khée manh va thiy cdm bi nhiém bénh. Bénh cé
thé lay lan thong qua phan, thirc an, nwéc udng chira vi rit cho thiy cdm khée manh.

- Bén canh d6, nhirng con céi sinh san bi nhiém bénh can |am sang déng vai trd la vat mang mam
bénh, tr d6 truyén vi rat qua trieng va gay bénh cho con non. Nhiém tring ngoai vé trirng ciing la tac
nhan dwa mam bénh nhiém vao nhirng con khdng cé bénh trong trai 4p trirng.

6.2 Triéu chirng lam sang

- Céc dau hiéu lam sang dau tién 1a con vat di chuyén va an uéng khé khan. Sau dé cé cac dau hiéu
dién hinh la: di khap khiéng, mét hoac ca hai chan dudi ra sau hodc ra ngoai, mé ngan, lwdi nhd ra khdi
mo, c6 thé vat chéo sang mot bén, dau lwdi co khi tdn thwong thanh seo. Con vat gidm &n, coi coc,
l6ng xo xac, cham thay 16ng, chay nwéc mat, nwéc mii, tiéu chay, cham phat trién.

- Bénh gay ra sw sut giam dang ké vé trong lwong va kich thuwéc cho thiy cAm mac bénh.

6.3 Bénh tich

- Vit m&c bénh c6 hién twong xung huyét @ mach mau mang tim, gan, than, lach, phdi, ruét.

- C6 mang gia & xoang miéng, bé mat da day tuyén va niém mac thwc quan bam nhiéu chat nhay dac.
Niém mac rudét méng, cé mau dé nhat va cé dich tiét viém mau vang bam vao. Tui mat chiva day dich
xanh dam.

- Gan sung to ¢6 pht mang fibrin, co' tim nh&o va nhat; mét sd con xuat huyét, tich dich xoang bao tim,

xuét huyét co dui.
7 Chan doan trong phong thi nghiém

7.1 L4y mAu, bao quan va xt ly mau
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7.1.1 LAy mau
Lay mau theo hwéng dan cla quy trinh mé kham TCVN 8402:2010

Mau dwoc 14y vao thdi ky dau cua 6 dich, mau dwoc 14y ngay sau khi con vat bi 6m, chét hodc md

kham. LAy m&u tlr 3 con dén 5 con.

- V&i con vat da chét hoac md kham: ldy mau bénh pham 1a lach, than, tim, gan.

- V6i con vat con séng: st dung xy lanh (5.1.3) dé |4y méau & cb, canh hodc ban chan, si dung tam
béng dé ngoay dich mii, ngody dich hong, phan.

- M3u méi trwdng: 1ay phan, nuwéc udng, nudc thai.

- San pham tlr thiy cam: thit, pht tang, phu phdm va san pham thit déng lanh/ wép lanh/ so ché clia
loai thily cAm hoéc thirc &n chan nudi cé nguén gbc tir loai thay cam.

M&u bénh phdm la huyét thanh dé& xét nghiém phat hién khang thé.

7.1.2 Bao quan mau

Mau bénh phdm phai bao géi can than tranh lay lan, bdo quan & nhiét d &m sau hoac it nhat tr 2 °C
dén 8 °C va van chuyén ngay dén phong thi nghiém trong 24 h.

CHU THICH:

1) T4t ca cac mau phai dwoc dan nhan va kém theo cac thong tin dich té, triéu ching Iam sang va bénh tich (néu mé
kham).

2) Trong trweng hop khong tién hanh xét nghiém mau ngay thi mau xét nghiém vi rat phai dwoc bdo quan & nhiét d <
20 °C.

3) MAu ban d4u va rac thai xuét hién trong qua trinh chan doan bénh phai dwgc phan loai, tién hanh hap tiét tring va

cho vao thung rac y té.
7.1.3 X ly mau

Tao huyén dich 10% tr mau bénh pham (lach, than, tim, gan) trong dung dich PBS (4.1.2) v6 trung (vi
du: nghién 1 g mau bénh pham trong 9 ml dung dich PBS). Sau dé ly tam huyén dich & 2500 g trong 15
min bang may ly tdm (5.3.3). Thu dich nbi dé& chan doan phat hién vi rat bang phwong phap realtime
PCR, PCR hoac phan lap vi rat.

Bénh pham la mau dwoc gitv & 4 °C dén 8 °C chd dong rdi tach 14y huyét thanh dé chan doan phat

hién khang thé.

7.2 Phwong phap phat hién vi rut

7.2.1 Phwong phap phan lap

7.2.1.1 Phan lap vi rut gay bénh Rut mo trén phdi trirng vit
Tham khéo Phu luc B

7.2.1.2 Phan lap vi rat gdy bénh Rut mé trén té bao xo phéi vit

10
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Tham khéo Phu luc C
7.2.2. Phwong phap PCR
7.2.2.1 Chiét tach DNA

Sau khi x& ly mau, tién hanh chiét tach DNA tir cac dich bénh phdm bang kit chiét tich DNA/RNA

(tham khao Phu luc D). DNA thu dwgc sau qué trinh chiét tach dung lam méu xét nghiém.
7.2.2.2 Tién hanh phan trng

- S dung c&p mdi xudi/ ngwoc cho phan rng PCR (tham khao muc E1, Phu luc E) v&i ndng dd méi 20
M.

- Chuan bi hén hop phan ng theo hwéng dan cda bo kit dwoc st dung (tham khao muc E2, Phu lyuc
E) v&i nwéc tinh khiét (4.3.5).

+ Cho 20 pl hédn hop Master mix vao 6ng PCR (5.3.2).

+ Cho 5 pl DNA dwong tinh cla vi rat gay bénh Rut mé c6 gia tri Ct da biét trwéc vao 6ng PCR ddi

chirng duong.
+ Cho 5 pl nwéc tinh khiét (4.3.5) vao éng PCR dbi chirng am.
+ Cho 5 pl DNA ctia mau da tach chiét vao éng PCR.
- Cai dat chu trinh nhiét chay phan rng PCR (tham khao muc E3, Phu luc E).
- Pat 6ng PCR chira hén hop phan (rng vao may PCR (5.3.6) va chay may theo chu trinh da cai dat.
CHU THICH:
1) Phan (rng PCR phai bao gdm mau kiém tra, mau dbi chirng dwong tinh va dbi chirng am tinh.
2) MAu va nguyeén liéu cho phan (r’ng PCR can dét trong khay da lanh trong suét qua trinh chuan bi hdn hgp phan tng.
7.2.2.3 bién di

Chuén bi thach Agarose 1,5 % pha trong dung dich TBE (1X) bd sung chat nhuém gel (4.3.9) theo

hwéng dan cla nha san xuat.

- D6 thach vao khuén dién di (cé lwoc) (5.3.7).

- Thach khd, rut lwoc ra va cho thach vao bé dién di (5.3.7) c6 chira dung dich TBE (1X).
- Cho mau vao céc giéng (10 pl san pham PCR + 2 pl loading dye (4.3.10).

- St dung thang chuan DNA (4.3.7).

- Pay nap bé dién di lai (5.3.7) va két néi véi dong dién, phai ddm bao dong dién dwoc két néi ding
cwe. bién di trong 30 min v&i hiéu dién thé tr 80 V dén 100 V.

- Sau khi dién di xong, tat ngudn dién, lay thach ra rira nwéc trong 5 min va doc két qué bang anh sang
UV thich hop, chup anh.

11
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7.2.2.4 Poc két qua

- Phan &ng dwoc cdng nhan:

+ M&u dbi chirng am tinh khdng cé vach san pham.

+ M&u dbi chivng dwong tinh cé vach san pham cé kich thwéc 549 bp (thang chudn DNA).

+ Néu mét trong s mau dbi chirng 1a khéng dung thi phai thwe hién lai xét nghiém.

- Vé&i diéu kién phan &ng trén:

+ Mau xét nghiém dwong tinh vi rat gay bénh Rut mé khi xuét hién vach san pham cé kich thwéc gibng
véi kich thuwéc mau ddi chirng dwong 1a 549 bp.

+ M&u am tinh khang c6 vach san pham.

+ MAu xét nghiém la nghi ng® khi c6 vach san phadm khong ré rang hodc khoéng gibng mau dbi chirng
dwong. Nhirtng mau nghi ng& can lam 13p lai mét lan niva hodc thwe hién phan (ng realtime PCR dé
khang dinh .

7.2.3 Phwong phap realtime PCR
7.2.3.1 Chiét tach DNA

Xem 7.2.2.1

7.2.3.2 Tién hanh phan &ng
Phwong phap realtime PCR

- Chon méi va m4u do cho phan &ng realtime PCR (tham khao muc F1, Phu luc F) vé&i ndng d6 méi 20

UM va ndng d6 doan do 10 pM.

- Chuén bj hén hop phan (rng theo huwéng dan ctia bo kit dwoc st dung (tham khao muc F2, Phu luc F)
v&i nwéec tinh khiét (4.3.5).

+ Cho 20 pl hén hop Master mix vao éng PCR (5.3.2).

+ Cho 5 ul DNA dwong tinh cla vi rat gay bénh Rut md c6 gia tri Ct da biét trwéc vao dng PCR dbi

chng dwong.

+ Cho 5 pl nwéc tinh khiét (4.3.5) vao 6ng PCR dbi chirng am.

+ Cho 5 pl DNA clGia mau da tach chiét vao éng PCR

- Cai dat chu trinh nhiét cho phan &ng realtime PCR (tham khao muc F3, Phu luc F).

- P&t éng PCR chira hén hop phan ¢ng vao may realtime PCR (5.3.6) va chay may theo chu trinh da
cai dat.

7.2.3.3 Doc két qua

Két qua cha phan (ng realtime PCR dwoc xac dinh dwa vao chu ky nguéng (Cycle threshold: Ct).

12
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- Phan &rng dwoc céng nhan:
+ Mau dbi chirng am tinh cho két qua khong co gia tri Ct.

+ Mau dbi chirng dwong tinh 1a mau chuan dwoc chudn do trwéc, cho két qua dwong tinh va cé gia tri
Ct twong dwong gia tri Ct da biét (+2).

+ Néu mét trong s mau dbi chirng 1a khéng dung thi thwe hién lai xét nghiém.

- Véi diéu kién phan tng trén:

+ Mau xét nghiém dwong tinh vai vi rat gay bénh Rut mé khi c6 gia tri Ct < 35.

+ Mau xét nghiém am tinh vai vi rat gay bénh Rut mé khi khéng co gia tri Ct hoac gia tri Ct > 40.

+ Mau xét nghiém dwoc xem la nghi ngd khi c6 gia tri Ct trong khodng 35 < Ct < 40. Nhirng méau nghi
ng® nay, can dwoc thwc hién lai xét nghiém hoac st dung phwong phap xét nghiém twong dwong
khac dé khang dinh két qua.

CHU THICH:
1) Phan trng realtime PCR phai bao gdm mau kiém tra, mau déi chirng dwong tinh va ddi ching am tinh.

2) Mau va nguyén liéu cho phan &ng realtime PCR can dat trong khay da lanh trong suét qua trinh chuén bi hén hop
phan &ng.

7.3 Phét hién khang thé bang phwong phap ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Hién nay c6 nhiéu bo kit ELISA phat hién khang thé vi rat gay bénh Rut mé & thdy cAm c6 ban sén trén
thi trwong. Thuc hién phwong phap ELISA can theo dung huwéng dan cia nha san xuét (tham khao phu
luc G).

8. Két luan

- Thay cdm dwoc xac dinh nhiém vi rat gay bénh Rut mé khi cé cac déc diém dich té, triéu ching 1am
sang, bénh tich cta bénh va c6 két qua xét nghiém dwong tinh véi mot trong cac phwong phap xét

nghiém sau:

+ Phuwong phap realtime PCR cho két qué dwong tinh.

+ Phwong phap PCR cho két qua dwong tinh.

+ Phan lap dwoc vi rat va két qua khang dinh dwong tinh véi vi rat gay bénh Rut mé.

- San pham, thirc an chan nudi cé nguén gbc tlr thiy cAm va mau méi trwérng dwoc xac dinh nhiém vi
rat gay bénh Rut mé khi c6 két qua xét nghiém dwong tinh véi mét trong cac phwong phap xét nghiém

sau:
+ Phuwong phéap realtime PCR cho két qué dwong tinh.
+ Phwong phap PCR cho két qua dwong tinh.

+ Phan lap dwoc vi rat va két qua khang dinh dwong tinh véi vi rdt gy bénh Rut ma.
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Phu luc A
(Quy dinh)
Thanh phan va chuan bi dung dich thuéc thip

A.1 Dung dich mudi dém phét phat (PBS) pH 7,2+ 0,2

Thanh phéan:
Natri clorua (NacCl) 8¢
Kali clorua (KCI) 0,29
Natri hydrophosphat (Na,HPO,) 1,15¢g
Kali dihydro phosphat (KH,POy) 0,2¢
Nwac cat 1000 ml

Cach chuan bj: Hoa tan natri clorua, kali clorua, natri hydrophosphat va kali dihydro phosphat trong
1000 ml nwéc cét. Chinh pH trong khodng 7,2 + 0,2. Hap & 121 °C trong théi gian 15 min, chia nhé va
bao quan & 4 °C trong khoang 3 thang.

GHI CHU: C6 thé str dung PBS thwong mai va chuén bi theo hwéng dan ctia nha san xuét.
A.2 Dung dich NaHCO3; 7 %

Thanh phéan:
NaHCO; 749
Nwéc cét 100 ml

Céch chuan bi: Hoa tan cac thanh phan trén. Hap & 121 °C trong thdi gian 15 min va bao quan & 4 °C.
A.3 Dung dich L-glutamine 3 %

Thanh phéan:
L-glutamine 39
Nwaoc cat 100 ml

Cach chuén bi: Hoa tan cac thanh phan trén. Sau do, loc qua mang loc 0,45 um. Dung dich dugc bao

quan & nhiét dé am 20 °C.
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A.4 Trypsin 0,5% (10X)

Thanh phan:

Trypsin 059

PBS 100 ml

Céch chuén bi: Hoa tan cac thanh phan trén. Sau do, loc qua mang loc 0,45 pm. Dung dich dwgc bao

quan & nhiét dé am 20 °C.

A.5 Mai trwéng nudi cay té bao

Thanh phan

MEM (Minimum Essential Medium) 435 ml
FBS (Fetal Bovine Serum) 50 mi
L-glutamine 3 % 5ml
NaHCO; 7 % 5 ml
Khéng sinh (Penicillin/Streptomycin) 5ml

Céch chuén bj: Hoa tan cac thanh phan trén. Dung dich dwoc bdo quan & 4 °C.

A.6 M6i trwong duy tri té bao

Thanh phan

MEM (Minimum Essential Medium) 480 ml
FBS (Fetal Bovine Serum) 10 ml
L-glutamine 3 % 5ml
NaHCO; 7 % 5ml
Khéng sinh (Penicillin/Streptomycin) 5ml

Céch chuan bj: Hoa tan cac thanh phan trén. Dung dich dwoc bao quan & 4 °C.

15



TCVN 8400-XX : 2025

Phu luc B
(Tham khao)
Phan lap vi rat gay bénh Rut mé trén phdoi trieng vit
B.1 Tiém huyén dich bénh pham vao phéi trirng vit:

- Chon trirng vit c6 phdi tv 9 dén 11 ngay tudi (khdng cé khang thé khang vi rat gy bénh Ryt md), lay

tlr trai vit sach bénh.

- Soi trirng, chon phdi khde. M&i mau bénh pham tiém ti 3 phdi dén 5 phoi.

- Sét trung vé trirng bang cén 70% va duc mét 16 nhé lam vi tri tiém & phia trén budng hoi.

- St dung xy lanh hat 0,2 ml huyén dich bénh phadm da x{& ly vo tring tiém vao xoang niéu mo.
- Bit kin 16 tiém bang keo.

- Ap trirng & nhiét dd 37 °C. Theo ddi va soi trieng 2 1an/ ngay dé kiém tra sy séng sét ctia phoi.
- CAc trirng c6 phdi chét bao quan & nhiét do 4 °C.

- Sau 6 ngay, céac trirng c6 phoi séng dwoc gitk & nhiét dd 4 °C dé 1am chét phoi.

B.2 Thu hoach nwérc trieng

- Thwe hién trong diéu kién vo tring. Sat triing vé trirng bang cén 70 %.

- Dung panh va kéo vo triing cét vé trirng, boc 16 xoang niéu mo.

- Hat dich niéu md tlr 5 dén 10 ml/ trirng vao cac 6ng nghiém riéng ré, bao quan & nhiét do 4 °C dé

khang dinh vi rat sau phan lap bang phwong phép realtime PCR hoac PCR.
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Phu luc C
(Tham khao)
Phan lap vi rat gay bénh Rut mé trén té bao xo phoi vit

C.1 Chuan bi té bao xo phéi vit (DEF — Duck Embryo Fibroblast)
- Chon triéeng vit 6 phéi tir 9 dén 10 ngay tudi, phat trién tét. Mé trirng, 14y phoi.
- Rlra phoi trong dung dich PBS c6 chira 1 % khang sinh.
- C4t bd dau, chan, canh va cac co quan phi tang.
- Rlra lai phéi tir 1 1an dén 2 Ian trong dung dich PBS c6 chira 1 % khang sinh.
- Dung kéo cét nhd phoi.
- Tach té bao xo phéi bang dung dich trypsin &m 0,5 % va ly tam nhe 250 g (5.3.2) trong 15 min.
- Thu hoach té bao da tach bang céach loc qua 4 1an vai gac, cho vao méi truéng MEM.
- Ly tam huyén dich té bao & tbc d& 1500 g trong 5 min & 4 °C, loai bé phan nwéc trong.
- Rtra lai 1 14n v&i méi trwdng nudi cay.
- Pém va pha lodng té bao v&i méi trweéng phat trién (MEM + 10% FBS).
C.2 Phan lap vi rat gay bénh Rut mé trén té bao DEF

- C4y té bao DEF trong cac chai nudi t& bao (5.2.2) hodc dia nubi t& bao (5.2.1). Sau khi té bao moc

thanh tham (khoang 70 %) gay nhiém huyén dich da x& ly ho&c dich niéu ma.
- Tiép tuc nudi cly & tt 4m 37 °C / 5 % CO2.

- Kiém tra bénh tich t& bao (CPE) trong chai ho&c dia nudi cdy té bao hang ngay bang kinh hién vi
(5.2.3).

- Néu CPE dat 70 % dén 80 % hod&c sau khi gay nhiém 7 ngay khdng c6 CPE thi tién hanh thu hoach

hdn dich té bao.

- Cho céc chai nuéi cay vao nhiét 6 am 20 °C dén am 80 °C lam déng, sau d6 ra dong, lap lai 2 dén 3
lan. Thu toan bo dich nudi cdy vao éng ly tam (5.1.4). Cubi cung ly tam va thu phan nwéc trong dé

khang dinh vi rit hoac cay chuyén.
- Viéc cly chuyén 2 dén 3 I1an la can thiét trong qua trinh phan lap.

- Khang dinh vi rat sau phan lap bang phwong phép realtime PCR ho&c PCR.
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Phu luc D
(Tham khao)
Phwong phap chiét tach DNA

CANH BAO: Viéc chiét tach DNA cé str dung hoa chat nguy hiém va c6 kha ning gay hai néu
thao tac khong can than. Do vay, nén tranh tiép xic trwc tiép véi da va hit phai hoi cta cac hoa

chét nay. Luén luén deo gang tay, khau trang, mac quan &o bao hé khi thwc hién cac thao tac nay.

Hién nay, co rat nhiéu cac loai kit chiét tach khac nhau dwoc cung cép trén thi trwong. Vi du: st dung
kit TACO DNA/ARN Extraction kit (cat. No. Atc-d/rna)* hoac Kit Invitrogen PureLink Viral RNA/DNA kit
(Cat. No. 12280-050)?

D.1 Kit TACO DNA/ARN Extraction kit (cat. No. Atc-d/rna)

D.1.1 Chuan bi

- Pha dung dich dém rira (Washing buffer A) vé&i 135 ml cén Ethanol 96 %.
- Pha dung dich dém rira (Washing buffer B) vé&i 230 ml con Ethanol 96 %.
D.1.2 Cach tién hanh

Cac budc thye hién theo so doé sau:

. Lwong . Lwong
Thuoc thw Thuoc thw HIG|F|E|D|C|B]J|A
() (ki)

Ethanol 200 Lysis buffer 500 = 1
Washing buffer A 750 | Magnet beads 50 = 2
Washing buffer A 750 = 3
Washing buffer B 750 — 4
Washing buffer B 750 - 5
Elution buffer 100 = 6
>
8
) = °

Giong nhw trén
10
11
12

- Nho 200 ul Ethanol 96 % vao cot 1 (c6t 7)

- Nho 500 pul dung dich Lysis buffer vao cot 1 (c6t 7)

V22 Thong tin nay dua ra dé tao didu kién cho ngudi sir dung tiéu chuan va khong an dinh sir dung san phim cua nha cung cép nay. C6 thé

sir dung c4c san pham thuong mai khac néu cho két qua twong dwong. Khi st dung nén tuan thi theo khuyén céo ciia nha san xuat.
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- Nhoé 750 ul dung dich dém rira Washing buffer A vao cét 2 (cot 8)

- Nhé 750 pl dung dich dém rira Washing buffer A vao cét 3 (cét 9)

- Nhé 750 pl dung dich dém rira Washing buffer B vao cét 4 (cét 10)

- Nhé 750 pl dung dich dém rira Washing buffer B vao c6t 5 (cét 11)

- Nhé 100 pl dung dich Elution buffer vao c6t 6 (cot 12)

- Nhé 50 pl dung dich Magnet beads vao cét 2 (cot 8). Lac déu dung dich Magnet beads truéc khi nhé
- Cho 200 pl huyén dich mau sau khi ly tam vao cac giéng & cot 1 hoac cot 7.

- Chuén bi may chiét tach DNA/RNA (may Taco) (5.3.5) : Khéi dong, cai lwoc vao may.
- DBat dia vao may Taco va cho may chay.
- Sau khi may chay xong, thu 100 pl DNA tir cAc giéng tai cot 6 hodc 12 sang cac 6ng ly tam tir 1,5 dén

2 ml m&i dé tién hanh xét nghiém.
D.2 Kit Invitrogen PureLink Viral RNA/DNA kit (Cat. No. 12280-050)
D.2.1 Chuan bi

- Chuén bi dung dich RNA van chuyén: Nhé 310 pl nwéc tinh khiét vao 6ng RNA van chuyén déng kho
(310 pug RNA van chuyén/éng)

- Chuan bj dung dich Wash buffer (1X): Thém véi 60 ml cdn Ethanol 96 % vao lo dung dich Wash
buffer (5X).

D.2.2 Céach tién hanh

- Nhé 25 pl protease K vao éng ly tam 1,5 dén 2 ml (5.1.4).

- Nhé 200 pl huyén dich bénh phadm vao éng ly tam (5.1.4).

- Nhé 200 pl dung dich Lysis Buffer (d4 bao gébm 5,6 pg RNA van chuyén) vao éng ly tam.
- Léc 6ng trong 15 s va ly tam. U & 56 °C trong 15 min roi ly tam.

- Nhé 250 pl Ethanol 96 % vao 6ng, lac déu trong 15 s rdi ly tam.

- U & nhiét d6 phong trong 5 min.

- Chuyén toan bé dich trong 6ng (675 pl) vao cot loc cé éng thu.

- Ly tam cdt loc va éng thu & gia téc 6800 g trong 1 min & nhiét d6 phong.

- Chuyén cdt loc sang 6ng thu mai.

- Nhé 500 pl dung dich Wash buffer (1X), ly tam & gia téc 6800 g trong 1 min & nhiét dd phong.
- Chuyén cét loc sang éng thu mai.

- Nhé 500 pl dung dich Wash buffer(1X), ly tam & gia tc 6800 g trong 1 min & nhiét dd phong.
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- Chuyén cdt loc sang 6ng thu méi, ly tam & gia té¢c 14000 g trong 1 min.

- Chuyén cét loc sang 6ng 1,5 ml sach DNAse/RNAse.

- Nhé 50 pl nwéc sach DNAse/ RNAse vao cét loc, U 1 min & nhiét dé phong
- Ly tm cét loc va éng 1,5 ml & gia tdc 14000 g trong 1 min & nhiét do phong.

- Bd cot loc, gilr lai 6ng ly tam 1,5 dén 2 ml chva 50 pl DNA. B&o quan DNA & 4 °C néu thyc hién xét

nghiém ngay hodc & am 20 °C néu xét nghiém sau 24 gio.
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Phu luc E
(Tham khao)
Phwong phap PCR phat hién vi rut gady bénh Rut mé
E.1 Trinh tw moi

Bang 1: Trinh tw moi

N("ing Kich thwéc o
" A R . > 2 Tai liéu tham
Gen Tén moi Trinh tw (5’-3’) do san pham Khio
(LM) (bp)
GPV-F | TTT GGC HGC CCC TTTACC TGATCC | 20 Chunhe Wan
NS 549 :
MGPV - R ATT TTT CCC TCC TCC CAC CA 20 vacs, 2018

CHU THICH: Viéc lwa chon cac mdi va mau do cho phan rng can tham khao theo hwéng dan chan doan bénh déng vat cta T
chtrc Thay Thé giéi (WOAH) va céc bai bao khoa hoc hang nam dé cap nhat méi cho phi hop.

E.2 Thanh phan phan tng PCR
Bang 2: Thanh phan phan rng PCR

Thanh phan N . X .0
i . . . ® Nong do The tich
TT (Theo hwéng dan cda kit Platinum™ PCR (M) W
SuperMix, Cat.No: 11306-016)° H H
1 | Dung dich SuperMix 19
2 | M6i xudi 20 0.5
3 | M6i nguoc 20 0.5
4 | Mau DNA 5
Téng 25
CHU THICH: Tuy theo kit st dung ma thanh phan hdn hop phan &ng cé thé khac nhau, viéc thwc hién
chuén bi hdn hop phan trng nén tuan tha theo huwéng dan cda kit dwoc st dung.

E.3. Chu trinh nhiét
Bang 3: Chu trinh nhiét

Nhiét do Théi gian Sé chu ky
95 °C 04 min 01
95 °C 40 s
53 °C 30s 35
72 °C 40 s
72 °C 07 min 01

® Thong tin nay dua ra dé tao diéu kién cho ngudi sir dung tiéu chuan va khdng an dinh sir dung san pham cua nha cung cp nay. C6 thé sit
dung cac san pham thuong mai khac néu cho két qua twong duong. Khi st dung nén tuén tha theo khuyén céo caa nha san xuat.
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Phu luc F
(Tham khao)
Phwong phap realtime PCR phat hién vi rat gay bénh Rut mé
F.1 Trinh tw moi va doan do

Bang 1: Trinh tw méi va doan do

Tén moi/
Gen Trinh tw (5’-3’)
doan do

Tai liéu tham
khao

N-GPV-F | CAAATT CCATCCTTC TCC AAATCT
VP3 | N-GPV-R | TCT GCA GGT ACT GGT GTATTCTTG A
N-GPV-P | CTG CAC AAT CCA CCA CCACAG GTC TTC - ECLIPSE

Wang va cs, 2017

CHU THICH: Viéc lwa chon cac mdi va mau do cho phan rng can tham khao theo hwéng dan chan doan bénh dong vat
ctia WOAH va céc bai bao khoa hoc hang nam dé cap nhat méi cho phi hop.

F.2 Thanh phan phan &ng realtime PCR
Bang 2: Thanh phan phan ng realtime PCR

Thanh phan x . 2.
TT | (Theo hwéng dan cua kit Platinum® Quantitative PCR Nong d¢ | The tich
SuperMix-UDG, Cat.No: 11730-017)* (M) (W)
1 | Nwéec tinh khiét khéng c6 DNAse/ RNAse 6
2 | Dung dich SuperMix 12,5
3 | Moi xudi 20 0,5
4 | M6i nguoc 20 0,5
5 | Poan do 10 0,5
6 | Mau DNA 5
Téng 25
CHU THICH: Tuy theo kit s dung ma thanh phan hén hop phan (ng cé thé khac nhau, viéc thwe hién
chuén bi hdn hop phan rng nén tuan tha theo huéng dan cda kit dwoc st dung.

F.3 Chu trinh nhiét
Bang 3: Chu trinh nhiét

Nhiét do Théi gian Sé chu ky
50 °C 02 min 01
95 °C 30s 01
95 °C 5s
o 35s 40
60 °C A s
(Ghi nhan tin hiéu quang)

* Thong tin nay dua ra d¢ tao diéu ki¢n cho nguoi sir dung tiéu chuan va khang én dinh sir dung san pham cua nha cung cap nay. C6 thé sir
dung cac san pham thuong mai khac néu cho két qua twong duong. Khi sir dung nén tuén tha theo khuyén céo cua nha san xuat.
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Phu luc G
(Tham khao)
Phwong phap ELISA phat hién khang thé Parvo vi rat

Hién nay c6 nhiéu kit ELISA phat hién khang thé Parvo vi rat khac nhau dwoc cung cép trén thij trudng.
Vi du: st dung kit ID Screen® Duck Parvovirus Indirect cla hang ID.Vet (Cat.no: PARVOS-5P)° thi

cac buwdc dwoc thwe hién nhw sau:

G.1 Chuan bij

- Chuan bi dung dich rra (1X):

Lac déu dung dich rira dam dac 20 1an (20X) dé hoa tan hét thanh phan mudi.

Sau d6 pha lodng dung dich rira dam dac (20X) theo ty 1& 1/20 v&i nwédce cat/ nwde khiv ion.
G.2 Thwc hién phan ng

Dé t4t ca thubc thir dat nhiét d6 phong 21 °C ( + 5 °C) trwéc khi st dung. Ddng nhét tat ca cac thudc

thlr bang cach dao ngwoc hodc khuay déu.

DPéi chirng dwong tinh va am tinh dwoc cung cép sén. Khéng thém dung dich pha lodng vao céc giéng
déi chirng A1, B1, C1 va D1.

Céac mau duoc thlr nghiém & dd pha loéing cudi cung la 1:500 trong dung dich Dilution Buffer 14 (pha

loang trwde 1:50, sau do la 1:10 pha loang trong microplate).

1. Thwe hién pha lodng mau véi ty 1é 1/50 trong dia pha loang:

- Nhé 245 ul dung dich Dilution Buffer 14 vao tat ca cac giéng (trr giéng ddi chirng A1, B1, C1 va D1).
- Nhé 5 pl ctia mau huyét thanh can kiém tra vao cac giéng c6 dung dich Dilution Buffer 14.

Sau dé trén déu mau trong dia pha loéng bang Pipet.

2. Thyc hién phan &ng trong dia ELISA:

- Nhé 100 pl dbi chirng &m vao giéng Al va Bl

- Nhé 100 pl dbi chirng dwong vao giéng C1 va D1

- Nhé 90 pl dung dich Dilution Buffer 14 vao cac giéng con lai (tuy theo s& mau can thtr nghiém)
- Nhé 10 pl mau da pha loang theo ty 1& 1/50 d& chudn bj & trén.

3. Day nép dia va G trong 30 min (+ 3 min) & 21 °C (+ 5 °C).

4. Chuén bj Conjugate (1X) bang cach pha lodng Conjugate (10X) theo ty 1&1:10 v&i dung dich Dilution
Buffer 13

® Théng tin nay dua ra dé tao diéu kién cho ngudi sir dung tiéu chuan va khdng an dinh sir dung san pham cua nha cung cp nay. C6 thé sit
dung cac san pham thuong mai khac néu cho két qua twong duong. Khi st dung nén tuén tha theo khuyén céo caa nha san xuat
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5. D6 bd dung dich trong dia ELISA. Rra 3 lan bang it nhat 300 ul dung dich rira (1X). Tranh lam kho
cac giéng gitra cac lan riva.

6. Nhé 100 pl Conjugate (1X) vao méi giéng.

7. Day nép dia va G trong 30 min (+ 3 min) & 21 °C (¢ 5 °C).

8. Db bd dung dich trong dia. Riva dia bang cach thém 300 pl dung dich rira (1X) vao cac giéng. Lap lai

3lan.
9. Nhé 100 pl dung dich Substrate vao méi giéng.
10. Pay ndp dia va 4 15 min (x 2 min) & nhiét 6 21 °C (+ 5 °C) trong diéu kién toi.
11. Nhé 100 ul dung dich Stop Solution vao méi giéng dé dirng phan ng.
12. Poc gia tri OD bang may doc ELISA (5.5.1) & bwéc séng 450 nm.
G.3 Poc két qua
- Diéu kién phan &ng dwoc cdng nhan khi: ODpc > 0.250 v ODpc/ODyc > 3
Trong d6: + ODgc la gid tri OD trung binh ctia dbi chirng dwong
+ ODyc la gia tri OD trung binh ctia d6i chirng am
- Tinh két qua:
Déi v&i méi mau, tinh ty 1& S/P va hiéu gia khang thé nhw sau:

+ Ty lé S/IP

ODmau - ODne
S/P =

ODPC - ODNC
+ Hiéu gia khang thé:
Log 10 (hiéu gid)= 1,1 x log1o(S/P) + 3,7
Hiéu gia= 10°910(hiéu gia)

- Giai thich két qua:

Giatri S/P Hiéu gia khang thé Trang thai mién dich

S/P<0,15 Hiéu gia <622 Am tinh
0.15<S/P<0,3 622 < Hiéu gia < 1333 Nghi ngo

S/IP=0,3 Hiéu gia = 1333 Dwong tinh

GHI CHU: Trong trwdng hop két qua nghi ngd, thwe hién xét nghiém lai.
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