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L&i néi dau
TCVN 8400-xx : 2025 dwoc xay dung trén co s& tham khao tai liéu cta té chirc Tha y thé gioi
(WOAH).

TCVN 8400-xx : 2025 do Trung tdm Chan doan tha y Trung wong - Cuc Chan nudi va Thu y bién soan,
B6 Nong nghiép va Méi trudng dé nghi, Téng cuc Tiéu chudn Po lwdng Chét lwong thdm dinh, Bo

Khoa hoc va Céng nghé coéng bb.

Bo tiéu chuan TCVN 8400 Bénh dong vét - Quy trinh chén doén gém céc 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 xoan;

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

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

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

- TCVN 8400-7 : 2011, phén 7: Bénh P4u ctru va dau dé;

- TCVN 8400-8 : 2011, phdn 8: Bénh N&m phdi do Aspergillus & gia cam;

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

- TCVN 8400-10 : 2022, phén 10: Bénh Lao bo;

- TCVN 8400-11 : 2019 phéan 11: Bénh Dich t3 vit;

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

- TCVN 8400-13 : 2019, phén 13: Bénh Say thai truyén nhiém do Brucela;

- TCVN 8400-14 : 2011, phén 14: Bénh Tu huyét trung & trdu bo;

- TCVN 8400-15 : 2019, phén 15: Bénh xodn khuén do Leptospira;

- TCVN 8400-16 : 2011, phén 16: Bénh Phu & lon do vi khuén E.coli:

- TCVN 8400-17 : 2011, phén 17: Bénh do Staphylococcus aureus & ga;

- TCVN 8400-18 : 2014, phan 18: Bénh Phu d&u ga (coryza);

- TCVN 8400-19 : 2014, phén 19: Bénh Phé thuong han lon;

- TCVN 8400-20 : 2014, phén 20: Bénh Déng déu lon;

- TCVN 8400-21 : 2014, phan 21: Hji chirng réi loan sinh sén va hé hép & lon (PRRS);
- TCVN 8400-22 : 2014 phén 22: Bénh Gig Viém da néi cuc & lon;

- TCVN 8400-23 : 2014, phén 23: Bénh Ung khi than;
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- TCVN 8400-24 :
- TCVN 8400-25:
- TCVN 8400-26 :

- TCVN 8400-27 :

- TCVN 8400-28

- TCVN 8400-29 :

- TCVN 8400-30 :

- TCVN 8400-31

- TCVN 8400-32 :
- TCVN 8400-33 :
- TCVN 8400-34 :
- TCVN 8400-35 :
- TCVN 8400-36 :
- TCVN 8400-37 :

- TCVN 8400-38 :

- TCVN 8400-39

2025

: 2014, phén 28:

: 2015, phén 31:

: 2016, phén 39:

- TCVN 8400-40 : 2016, phan
anatipestifer gay ra;

- TCVN 8400-41
- TCVN 8400-42

- TCVN 8400-43

- TCVN 8400-44 :
- TCVN 8400-45 :
- TCVN 8400-46 :
- TCVN 8400-47 :
- TCVN 8400-48 :

- TCVN 8400-49 :

- TCVN 8400-50

- TCVN 8400-51

: 2019, phén 41:
: 2019, phén 42:

: 2019, phén 43:

- 2020, phén 50:

: 2020, phén 51:

2014, phén 24:
2014, phén 25:
2014, phan 26:

2014, phén 27:

2015, phan 29:

2015, phén 30:

2015, phén 32:
2015, phan 33:
2015, phén 34:
2015, phén 35:
2015, phén 36:
2015, phén 37:

2015, phan 38:

2019, phén 44:
2019, phéan 45:
2019, phén 46 :
2019, phén 47:
2020, phén 48:

2020, phan 49:

Bénh Viém phé quén truyén nhiém;

Bénh Cum lon;

Bénh Cum gia cdm H5N1;

Bénh San la gan;

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

Bénh Marek & ga;

Bénh Tu huyét trung gia cam;

Bénh Gumboro & gia cam;

Bénh Lé dang trung & tréu bo;

Bénh Bién tring & trau bo;

Bénh Theileria & trau bo;

Hoi chirng 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 duong hé hdp mén tinh & ga va ga tay;

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

Bénh dich ta lon chau Phi;

Bénh dich ta loai nhai lai;

Bénh Iwdi xanh;

Bénh roi trang Trichomonosis;

Bénh gao lon, bénh gao bo;

Bénh Dai;

Bénh djch ta lon c6 dién;

Bénh tiéu chdy c6 mang nhay do vi rat & bo;
Bénh viém mdi khi quén truyén nhiém & bo;
Bénh viém ndo Nhéat Ban;

Bénh viém phdi, mang phéi truyén nhiém & bo;

Reimerella
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- TCVN 8400-52 : 2022, phan 52: Bénh nhiét than & gia suc;
- TCVN 8400-53 : 2022, phén 53: Bénh viém phéi héa mu do vi khuén Ornithobacterium rhinotracheale
- TCVN 8400-54 : 2022, phan 54: Bénh ty thu & gia suc;
- TCVN 8400-55 : 2022, phan 55: Bénh u nhay & th;
- TCVN 8400-56 : 2023, phén 56: Bénh tu huyét tring & lon, trdu, bo, gia cadm;

- TCVN 8400-57 : 2024, phén 57: Bénh Glasser & lon
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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8400-xx : 2025

Bénh déng vat — Quy trinh chan doan — Phan xx : Bénh Viém da
néi cuc

Animal disease — Diagnostic procedure — Part xx: Lumpy Skin Disease

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chuan nay c6 thé lién quan dén cac vat liéu, thiét bi va cac thao
tac gay nguy hiém. Tiéu chuan nay khéng dwa ra hét cac van dé an toan lién quan dén viéc st
dung chung. Ngwei str dung tiéu chuan phai tw thiét l1ap cac thao tac an toan strc khée thich
hop va xac dinh kha ning ap dung cac gi¢i han quy dinh treéc khi stv dung tiéu chuan nay.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh quy trinh chan doan bénh Viém da néi cuc (VDNC) gay ra & trau, bo, xét
nghiém vi rat gay bénh viém da ndi cuc dbi véi mau trau, bo, sdn phdm déng vat cé ngudn gbc tir trau,
bd va mau mai truwdng.

2 Tai liéu vién dan

CAc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cong b thi ap dung phién ban dwoc néu. Dbi véi cac tai liu vién dan khéng ghi nam cong bé thi
ap dung phién ban mé&i nhat, bao gdm ca cac ban stra ddi, 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 chudn — Phan 2: Quy dinh vé trinh bay va thé hién ndi dung tiéu
chuén quéc gia

- QCVN 01-83:2011/BNNPTNT ban hanh theo Théng tw sb 71/2011/TT-BNNPTNT ngay 25 thang 10
nam 2011 ctia B& Nong nghiép va Phat trién Néng thon.

- Cong van sb 2185 /TY-KH ngay 31 thang 12 ndm 2021 ctia Cuc Thi y vé viéc ban hanh hwéng dan
ky thuat ldy mau, bdo quan va van chuyén mau bénh phdm déng vat trén can.

3 Thuat ngir va dinh nghia, cac tir viét tat

3.1 Thuat ngir va dinh nghia

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

- Bénh Viém da ndi cuc (VDNC) |a bénh truyén nhiém & trau, bo, cé tinh dac hiéu loai va khong lay
sang dé, clru. Vi rut gay bénh la mét DNA vi rat thude chi Capripoxvirus (CaPV), phan ho

Chordopoxviridae, ho Poxviridae.
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- Bénh VDNC c6 dac trung sbt cao, ndi u cuc trén da, niém mac va cac co quan ndi tang; cac hach
bach huyét néng ndi to, phii né da. Bénh co ty 1& méc bénh cao va ty 1& t&r vong thap gay thiét hai kinh
té do gidm can, giam san lwong sira, tén thwong trén da, gay vo sinh tam thdi hodc vinh vién cho bo
dwec.

3.2 Tiv viét tat

- VDNC: Viém da ndi cuc

- LSDV (Lumpy skin disease virus): Vi rut gy bénh viém da néi cuc

- DNA (Deoxyribonucleic Axit): Axit Deoxyribonucleic

- DNAse (Deoxyribonuclease): Enzyme thly phan lién két ciia phan tir DNA

- RNAse (Deoxyribonuclease): Enzyme thly phan lién két ciia phan t&r RNA

- PCR (Polymerase Chain Reaction): Phan (rng chudi tring hop

- Realtime PCR (Realtime Polymerase Chain Reaction): Phan tng chudi trung hop thi gian thuc
- Ct (Cycle threshold): Chu ky nguwéng

- ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay): Phwong phap mién dich lién két enzyme
- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): Méi triwdng nudi cay té bao DMEM

- MDBK (Madin—Darby bovine kidney): Té bao than bo

- LT (Lamb testis): Té bao tinh hoan ciru

- VNT (Virus Neutralization test): Phan (rng trung hoa vi rut

- CPE (Cytopathic effect): Bién déi bénh ly t& bao

- FBS (Fetal bovine serum): Huyét thanh bao thai bé

- PBS (Photphate Buffered Salin): Dung dich mubi dém photphat

- TCIDs, (Tissue culture infective dose - 50): Liéu gay nhiém 50 % té bao

4 Thuéc thir, vat liéu thoy

Chi st dung thudc thi loai tinh khiét phan tich va chi st dung nwéc cét hodc nuwéc da khir khoang

ho&c nwéc cé do tinh khiét twong dwong.
4.1 Nguyén liéu str dung chung
4.1.1 Ethanol tuyét déi

4.1.2 Dung dich mudi dém photphat (PBS - Photphate Buffered Salin), pH 7,2 — 7,4 (xem A2 phu
luc A)

4.1.3 Dung dich khang sinh, bao gdm céc loai penicillin, kanamycin, streptomycin
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4.1.4 Nwére tinh khiét, khong c6 nuclease

4.2 Thudc thir va vat liéu thir dung cho phwong phap realtime PCR (Realtime Polymerase Chain

Reaction), SnapBack.

4.2.1 Kit chiét tach DNA TACO DNA/RNA extraction kit (GeneReach Cat. No. Atc-d/rna) hoac kit
Invitrogen PureLink Viral RNA/DNA Kit (Cat. No. 12280-050) (xem phu luc B) hodc cé thé s&r dung cac

loai kit twong dwong.

4.2.2 Kit nhan gen Platinum ® Quantitative PCR SuperMix-UDG (xem bang C2, phu luc C), Kit

SsoFast™ EvaGreen Supermix- Biorad (xem bang D2 phu luc D) hoéac cac kit twong dwong.

4.2.3 Mdi xudi, mdi ngwoc va mau do cho phwong phap realtime PCR phat hién vi rat Capribox

(xem bang C1 phu luc C.1).

4.2.4 Méi xudi, méi ngworc va mau do cho phwong phap realtime PCR Snapback (xem bang C4
phu luc C.2).

4.2.5 Hé théng dbi chirng cho vi rat LSDV gém: Dbi chirng am va déi chirng dwong

Mau chuan dwong vi rat gay bénh viém da néi cuc dwoc chirng minh dwong tinh hodc khang nguyén vi
rat thwe dia hodc DNA chudn dwong tinh tach chiét tiv vi rat gady bénh VDNC c6 gia tri Ct (chu ky
ngwdng da biét trwdc).

4.3 Thuéc thir va vat liéu thir dung cho phwong phap phan lap vi rat, trung hoa trén té bao va
ELISA

4.3.1 Méi trwéng nudi cay té bao DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (xem A3 phu luc A)
4.3.2 Dung dich Trypsin 0,05 % EDTA (Ethylene diamine tetra-acetic acid)

4.3.3 Huyét thanh bao thai bé - FBS (Fetal bovine serum)

4.3.4 MDBK (Madin—-Darby bovine kidney): Té bao than bo

4.3.5 LT (Lamb testis): Té bao tinh hoan clru

4.3.6 Huyét thanh dwong chuan

4.3.7 Huyét thanh am chuan

4.3.8 Kit ELISA phat hién khang thé VNVC Idvet Screen® Capripox Double Antigen Multi-species
REF, CPVDA-5P, Lot. N26 (Phu luc D).

4.3.9. HEPES

5 Thiét bi, dung cu

St dung céc trang thiét bi, dung cu, may mac va vat tw clia phong thi nghiém sinh hoc va cu thé nhu sau:
5.1 Trang thiét bi, dung cu dung chung

5.1.1 Micropipettes, c6 dau 6ng cac c¢& 0,5 - 10 pl; 10 -100 pl; 100 — 1000 ul va 0,5 — 5 ml.
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5.1.2 Bom tiém, dung tich 1 ml, 5 ml.

5.1.3 DAu tip c6 loc va khéng loc cac loai

5.1.4 Ong ly tam, dung tich 0,5 ml, 1,5 -2 ml, 15 ml, 50 ml.

5.1.5 Dung cu bao hé: khau trang, gang tay, 4o bao ho, kinh,....

5.1.6 Tui dwng rac thai

5.1.7 Tu an toan sinh hoc cap 2

5.1.8 N6i hap wot

5.1.9 Tu lanh, c6 thé duy tri nhiét d6 tir 2 °C dén 8 °C.

5.1.10 Tu lanh &m séu, c6 thé duy tri nhiét do tir - 20 °C dén — 80 °C.

5.2 Trang thiét bi, dung cu may méc dung cho phwong phap realtime PCR
5.2.1 Ong nghién mau

5.2.2 May lac mau (Vortex mixer)

5.2.3 May nghién mau

5.2.4 May ly tam, c6 thé thyc hién & 1 500 g dén 2 500 g, 10 000 g, 12 000 g.
5.2.5 May chiét tach, TACO Nucleic acid automatic extraction system hodc twong dwong.
5.2.6 May 0 nhiét, nhiét d6 t 37 °C dén 100 °C.

5.2.7 May realtime PCR

5.2.8 Ong PCR, c6 dung tich 100 ul; 200 l

5.3 Trang thiét bi, dung cu may méc dung cho phwong phap phan lap vi rat, trung hoa trén té
bao va ELISA

5.3.1 TG &m CO2

5.3.2 Dia nuéi té bao 96 giéng
5.3.3 Chai nubi té bao T25, T75
5.3.4 Kinh hién vi 16n ngwoc
5.3.5 Budng dém té bao

5.3.6 May doc dia ELISA

6 Chan doan lam sang

6.1 Dich té hoc

Bénh VDNC (Lumpy skin disease) la mét bénh truyén nhiém & trau, bo, co tinh dac hiéu loai va khéng

lay sang dé, clru. Cac dot bung phat bénh viém da ndi cuc c6 xu hwéng 1é té, tuy thudc vao sw di



TCVN 8400-xx : 2025

chuyén clia déng vat, tinh trang mién dich, gié va lwong mwa anh hudng dén quan thé véc to. Su lay

truyén vi rit gay bénh VDNC chi yéu do cac véc to dong vat chan dbt khac nhau.

Vi rat gay bénh viém da ndi cuc trén gia suc rat 4n dinh, tén tai mot thoi gian dai trong méi trwdng xung
quanh, d&c biét 1a & dang vay khé. Vi rit ton tai & cac nét da hoai tlr trong 33 ngay hoac lau hon, & cac

|&p vay kho la 35 ngay va it nhat la 18 ngay trong da sdng dwoc lam khé dan trong khong khi.
6.2 Triéu chirng l1am sang

- Th&i gian G bénh & diéu kién tw nhién chwa duwoc béo cdo nhung sau khi gay nhiém thr nghiém thoi
gian U bénh la tr 6 dén 9 ngay, sau d6 dong vat bi nhidm bat dau sbt, co thé vuot qua 41 °C kéo dai
trong 1 tuan. Thoi diém nay tt ca cac hach bach huyét bé mat déu to ra. Cac nbt san xuét hién tw 7
dén 19 ngay sau khi nhiém vi rut. Cuing vé&i sy xut hién cla cac nét san, dich tiét ra tir mat va mdi tré
thanh mu nhady. Cac ton thwong phét trién khap co thé, d&c biét 1a & dau, cd, bau vu, biu, &m ho va day
chau.

- C4c nét san trén da, niém mac nhiéu, cé gi¢i han ré rang, dwong kinh 0,5 - 5 cm, nét san chac, cé
dinh phéng. Cac nét san c6 thé phat trién & mang nhay clia miéng va dudng tiéu héa, dac biét & da
mui khé, khi quan va phdi, d&n dén cac bénh nguyén phét va th(r phat nhw viém phdi. Cac nét san trén
niém mac mat, mi, miéng, tryc trang, bau vu va co quan sinh duc nhanh choéng loét, khi do tat ca dich

tiét, nwéc mat, nwéc mii va nwédc bot déu chira vi rat VDNC.
- Chan cla trau, bd nhiém bénh bi phu né, con vat khéng muén di chuyén.

- Bénh gay say thai cho trau, bd dang mang thai; & trau, bé dang cho con bu cé sy giam Iwgng sira ro
rét, bd dwc nhiém bénh cé thé vo sinh tam thdi hodc vinh vién, vi rat bai tiét qua tinh dich trong thoi
gian dai.

- Qua trinh phuc hdi sau nhiém bénh dién ra cham, con vat gay com, cé thé bi viém phédi va viém vu, cé

cac nét hoai t& trén da, gay anh hwéng kinh té nghiém trong.

- M&rc dd nghiém trong clia cac dau hiéu 1am sang bénh Viém da ndi cuc khac nhau phu thudc vao mét

s6 yéu t6 nhw chaing vi rat, tudi, tinh trang mién dich, giéng, loai clia vat mac bénh.
6.3 Bénh tich

- Céac nbt u cuc trén da & I&p ha bi va I1&p biéu bi, c6 thé lan dén I6p dwdi da va ddi khi dén co van lién
ké&. Cac tbn thwong mé hoc cap tinh bao gébm nhirng thay ddi khéng bao biéu bi véi cac thé vui trong
bao twong. Céac tén thwong & da bao gébm hoai t&r fibrinoid, phu né, huyét khéi, viém bach huyét va
tham nhiém viém hén hop. Céac tdn thwong man tinh la dac trwng bédi mo nhdi mau vai 16i hoai ter,

thwdng dwoc bao boc bdi mé hat dan dwoc thay thé bang xo héa trwéng thanh.
7 Chan doan trong phong thi nghiém

Dé& chan doan phat hién bénh Viém da ndi cuc dwoc thuc hién theo So' dd chan doan bénh VDNC (xem
Phu luc E).

10
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7.1 LAy mau va bao quan mau
7.1.1 LAy mau
7.1.1.1 LAy mau xét nghiém vi rat

- Mau xét nghiém la té6 chirc da ndi u cuc, nét vay, dich nhay mii, nwéc bot, mau probang, mau chéng
déng (bang EDTA), huyét thanh, hach bach huyét va pha tang (hach lympho, hach amidan, lach, than,
phdi, gan), s&n pham ti gia suc nghi méc bénh, thirc &n ch&n nudi nghi chira chat nghi nhiém bénh va

mau méi truéng.

- Céac nbt san nén duwoc lay trong tuan dau tién ké tir khi xuat hién cac triéu chirng 1am sang, cac mau

mé bao gdm tén thwong va mé tir khu vire xung quanh kich thuéc toi da 2 cm?3
- Mau méi trwérng bao gdm: nén chudng, phan, nwéc ubng, nwéc thai.

- S&n pham tu trau, bo: thit, pha tang, phu phdm va san pham thit déng lanh/wép lanh/so ché cla trau,

b, thirc &n chan nudi co6 ngudn gbc tir trau, bo.

Cac mau phai dwoc bdo quan lanh tir 2°C dén 8 °C (5.1.9) va van chuyén ngay dén phong thi nghiém

trong vong 24 h.
7.1.1.2 Lay mau xét nghiém khang thé

S dung bom tiém 5 ml dé I4y 2 ml mau, rat can bom tiém t&i mirc cao nhat dé tao nhiéu khoang
trbng bén trong, dat bom tiém ndm nghiéng 5° & nhiét d6 20 °C dén 30 °C trong thdi gian 30 min dé
mau tw déng lai va tiét ra huyét thanh. Chat huyét thanh sang éng 1,5 ml (5.1.4) méi dé dung cho

xét nghiém.

Cac mau phai dwoc bdo quan lanh tir 2°C dén 8 °C (5.1.9) va van chuyén ngay dén phong thi nghiém

trong vong 24 h.
7.1.2 Bao quan va van chuyén mau

- M&u dwoc bao quan va van chuyén duoc thue hién theo QCVN 01-83:2011/BNNPTNT va Céng van
s 2185/TY-KH.

- T4t c& cac mau phai dwoc dan nhan, c6 ky hiéu thich hop va kém theo cac théng tin dich té, triéu

chirng lam sang va bénh tich cia bénh (néu méd kham).

- Cac méau duoc lay cho vao dung dich bao quén mau (dung dich mubdi d&ém photphat PBS (4.1.2) hoac
DMEM (4.3.1)), bdo quan & nhiét dd tir 4 °C dén 8 °C hoac - 20 °C va givi vé phong thi nghiém cang
s&m cang tét, cham nhét la 24 h va c6 kém theo phiéu gri bénh phdm. Trwdng hop mau van chuyén

trén quang dwdng dai khéng bao quan lanh thi méi triwdng bao quan can bd sung 10% glycerol.
- MAu lwu trong thoi gian dai can dwoc bao quan & nhiét d6 am sau - 80 °C (5.1.10).
7.2 Phat hién vi rut

7.2.1 Xtr ly mau

11
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- MAu u cuc, pha tang, cac san pham tw trau, bd dwoc nghién nhuyén véi dung dich PBS (4.1.2) thanh
huyé&n dich 10 % (vi du: nghién 1 g mau trong 9 ml dung dich PBS). Ly tam & gia téc 2500 g trong 15
min (5.2.4) va thu phan dich trong & phia trén vao éng ly tam 2 ml (5.1.4).

- Mau huyét thanh: L4y mau cua trau, bo vao bom tiém 5ml rat hét pit-téng tao khoang tréng, dé & nhiét

dd phong, sau do tach 14y huyét thanh chuyén sang éng ly tam 2 mi (5.1.4).
- Mau méau khang déng (bang EDTA) dwoc chuyén sang 6ng ly tam 2 ml (5.1.4).

- MAu phan duoc pha véi dung dich PBS (4.1.2) thanh huyén dich 10 % (vi du: nghién 1 g mau trong 9
ml dung dich PBS). Ly tam & gia téc 2500 g trong 15 min (5.2.4) va thu phan dich ndi vao éng 2 ml
(5.1.4).

- Nwdc thai tv chudng nudi dwoc cho vao éng ly tam (5.1.4), ly tam (5.2.4) & gia tbc 2500 g trong 15
min (5.2.4). Thu lay dung dich trong & trén vao éng ly tam 2 ml (5.1.4).

- MAu sau khi duwgc xr ly dwoc bdo quan va dung dé chiét tach DNA.
7.2.2 Chiét tach DNA

- Sau khi x& ly mau, tién hanh chiét tach DNA tlr cac dich bénh phdm bang kit chiét tach DNA theo
hwéng dan cha nha san xuét. Vi du kit TACO DNA/RNA extraction kit (GeneReach Cat. No. Atc-d/rna)
hoéc kit Invitrogen PureLink Viral RNA/DNA Kit (Cat. No. 12280-050) (xem phu luc B) hodc c6 thé st
dung céc loai kit twong dwong. DNA thu dwoc sau khi chiét tach dung lam mau xét nghiém.

- Mau DNA da chiét tach lwu & nhiét d6 - 20 °C (5.1.10).
7.2.3 Phwong phap Realtime PCR
Dé& phat hién vi rat VDNC bang phwong phap realtime PCR gém 2 buéc sau:

- Bwéc 1: Sang loc vi rat Capripox bang phwong phap realtime PCR s dung c&p méi CaPV074 trén
gen ORF074 ma hoa protein P32.

- Budc 2: Cac mau dwong tinh véi cap moéi CaPV074 tiép tuc dwoc thwe hién phwong phap Snapback

dé phat hién, xac dinh vi rat VDNC va cac vi rut Capripox khac.
7.2.3.1 Phwong phap realtime PCR phat hién vi rut Capripox

Phan (ng Realtime PCR dwoc s& dung dé phat hién sy cé6 mé&t cha cac vi rat thudc gibng
Capripoxvirus bao gém vi rut gay bénh VDNC (LSDV) trén trau, bo, vi rat gay bénh dau ctru (SPPV), vi
rat gay bénh dau dé (GTPV) s dung cdp mdi CaPV074 (Bang C1 phu luc C) dwoc thue hién nhuw sau:

- Chuan bj cac c&p mbi xudi/nguoc (v&i ndng d6 20 uM) va doan do (v&i ndng dd 6 uM) nhw trong
hwéng dan Bang C2 phu luc C vé&i nwéce tinh khiét khong chiva DNAse/RNAse (4.1.4).

- Chuén bi hdn hop phan trng theo hwéng dan clia bd kit dwoc siv dung (xem Bang C2 phu luc C)

- Cai dat chu trinh nhiét chay phan (*ng realtime PCR (xem Bang C3 phu luc C).
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- bat 6ng PCR (5.2.8) chira hén hop phan (rng vao may realtime PCR (5.2.7) va chay may theo

chuwong trinh da cai dat.

Poc két qua
Két qua ctia phan &ng realtime PCR dugc xac dinh dwa vao chu ky ngwéng (Cycle threshold: Ct).
- Biéu kién phan ng duwoc cong nhan: Mau déi chirng dwong tinh (chuén dd trwdc) co gia tri Ct twong

dwong gia tri Ct da biét (+2), mau dbi chirng am tinh khéng cé gia trj Ct.

+ Néu mét trong sé mau dbi chirng 1a khéng dung thi phai thwc hién lai xét nghiém.
- V&i diéu kién phan (rng trén:

+ Mau xét cé gia tri Ct < 37 dwoc coi 1a dwong tinh

+ Mau khéng cb gia tri Ct.

+ MAu cé gia tri Ct trong khoang 37 < Ct < 45 dwoc coi la nghi ngd. Nhivtng m&u nghi ngd can dwoc
thwe hién lai xét nghiém hoadc s dung phwong phap xét nghiém twong dwong khac dé khang dinh két

qua.

7.2.3.2 Phwong phap realtime PCR sir dung cip méi Snapback phan biét vi rait VDNC va phan
loai vi rut Capripox (Gelaye, 2013)

Phan rng realtime PCR Snapback dwgc str dung dé phat hién va phan biét sy cé méat cla vi rat gay
bénh VDNC (LSDV) trén trau bod véi cac vi rut khac nhw dau dé (SPPV), dau clru (GTPV) bang viéc st
dung cap méi d&c hiéu xac dinh ving gen RPO30 cuia 3 vi rit trén va dwa vao sw khac nhau vé diém
nhiét 0 néng chay Snapback va amplicon (Bang D1 phu luc D).

- Chuén bi cac cap moi véi ndng d6 5 pmol/ul theo huwéng dan Bang D2 phu luc D véi nwéc tinh khiét
khéng chira DNAse/RNAse (4.1.4).

- Chuéan bi hén hop phan tng theo hwéng dan clia bd kit dwoc siv dung (xem Bang D2 phu luc D).

- Cai dat chu trinh nhiét chay phan rng realtime PCR trén may realtime PCR (Biorad) (xem Bang D3,
phu luc D).

- bat 6ng PCR (5.2.8) chira hén hop phan (rng vao may realtime PCR (5.2.7) va chay may theo
chuwong trinh da cai dat.

Danh gia két qua: Phan (rng dwoc cdng nhan khi mau déi chirng dwong tinh cho két qua dwong tinh
khi cé nhiét d& néng chay (Snapback va khuéch dai) twong ng véi méi vi rut LSD (VDNC), GTP va

SPP; mau dbi chirng am phai cho két qua am tinh.

Nhiét d6 néng chay (Snapback va khuéch dai) ctia cac vi rut Capripox dbi véi may CFX96™ Realtime
PCR (Biorad) nhu sau:

- Virat VDNC (LSDV): 51 °C, 73,5 °C

- Vi rt dau dé (GTPV): 58 °C, 72,5 °C

13
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- Vi rat dau cru (SPPV): 52 °C, 72,5 °C

Két luan:

- M3u dworc coi la dwong tinh véi vi rat gdy bénh VDNC (LSDV) khi ¢ nhiét dd néng chay (Snapback
va khuéch dai) gibng véi déi chirng vi rat LSD dwong chuén 1a 51 °C, 73,5 °C;

- Mau duwoc coi la dwong tinh véi vi rat dau dé (GTPV) khi cé nhiét dd nong chay (Snapback va khuéch
dai) giébng v&i dbi chirng vi rut dau dé dwong chuan 1a 58 °C, 72,5 °C;

- Mau duwoc coi la dwong tinh véi vi rat dau cru (SPPV) khi cd nhiét dd néng chay (Snapback va
khuéch dai) gidng véi dbi chirng vi rut dau clru dwong chuén 1a 52 °C, 72,5 °C;

- Mau khéng cé nhiét dd ndng chay nhw dbéi chirng am dwoc coi la am tinh.

Ghi chi: Bbi v&i cac may realtime PCR khac nhau cé nhiét d& néng chay khac nhau:

+ Pbi v&i may Rotor-Gene Q (Qiagen) nhiét dd néng chay (Snapback va khuéch dai) clia cac vi rut Capripox nhw sau:

Vi rat VDNC (LSDV): 52,2 °C, 74,9 °C

Vi rat dau dé (GTPV): 56,5 °C, 73,9 °C

Vi rdt dau clru (SPPV): 52,6 °C, 73,9 °C

+ Pdi v&i may LightCycler 480 (Roche) nhiét dd nong chay (Snapback va khuéch dai) clia cac vi rut Capripox nhw sau:

Vi rat VDNC (LSDV): 50,7 °C, 74,3 °C

Vi rat dau dé (GTPV): 56 °C, 73,3 °C

Vi rat dau clru (SPPV): 51,4 °C, 73,3 °C

+ Pbi véi may MimiOption™ Realtime PCR detection system (Biorad) nhiét dd néng chay (Snapback va khuéch dai) clia cac vi

rat Capripox nhuw sau:

Vi rat VDNC (LSDV): 50,5 °C, 74 °C

Vi rat dau dé (GTPV): 56 °C, 73 °C

Vi rat dau clru (SPPV): 51,5 °C, 73 °C

7.2.4 Phwong phap phan lap vi rat
7.2.4.1 Chuan bj té bao

- Té bao MDBK hoé&c LT dwoc khdi phuc tir 6ng té bao gbc dwoc cét gitr trong Ni to hodc — 80 °C va
nudi trong méi truéng DMEM 5 % FBS (xem A3 phu luc A) trong 48 h dén 72 h dé phat trién 1 16p dat
100 % bé mat nudi trén chai té bao T75 (5.3.3).

- Hat bd méi trwéng dang nudi trong chai té bao 1 16p.

- Rra bé mét tham té bao bang dung dich mubi dém photphat (PBS) (4.1.2) 2 14n v&i 10 ml/chai T75
cm?, sau do huat bé PBS.

- Cho 2 ml trypsin (c6 0,5 % EDTA) (4.3.2) G trong thdi gian tr 5 min dén 10 min & nhiét d6 37 °C, 5 %
CO2 (5.3.1).
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- Khi té bao da tach hét, bé sung 5ml méi trwrng DMEM 5 % FBS (xem A3 phu luc A) vao chai dé vo
hoat trypsin, tron déu va chuyén toan bo hén dich nay vao éng ly tam 15 ml (5.1.4).

- Ly tam té bao & gia tbc 1 500 g trong 5 min bang may ly tam (5.2.4) dé loai bé méi trwéng chira
trypsin. D6 bd hén dich phia trén, gilr lai phan can |a té bao & dwoi.

- Cho tiép 10 ml DMEM 5 % FBS (xem A3 phu luc A) vao phan té bao, dung pipet 5 ml (5.1.1) trén déu
bang cach hat nha vai lan.

- Dém té bao, thém mot lwong méi trwérng DMEM 5 % FBS sao cho dat mat d6 2 x 10° t& bao/ml moi
trwdng nudi té bao va cé bd sung dung dich khang sinh (xem A3 phu luc A) dé té bao phat trién 1 16p
va dat t&i 90 % dén 100 %.

7.2.4.2 Gay nhiém té bao

- LAy chai té bao 1 16p da chuén bj, d& bé méi trwéng nudi va rira 2 1an bang dung dich PBS (4.1.2)

- 1 ml huyén dich bénh pham da x ly (7.2.1) dwoc nhiém vao chai t& bao mét I&p da chuan bi trong
chai nudi t& bao T75 (5.3.3) va dé vi rat hip phu trong 1 h & 37°C 5% CO> (5.3.1).

- Sau d6, chai nuéi cdy dwoc riva bang dung dich PBS 1X (4.1.2) va bé sung 10 ml méi treong GMEM
(xem A.4 phu luc A) co6 chira khang sinh va 2 % FBS (xem A4 phu luc A)

- U chai té bao & 37°C 5% CO, (5.3.1) va kiém tra chai t& bao hang ngay bang kinh hién vi (5.3.4) dé
quan sat bénh tich t& bao (CPE) trong 7 ngay dén 14 ngay.

7.2.3.3 Poc két qua

- C6 bénh tich té bao (CPE): Céac té bao bi nhiém vi rut sé& xuét hién CPE bao gdm sy co lai clia mang
té bao khdi cac té bao xung quanh, cac té bao bam vao nhau tao thanh cac cum. Luc dau chi co thé
nhin thay nhirng viing nhé ctia CPE sau 2 ngay sau gay nhiém. CPE ting dan, mé& réng ra toan b I&p
té trong 4 ngay dén 7 ngay tiép theo. Thu hoach huyén dich t& bao sau 7 ngay gay nhiém, giam dinh vi
rat bang phwong phap realtime PCR. Néu két qua realtime PCR dwong tinh thi két luan c6 vi rat VDNC,
néu két qua realtime PCR/PCR am tinh thi tién hanh phan 1ap 1an 2.

- Khéng c6 bénh tich t& bao (khéng cé CPE): néu khong c6 CPE vao ngay thi 14 nudi ciy, chai nudi té
bao nudi cdy dwoc dong tan 3 1an va sau d6 sé dwoc nhiém té bao 1an 2. Thu dich nuéi ciy té bao vao
6ng ly tam 50 ml (5.1.4), ly tam lay nwéc trong & trén va tién hanh phan lap 1an 2. Néu sau 3 |an phan

lap khong c6 CPE, két luan m&u am tinh véi vi rat VDNC.
7.3. Phat hién khang thé
7.3.1 Xt ly mau

Phat hién khang thé khang vi rit gdy bénh VDNC cé y nghia chan doan dbi vé&i trau, bdo édm cé triéu

ching clia bénh VDNC va chwa tirng tiém phong, hodc nhiém vi rat gay bénh VDNC tw trudre.
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MAu huyét thanh can xét nghiém sau khi da duoc x ly (7.2.1) dwoc bat hoat & 56 °C trong 30 min.
Sau khi bat hoat, dé& ngay huyét thanh & nhiét d6 tir 4 °C dén 8 °C dé dung trong phan &ng trung hoa vi

rat. Néu méau da bét hoat thi khdng can bat hoat lai.
7.3.2. Phat hién khang thé bang phwong phap ELISA

Hién nay c6 nhiéu bd kit ELISA (4.3) phéat hién khang thé khang vi rat gay bénh VDNC c¢6 ban sén trén
thi trwng. Thwe hién phwong phap ELISA can theo ding huéng dan clia nha san xuét.

Cac budc tién hanh tham khao Phu luc G.

7.3.2 Phwong phap trung hoa vi rat trén mai trwdng té bao

Ngoai muc dich chan doan bénh, phwong phap phat hién khang thé bang phuong phap trung hoa trén
t& bao con cd y nghia danh gia hiéu gia khang thé sau tiém phong véc xin VDNC. Phuong phap nay dé
xac dinh ham lwong khang thé cé trong huyét thanh nhd quan sat bénh tich té bao do vi rut gay bénh
VDNC gay nén.

Huyét thanh kiém tra cé thé dwoc chudn d6 véi moét ndng do vi rat Capripox (100 TCIDsp) hodc co thé
chudn d6 mét chiing vi rat chuan véi moét néng dd pha lodng ctia huyét thanh thir nghiém dé tinh chi sé
trung hoa. Do d6 nhay khéng 6n dinh ctia nudi cdy mé ddi véi vi rat Capripox va khé khan trong viéc dam
bao chinh x&c va chuan dd lai cla liéu 100 TCIDsy/giéng, chi sb trung hda la phwong phap dwoc wu tién
trong hau hét cac phong thi nghiém, méc du viéc nay doi hai thé tich huyét thanh tht nghiém Ién hon.

Cac buwdc tién hanh tham khao Phu luc H.

8 Két luan

Trau, bd dwoc xac dinh mac bénh VDNC khi cé cac dic diém dich t& hoc, triéu chlrng 1am sang cla
bénh VDNC va c6 két quéa xét nghiém vi rat VDNC dwong tinh véi mét trong nhixng phwong phap xét
nghiém sau:

- Két qua xét nghiém vi rut gay bénh VDNC dwong tinh bang phwong phap realtime PCR.
- Phan lap dwoc vi rat trén mai trwdng té bao va giam dinh vi rat gdy bénh VDNC dwong tinh.

- Phat hién khang thé dwong tinh & trau bd chua tiém phong bang phwong phap ELISA hodc phuong
phap trung hoa trén té bao.

San pham déng vat cé ngudn gbe tir trau, bd va mau méi trworng dwoc xac dinh dwong tinh véi vi rat
VDNC khi c6 két qué xét nghiém dwong tinh véi vi rit VDNC bang phwong phuong phap realtime PCR

hoac phan Iap vi rut.
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Phu luc A
(Quy dinh)
Thanh phan va chuén bi dung dich thuéc thir

A.1 Dung dich khang sinh dam dac

Thanh phén:
Penicillin 108 IU
Streptomycin 19
Kanamycin 19
Nwac cét 10 ml

Céch chuéan bi:

Chuén bi cac nguyén vat liéu theo lvgng nhuw trén, hoa tan cac nguyén liéu trong 10 ml nwéc cét, lac
déu cho tan, loc vé trung bang mang loc cé kich thwédc 16 loc 0,45 pm. S&r dung tbt nhét trong 1 tuan,
bdo quan & - 20 °C (5.1.10)

A.2 Dung dich mudi dém phosphat (PBS 10X) pH ~ 7,2

Thanh phan
Natriclorua (NacCl) 8,5¢g
Dinatrihydrophosphat (Na;HPOQOj) 1,159
Kali dihydrophosphat (KH2PO4) 0,29
Kali clorua (KCI) 0,29
Nwoc cat 1000 ml

Cach chuén bi:

Chuén bi cac nguyén vat liéu theo lwong nhw trén vao trong 1000 ml nwéc cét, lac déu cho tan, chinh
pH trong khodng 7,2 + 0,2 b&ng dung dich NaOH 1 M hodc dung dich HCI 1 M. Hap vé trung & 121 °C
trong 15 phut (5.1.8), chia nhé va bao quan & 4 °C dén 8 °C (5.1.9). St dung tét nhat trong 2 tuan.

GHI CHU: C6 thé str dung PBS thwong mai va chuan bi theo huwéng dan ctia nha san xuét.

A.3 Méi trwdng nudbi té bao

Thanh phan:
M6i truong DMEM (4.3.1) 470 ml
Huyét thanh bao thai bé (FBS) 5 % (4.3.3) 25 ml

Khang sinh (4.1.3) (Penicillin/Streptomycin: 10 000 U/ml) 5 ml
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Cach chuan bi:

Bb sung FBS va dung dich khang sinh véi lwgng nhw trén vao 470 ml méi trwéng DMEM, 1ac déu dé

cho dung dich ddng nhat va bdo quan & nhiét do 4 - 8 °C. Str dung tét nhat trong 2 tuan.

A.4 Méi trwong phat trién (GMEM)

Thanh phéan:
Mai trwng DMEM (4.3.1) 485 ml
Huyét thanh bao thai bé (FBS) 2 % (4.3.3) 10 ml

Khang sinh (4.1.3) (Penicillin/Streptomycin: 10 000 Ul/ml) 5ml
Cach chuéan bi:

B& sung FBS va dung dich khang sinh vé&i lwvgng nhw trén vao 470 ml modi trweong DMEM, |4c déu dé

cho dung dich déng nhét va bdo quan & nhiét do 4 - 8 °C. S dung tét nhat trong 2 tuan.

A.5 Méi trwdng pha loang mau

Thanh phéan:
Mbi trwong DMEM (4.3.1) 487,5 ml
HEPES 2 % (4.3.9) 12,5 ml

* Sr dung tét nhat trong 2 tuan, bdo quan & nhiét do tir 4 °C dén 8 °C (5.1.9).
Cach chuén bij:

Bb sung 12,5 ml dung dich HEPES vao trong 487,5 ml méi truéng DMEM, l&c déu dé cho dung dich

ddng nhat va bao quan & nhiét d6 tir 4 °C - 8 °C. Sir dung tét nhat trong 2 tuan.
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Phu luc B
(Tham khao)
Phwong phap chiét tach DNA

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

nay. Luén luén deo gang tay, khau trang, méc quan ao bao ho khi thwe hién cac thao tac nay.
B.1 Kit TACO DNA/RNA Extraction kit (cat. No. Atc-d/rna)’

B.1.1 Chuan bi

- Pha dung dich dém rira (Washing buffer A) véi 135 ml cén Ethanol 96 %.

- Pha dung dich dém rira (Washing buffer B) véi 230 ml cén Ethanol 96 %.

B.1.2. Cach tién hanh

- Nhé 200 pl Ethanol 96 % vao cot 1 (cot 7)

- Nhd 500 pl dung dich Lysis buffer vao cot 1 (cét 7)

- Nhé 750 pl dung dich dém rtra Washing buffer A vao c6t 2 (c6t 8)

- Nhé 750 pl dung dich dém rtra Washing buffer A vao c6t 3 (c6t 9)

- Nhd 750 pl dung dich dém rira Washing buffer B vao cot 4 (co6t 10)

- Nhé 750 pl dung dich dém rira Washing buffer B vao ¢t 5 (cot 11)

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

- Nhé 50 pl dung dich Magnet beads vao cot 2 (cot 8). Lac déu dung dich Magnet beads trwdc khi nhd.

Cac buwdc thue hién trén theo so dd sau:

Thubc thir Huong Thubc thir Huong H|G|F|E|D|C|B|A
(M) (M)

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

7
Gidng nhw trén = 8

9
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10
11
12

- Cho 200 pl huyén dich m&u sau khi ly tam vao cac giéng & cot 1 hodc cot 7.

- Chuén bi may chiét tach Taco (5.2.5): Khéi dong, cai lwgc vao may.

- bat dia vao may Taco (5.2.5) va cho may chay.

- Sau khi may chay xong, thu 100 pl DNA tir cac giéng tai cdt 6 hodc 12 sang cac éng 1,7 ml (5.1.4)
mai dé tién hanh xét nghiém.

B.2 Kit Invitrogen PureLink Viral RNA/DNA Kit (Cat. No. 12280-050)2

- Nhé 25 pl protease K vao éng eppendorf 1,5 ml (5.1.4)

- Nhé 200 pl huyén dich bénh phdm (7.2.1) vao éng eppendorf (5.1.4)

- Nhé 200 pl dung dich Lysis Buffer vao éng eppendorf (5.1.4)

- L4c 6ng trong 15 s va ly tam (5.1.4). U & 56 °C trong 15 min r6i ly tam (5.1.4)

- Nhé 250 pl Ethanol cé néng d6 100 % vao 6ng, lac déu trong 15 s rdi ly tam (5.1.4).

- U & nhiét d6 phong trong 5 min.

- Chuyén toan bd dich trong éng (675 pl) vao cot loc cé dng thu.

- Ly tam (5.2.4) cot loc va éng thu & gia téc 6800 g/min trong 1 min & nhiét d6 phong.

- Chuyén cbt loc sang 6ng thu méi.

- Nhé 500 pl dung dich Wash Buffer, ly tam (5.2.4) & gia té¢c 6800 g/min trong 1 min & nhiét dd phong.
- Chuyén cét loc sang éng thu mai.

- Nhé 500 pl dung dich Wash Buffer, ly tam (5.2.4) & gia téc 6800 g/min trong 1 min & nhiét dé phong.
- Chuyén cot loc sang dng thu mai, ly tam (5.2.4) & gia tbc 14000 g/min trong 1 min.

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

- Nhé 50 pl nwéc sach DNAse/RNAse vao ¢t loc, U 1 min & nhiét d¢ phong

- Ly tam (5.2.4) cot loc va éng 1,5 ml & gia tbc 14000 g/min trong 1 min & nhiét d phong.

- B cot loc, gitr lai dng 1,5 ml (5.1.4) chira 50 pl DNA. Bao quan DNA & 4 °C néu thyc hién phan (ng

realtime PCR ngay hoac & - 20 °C néu thwe hién realtime PCR sau 24 h.

1v42 Thong tin ndy dwa ra dé tao didu kién cho nguwoi st dung tiéu chuan va khéng &n dinh s& dung san phdm thwong mai

khac néu cho két qua twong dwong.
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Phu luc C
(Tham khao)
Phwong phap realtime PCR phat hién vi rut gay bénh VDNC

Bang C1: Trinh tw méi - mau do phat hién vi rut Capribox trong realtime PCR

Stt Tén Trinh tw (5" - 3)

1| Mbi xubi (CaPVO74F1) AAA ACG GTA TAT GGA ATA GAG TTG GAA

2 | Médi ngwoc (CaPV074R1) | AAA TGA AAC CAA TGG ATG GGAT A

3 | Poan do (CaPVO074P1) FAM-TGG CTC ATA GAT TTC CT-MGB/NFQ

CHU THICH 1:

- Viéc lwa chon cac mdi va mau do cho phan (rng can tham khao theo hwéng dan chan doan bénh dong vat ctia T chire

Thua y Thé giei (WOAH) va cac bai bao khoa hoc hang nam dé cap nhat mdi cho phu hop.

- Trinh tw cac mdi va mau do dworc trinh bay & bang C1 dwoc cong b theo tai liéu tham khao [2]

Bang C2: Hén hop phan trng dworc chudn bi trong 6ng 0,2 ml véi cac lwong cu thé cho moi

phan trng
TT | (Theo huéng dén ol it Prcinam ® Quantitative PCR Néng d6 | Theé tich 1 phan
SuperMix-UDG. Cat. No: 11730-017)? cuoi cung tpng (ul)
1 | Nwérc tinh khiét, khong c6 RNA/DNA 6
2 | Dung dich supermix 1X 12,5
3 | Mbi xudi 20 uM 400 nM 0,5
4 | Mbi ngwoc 20 M 400 nM 0,5
5 | Tagman probe 6 uM 200 nM 0,5
6 | Mau DNA 5
Téng 25
CHU THICH 2:

- TUy theo kit s&r dung ma thanh phan hdn hop phan (rng cé thé khac nhau, viéc thwe hién chuan bi hén hop phan tng nén
tuan th theo hwéng dan cla kit st dung.

3 Théng tin nay dwa ra dé tao diéu kién cho ngwdi st dung tiéu chudn va khong 4n dinh st dung san phdm thwong mai
khac néu cho két qua twong dwong.
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Bang C3: Chu trinh nhiét cho phan trng realtime PCR

phat hién vi rat Capribox

Nhiét do Thoi gian S6 chu ky (véng)
50 °C 02 min 1
95°C 10 min 1
95°C 15s
60 °C" 60 s 45
Ghi nhan tin hiéu quang & bwéc nay

CHU THICH 3:

- Nhiét do va thoi gian nay chi phu hgp véi kit Platinum ® Quantitative PCR SuperMix-UDG. Cat. No: 11730-017. Viéc thuc

hién cai dat nhiét do va théi gian nén tuan tha theo hwéng dan cla tirng bo kit dwoc siv dung.
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PHU LUC D
(Tham khao)

Phwong phap realtime PCR sir dung cip moi Snapback phan biét vi rit VDNC va phan
loai vi rut Capripox (Gelaye, 2013)

Bang D1: Trinh tw mdi - mau do phan biét vi rut gay bénh VDNC va phan loai vi rut Capripox

T Tén Trinh tw (5’ - 3)

Mbi Snap back

1 ggTGTAGTACGTATAAGATTATCGTATAGAAACAAGCCTTTA
(Cp-HRM-SBF)
Mbi nguoc

2 AATTTCTTTCTCTGTTCCATTTG
(Cp-HRM1R)

CHU THICH 1:

- Viéc lya chon cac mdi va mau dod cho phan (rng cin tham khao theo huwéng dan chin doan bénh ddng vat ciia T chirc Thu

y Thé gi¢i (WOAH) va céac bai bao khoa hoc hang nam dé cap nhat méi cho phu hop.
- Trinh tw cac mdi dwoc trinh bay & bang D1 dwoc cong bd theo tai liéu tham khao [3]

Bang D2: Hén hep phan trng dwore chudn bi trong 6ng 0,2 ml véi cac lwong cu thé cho moi

phan trng
T (Theo hwéng dénTc?ﬂa: El’?g:gFastTM EvaGreen Nér_|g .dé T,hé ! ich 1
Supermix- Biorad/172-5200)* cudicung | phan (ng (ul)
1 Nwdéc tinh khiet, khong cd RNA/DNA 5,84
2 SsoFast ™ EvaGreen Supermix 2X (Bio-Rad) 1X 10
3 Mbi Snapback (Cp-HRM-SBF) (5 pmol/ul) 500 nM 2
4 Moi ngwoc (Cp-HRN1R) (5 pmol/ul) 40 nM 0.16
6 M&u DNA 2
Toéng 20
CHU THICH 2:

- Tuy theo kit st dung ma thanh phan hén hop phan ¢ng c6 thé khac nhau, viéc thwe hién chuan bj hdn hop phan (¢ng nén

tuan tha theo hwéng dan cla kit siv dung.

4Thong tin nay dwa ra dé tao diéu kién cho ngwoi s& dung tiéu chudn va khong &n dinh si dung san phdm thuwong mai khac

néu cho két qua twong dwong
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3 Théng tin nay dua ra dé tao didu kién cho ngudi st dung tiéu chuin va khéng an dinh st dung san pham thwong mai khac

néu cho két qua twong dwong.

Bang D3: Chu trinh nhiét phan biét vi rat gay bénh viém da néi cuc (LSDV), vi rat gay bénh dau
ctru (GTPV) va vi rat gay bénh dau dé (SPPV) trong realtime PCR Snap Back

Nhiat do Thoi gian So chu ky
(vong)

95°C 3 min 1

95°C 15s

58 °C 80 s 5

(ghi nhan tin hiéu & day)

95 °C 1 min

40 °C 1 min

_QE ot o _nhiét do néng?chéy
40-85°C 10s/0,5°C (*1 1an doc & tirng diém nhiét do)

37°C 1 phut

*Boc tin hiéu huynh quang & FAM/Sybr

CHU THiCH 3:

- Nhiét do va thoi gian nay chi phd hop véi kit Kit SsoFast ™ EvaGreen Supermix- Biorad/172-5200. Viéc thwc hién cai dat

nhiét d6 va thdi gian nén tuan thd theo huwéng dan cua tirng bd kit dwoc st dung.
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(Quy dinh)

So dbé chan doan bénh Viém da ndi cuc
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Dic diém Kiém tra
dich té hoc lam sang
Lay mau
bénh pham
Phat hién Phat hién vi
khang thé rit
Phwong Phwong phap Phwong (-) Phwong phap
phap Elisa trung hoa vi rit phap rPCR [* phan lap

(+)

Phwong phap rPCR

(+)

(phét hién vi rat Capripox
— siF dung cap moi

L[ +)

Phwong phap rPCR (phat

hign vi rit VODNC — s dung
cap mdi Sapback)

(+)

Két luan bénh
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PHU LUC G
(Tham khao)
Phwong phap ELISA

Hién nay co rat nhiéu cac loai kit phat hién khang thé khang vi rat LSD khac nhau dwoc cung cép trén
thi trwdrng nén khi st dung tuan theo quy trinh cGia nha san xuét.
Néu sir dung bd kit IDvet, ma s6 N26 CPVDA-5P 5 phat hién khang thé khang vi rat LSD thi cac bwéc
tién hanh dwoc thuwc hién nhw sau:
G.1 Chuén bi héa chét
Trwéce khi st dung tat ca cac nguyén liéu phai dwoc dé én dinh & nhiét do phong 21 °C (5 °C). Cac
nguyén liéu dwoc l&c déu trudce khi st dung.
DUNG DICH WASHING
- Cach pha loang: pha dung dich Washing (20X) (c4p sén) theo ti I& 1 phan dung dich Washing dam

dac v&i 19 phén nwéc cat hodc nwdc khir ion (4.1.4). Vi dy: 25 ml dung dich Washing dam dac voi 475
ml nuwéc cat.

- Dung dich Washing (1X) sau khi chuén bj bdo quan & 2 °C dén 8 °C (5.1.9).

DOI CHUNG

- M6t khi @& mé, dbi chirng am va déi chirng dwong cé thé bdo quan & 2 °C dén 8 °C (5.1.9).
CONJUGATE:

- Cach pha loang: pha Conjugate (10X) (cAp s8n) theo ti I& 1/10 v&i dung dich pha lodng Dilution Buffer
12 (cAp san). Vi du: 10 pl Conjugate cdng véi 90 pl dung dich pha lodng Conjugate thi dd ding cho 1
dia phan &ng.

- Can tron ki (5.2.2) dung dich Conjugate 1/10 trwéc khi cho vao dia.

- Nén chi chuan bi mét lwong Conjugate 1/10 can di cho méi lan thwc hién, néu con dw sé khéng duwoc
st dung cho Ian thuyc hién tiép theo.

G.2 Cac buwéc thuce hién

- Nhé 50 pl dung dich pha lodng mau Dilution Buffer 19 vao tat ca cac giéng.

- Nhé 50 pl déi chirng am chuén Negative Control vao 2 giéng (A1 va B1).

- Nhé 50 pl déi chirng dwong Positive Control chuén vao 2 giéng (C1 va D1).

- Nhé 50 pl mau vao céac giéng tiép theo (1 giéng/ mau).

- Che phu dia phan trng bang tdm film trong (cé s8n trong bo kit) ho&c gidy bac. U dia trong 1 h 30 min
(29 min) & 21 °C (£5°C).

- Sau khi 0, d6 bd dung dich trong dia. Rira dia 5 14n v&i 300 ul Wash Solution (1X), dap kho dia.

- Nhé 100 pl Conjugate 1/10 vira pha vao tat ca cac giéng.

- Che phu dia va u 30 min (3 phut) & 21 °C (5°C).

- Sau khi 0, d6 bd dung dich trong dia. Rira dia 5 14n v&i 300 ul Wash Solution (1X), dap kho dia.

5Théng tin nay dwa ra dé tao diéu kién cho ngudi st dung tiéu chudn va khéng 4n dinh s& dung san phdm thwong mai khac

néu cho két qua twong dwong
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- Nhé 100 pl Substrate Solution vao tat ca cac giéng.

- U dia 15 phut (+2 min) & 21 °C (+5°C).

- Nhé 100 pl Stop Solution vao tat ca cac giéng.

- Poc két qua (5.3.6) & buwdc séng 450 nm khéng quéa 5 phat sau khi nhé Stop Solution.
G.3 Doc va dién giai két qua

Xac dinh tinh hop 1é (Validation) ctia xét nghiém

M6t xét nghiém dwgc cong nhan khi:

+ Gia tri OD cuia di chirng dwong Ién hon 0.350: ODPC > 0.350

+ Gia tri OD cua dbi chirng am (NC) it nhat cao gap 3 lan gia tri OD cla dbi chirng dwong (PC):
ODNC/ODPC > 3

Tinh todn két qua

a. Céach tinh Blocking % (S/P %) ctia mau huyét thanh:

0D Sample — OD NC
0D PC — 0D NC

S/P % =100 x

Néu: S/P % = 30%: Dwong tinh
SIP % < 30%: Am tinh

So db dia:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | BC(-) S5 | S13 | S21 | S29 | S37 | S45 | S53 | S61 | S69 | S77 | S85
B | BC(-) S6 | S14 | S22 | S30 | S38 | S46 | S54 | S62 | S70 | S78 | S86
C |bC(+)| S7 | S15 | S23 | S31 | S39 | S47 | S55 | S63 | S71 | S79 | S87
D |DC(+)| S8 | S16 | S24 | S32 | S40 | S48 | S56 | S64 | S72 | S80 | S88
E S1 S9 | S17 | S25 | S33 | S41 | S49 | S57 | S65 | S73 | S81 | S89
F S2 S10 | S18 | S26 | S34 | S42 | S50 | S58 | S66 | S74 | S82 | S90
G S3 S11 | S19 | S27 | S35 | S43 | S51 | S59 | S67 | S75 | S83 | S
H S4 S12 | S20 | S28 | S36 | S44 | S52 | S60 | S68 | S76 | S84 | S92

CHU THICH:
- BC (-): Bbi chirng am.
- BC (+): Bbi chirng dwong.

- 81, S2, S3,...,892: mau huyét thanh can kiém tra sb 1, s6 2, s6 3, ... dén m4u sb 92.
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PHU LUC H
(Quy dinh)
Phwong phap trung hoéa vi rat trén méi trieérng té bao
H.1 Chuan bij té bao

- Nudi té bao MDBK (Madin—Darby bovine kidney) (4.3.4) ho&c té& bao so cap nhw té bao LT (4.3.5) dé
phat trién mot I&p dat 100 % bé mat trén chai té bao T75 (5.3.3).

- Hut bd méi trwdrng dang nudi trong chai té bao MDBK hoac LT 1 16p.

- Rra bé mét tham té bao bang dung dich mubi dém photphat (PBS) (4.1.2) 2 1an v&i 10 ml/chai T75

cm?, trdng qua va hut bé PBS.

- Cho 2 ml trypsin (c6 0,5 % EDTA) (4.3.2) G trong thoi gian tr 5 min d@én 10 min & nhiét do 37°C, 5%
CO2 (5.3.1).

- Khi té bao da tach hét, bé sung 5ml méi trwrng DMEM 5 % FBS (xem A3 phu luc A) vao chai dé vo

hoat trypsin, trén déu, chuyén toan bd hén dich nay vao éng ly tam 15 ml (5.1.4).

- Ly tam té bao (5.2.4) & gia tbc 1 500 g trong 5 min) dé loai bd mdi trwdng chira trypsin. Loai bd hén
dich phia trén, gitr lai phan can la té bao & duéi.
- Cho tiép 10 ml GMEM 2 % FBS (xem muc A.4 phu luc A) vao éng chira can té bao, dung pipet 5 ml

(5.1.1) trén déu bang cach hat nha vai 1an.

- Dém té bao (5.3.5), thém moét lwgng méi trwdng phat trién GMEM (xem muc A.4 phu luc A) sao cho
dat mat do 2 x 10° té bao/ml méi trwong phat trién.

H.2 Chuan bi vi rat

Chuing vi rat Capripox tham chiéu thudng 1a chiing véc xin da biét, phat trién tot trong nudi cay mo, voi
hiéu gia I&n hon 10° TCIDso/ml. Vi rit dwoc pha lodng theo co sb 10 dé tao ra d6 pha loang logio 5.0,
4.0,3.0, 2.5, 2.0, 1.5 TCIDso/ml (twong duong véi logro 3.7, 2.7, 2.2, 1.7, 1.2, 0.7, 0.2 TCIDso/50 ).

H.3 Trung hoéa vi rut
- Huyét thanh trau, bo, bao gbm ca dbéi chirng am, dbi chirng dwong pha loéng 1/5 trong mai truéng
pha loAng DMEM (xem muc A5 phu luc A) va bat hoat & 56°C trong 30 min (5.2.6).

- Nhé 50 pl huyét thanh mau 1 vao cot 1 va 2, tir hang A dén H cua dia té bao 96 giéng (5.3.2),
- Nhé 50 i huyét thanh mau 2 vao cot 3 va 4,

- Nhé 50 pl huyét thanh mau 3 vao cot 5 va 6,

- Nhé 50 pl huyét thanh dbi chirng dwong vao cot cot 7 va 8,

- Nhé 50 pl huyét thanh dbi chirng am tinh vao cét 9 va 10.
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- Nhé 50 pl méi trwérng pha lodng DMEM (xem muc A.5 phu luc A) vao cot 11 va 12 va tat ca cac giéng &
hang H.

- Nhé 50 pl vi rat méi d6 pha lodng vao méi giéng ctia tirng hang sao cho dd pha lodng vi rut cé hiéu gia
cao nhat dwoc dat vao hang A, do pha loang vi rat cé hiéu gia thAp nhat dwoc dét vao hang G cu thé

nhw sau:

- B4t dau v&i hang G va vi rut pha lodng da chuén bi, 50 pl vi rit d6 pha lodng thap nhét (0.2 TCIDs/50
ul) dwoc thém vao méi giéng trong hang G. Diéu nay dwoc 13p lai 1an lwot véi méi do pha loang vi rut
tiép theo véi cac hang thiép theo.Cudi cung, 50 ul d6 pha lodng vi rit cé hiéu gia cao nhat (3,7
TCIDso/50 pl) dwoc nhéd vao tat ca cac giéng hang A.

- U dia & 37°C 5% COztrong 1 h (5.3.1).

- Nh& 100 pl té bao da dwoc chuén bij vao tat ca cac giéng trir giéng H11 va H12 dé 1am dbi chirng moi

trwong, giéng tr H1 dén H10 déng vai trd 1a dbi chirng té bao va huyét thanh.
- Dia té bao dwoc day ndp, U & 37°C 5% CO2(5.3.1) trong 9 ngay.

- Str dung kinh hién vi dao nguoc (5.3.4) kiém tra dia té bao hang ngay tir ngay thir 4 dé tim bénh tich
té bao (CPE).

Poc két qua:

+ C6 bénh tich té bao (c6 CPE): Céac té bao bi nhiém vi rat s& xuét hién CPE bao gébm s co lai cia

mang té bao khdi cac té bao xung quanh, cac té bao bam vao nhau tao thanh cac cum.

+ Khoéng c6 CPE: té bao phat trién binh thwdng nhw cac giéng hang H, khoéng co hién twong cac té bao

co lai va bam thanh cum.

+ Két qua doc cubi cling dwgc ghi nhan vao ngay thtr 9 va hiéu gia vi rat trong méi lan chuén do I&p lai

dwoc tinh toan béng phwong phap Karber.

+ Chi s trung hoa (NI) la chénh léch hiéu gia log gitra hiéu gia cla vi rit trong dbi chirng am va hiéu

gia cla vi rat trong mau huyét thanh ther nghiém. Chi sb trung hoa = 1,5 1a dwong tinh.

Céach tinh chi sb trung hoa:

Do pha loang vi TCIDsg
) 3,7 2,7 2,2 1,7 1,2 0,7 0,2 NI
ruat (Log1o) (logio)

HT dbichiingam | (+)2/2 | (¥)2/2 | (#)2/2 | (V)22 | (+)22 | (1) 22 | (®)212 | 0

HT kiém tra (#)22 | (W22 | W12 | ()22 | (V22 | ()22 | (Y22 | 22 |22

Kétqua:NI=22-0=22
Ghi chu: (+): cé CPE ttrc la khdng co khang thé dé trung hoa vi rat

(-): khdng c6 CPE tirc 1a c6 mau HT c¢6 khang thé dé trung hoa vi rut
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So db dia phan &ng:

Log1o 3,7 27 | 22 | 1,7 | 1,2 | 0,7 | 0,2
(d6 pha loang VR)
Cot A B C D E F G
~ r 1
Mau HT s6 1 5
~ r 3
Mau HT s0 2
4
~ r 5
Mau HT s6 3 5
Péi chang !
dwong 8
) 9
Daoi chirng
11
Mbi tridng
pha loang 12
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