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THIT VA SAN PHAM COA THIT TCVN 5157-90

Phuong phap phat hién virat dich ta Ign ;
Khuyén khich ap dung

Meat and meat products

Detection of Swine fever virus

Tiéu chuan nay quy dinh phudng phap phat hién vi - rat dich ta Ion bang khang thé
globulin dich ta Ion gan huynh quang iso - thyocyanat (Conjugat khang thé huynh quang).

1 DBac tinh chung

Vi rat dich ta Ion gay bénh cho lon & cac I(ta tudi. Bénh tién trién nhanh dudi thé bai
huyét, c6 than nhiét cao, triéu chiing va bénh tich chinh 1a xuat huyét, hoai tir va liét than
kinh. Vi rat sinh trudng dugc trén t€ bao than Ign, nhung thudng khéng gay dudc nhiing
bi€n ddi trén t& bao.

2 Nguyén tac

Khi khang nguyén dich ta lon gap conjuget khang thé huynh quang thi két hop
thanh phac hop khang nguyén - khang thé huynh quang. Phac hop nay qua kinh hién vi
huynh quang phat ra nhirng dém sang mau sac riéng biét.

3 Lay mau
3.1 Tiéu chuan nay duing dé xac dinh bénh dich ta Ion cho mét 16 Ion.

3.2 L6 Ion la s6 luong lon c6 clng noi xuat phat (trai, phudng, xa) dudc van chuyén trong
mot thai gian, khi nhap vé dudc nudi & mot khu riéng (cach ly tAn dao) khong tiép xuc véi
cac moi giGi truyén bénh khac.

3.3 MAu th(r 12 amydan, lach, hach lam ba vira chét hodc vira giét mé. Bang thao tac vé
khuén 18y va dung mau vao hdp (binh, o) thuy tinh hoc chat déo, cé nap day kin dé trong
phich lanh, cé chira da vun trén 1an véi mudi an (NaCl) va chuyén nhanh vé co quan kiém
dich trong vong 24-48 gid.

3.4. M6t nlra mau dé kiém nghiém, phan con lai dé luu. Mau luu dudc bao quan & nhiét do
t6i thiéu 15°C khong qua 1 thang.

Chu thich:  a/ Co quan kiém dich chi nhan mau thi theo ding quy dinh trén (3.3),
kém theo ban khai bao vé 16 Ion nghi bénh (ngudn géc, s6 lugng, trong lugng, ngay nhan,
ngay phat bénh, sé Ign 6m, chét, triéu chiing, bénh tich...).

b/Dé dinh bénh dudc chinh xac thi sau khi nhan dudc mau va bao céo,
co quan kiém dich phai cf ngay bac si thi y dén ndi dé xac minh tinh hinh dich, két hop
tinh hinh tai chd v6i két qua phong xét nghiém va néu can dudc phép mdi nhiing cd quan
chuyén trach (trong va ngoai nuéc) dé cling dinh bénh.




4 Thiét bi va dung cu

4.1 Thiét bi.

4.1.1. Phong cay vo khuan, trong c6 ti cay tay (thanh tring phong cay va ti cay bang dén
(53223 tim 1,5-2,5 oat/m® trong 3 gid, sau phun phenol 5% hoac xéng formon réi phun phenol
4.1.2. TO &m c¢6 diéu chinh nhiét d6 én dinh 35-37-43 + 1°C.

4.1.3 T say kho.

4.1.4 TG hap uét.

4.1.5. Noi cat nuGc 2 1an bang thuy tinh.

4.1.6. TG lanh 0-4°C.

4.1.7. TG lanh -35°C.

4.1.8. Binh ch(ta nitc 16ng.

4.1.9. May cét lanh c6 binh khi CO,.

4.1.10. N6i dun cach thuy cé diéu chinh nhiét dd én dinh tir 35-56°C.
4.1.11. Ly tam thoéng thuong, 5.000 vong/phdt va 6ng ly tam day nhon.
4.1.12. May xay thit.

4.1.13. May khuay tu.

4.1.14. Can phan tich c6 d6 chinh xac khéng I6n hon 0,01g.

4.1.15. Can thién binh roberval) c¢d nhdé (50-100g).

4.1.16. Budng dém bach huyét cau.

4.1.17. Kinh hién vi c6 thi kinh x 10, x 15.

4.1.18. Kinh hién vi huynh quang va céac linh kién.

4.1.19. May do pH c6 d6 chinh xac hiéu chinh |1a 0,1 don vi pH & 25°C.
4.1.20. Phéu thuy tinh dudng kinh 3cm.

4.1.21. Phéu loc vi khuan: Seitz, EKS2, Sephadex G25, 50.

4.1.22. Dao bistouri, kéo, pince cac loai.

4.1.23. Bén con, bdng, gac, vai loc.

4.2 Dung cu.

4.2.1. Binh tam giac va binh ciu day bang cé dung tich 50, 150, 250ml.



4.2.2. Coc dong cb chan cac cd.
4.2.3. Binh dong hinh tru cac cé.
4.2.4. Pipet Pasteur va pipet c6 khac db 1,5-10ml.

4.2.5. Pia Petri duong kinh 150mm, chiéu cao 15mm.

4.2.6. Ong Leighton nuéi cdy t& bao co kem 14 kinh.

4.2.7. Ong nghiém 18 x 150mm.

5 Hoa chat, thuéc nhuém, méi trudng té bao than Ign.

5.1. Nguyeén liéu co ban: Hoa chat dung trong méi trudng pha ché& dung dich phai st dung
Ioaj tinh lfhié’g A R, nL_rc’jc cét 2 Iérl trung tl'nhqdé qua ki~ém nghiém ktu“)ng cc’)v tap cv:hét ejmh
huong dén t,é bao va vi rdt sinh truong. Nén su dung nhung thanh phan co ban hoac thanh
phan da ché san, nhung khi dung phéi tuan theo chi dan cla noi sén xuét.

5.2. Hoa chat, thuéc nhuém, méi trudng té€ bao (phu luc).

5.2.1. R{ra tay va nhudém tiéu ban.

5.2.1.1.Khang huyét thanh dich ta Ion (d& nhuém truc tiép va gian tiép).

5.2.1.2. Conjugat khang thé huynh quang (nhuém gian tiép).

5.2.1.3.Conjugat khang thé huynh quang (nhudm gian tié€p).

5.2.1.4. Virat dich ta lon cudng doc tiéu chudn.

5.2.1.5. Dung dich d&m mudi phosphate pH 7,0.

5.2.1.6. Dung dich xanh evans.

5.2.1.7. Dung dich dém Tris pH 8,6.

5.2.1.8. Axéton.

5.2.2. Ch& méi trudng va xt&t ly mau thir trude khi cay.

5.2.2.1. Clorofooc.

5.2.2.2. Natrihydro cacbonat, dung dich 1,4% va 7% (NaHCO,).

5.2.2.3. Dung dich dé phenol (phenol red).

5.2.2.4. Dung dich khang khu&n t6 Penicillin va Streptomycin.

5.2.2.5. Dung dich muén dién giai Hanks.

5.2.2.6. Dung dich trypsin.

5.2.2.7. Dung dich hydro-lysat-lactabunin.



5.2.2.8. Dung dich Hanks dé xt ly mau thr va rira té bao.
5.2.2.9. Dung dich Versen.

5.2.2.10. Huyét thanh bé sa sinh.

5.2.3. Moi trudng té bao.

5.2.3.1. Méi trudng Eagle can thiét cho t€ bao sinh trudng (minimum essential medium
Eagle-growth; MEM-G).

5.2.3.2. Méi trudng Eagle can thiét dé bao quan t& bao (minium essential medium Eagle-
mainterance; MEM-M).

5.2.4. Ky thuat san xuat t€ bao than lon.
6 Cach tién hanh.

6.1. Tuy theo tinh hinh va diéu kién clia tiing co s ma tién hanh trudc sau hoac cung mot
Itic c& hai phuang phap: Nhudm truc ti€p va gian tiép.

6.2. Phuong phap nhudm truc ti€p mau th{ cat lanh hodc ép in.

6.2.1. Chu&n bi mau thir - DUng may cét lanh, ct mau thr thanh nhiing lat cat c6 do day
tir 5-6 micromét. D4t nhe va dan déu Iat cat Ién 2 phién kinh A va B bang mii pince dau
nhon (méi phién kinh dat tir 2-3 I4t) hodc ép in mau th thanh cac vét mdng (thay cho lat
cat). Hong kho tiéu ban va c6 dinh bang axéton & -25°C trong 60 phut.

6.2.2. Nhuoém.

6.2.2.1. Phién kinh A (dé xac dinh virat dich ta lon) d4t trén 16p bong tham nuéc trong dia
petri, nhd 0,2-0,3ml conjugat khang thé huynh quang (thuéc nhudém truc tiép) 1én tiéu ban,
0 37°C trong 30 phat. L4y ra ngam réa 3 1an, méi 1an 10 phat bang dung dich dién mudi
photphat pH 7,0; trang nuéc cat, hong kho doc két qua.

6.2.2.2. Phién kinh B (d6i chiing Uc ché dac hiéu) dat trén I6p bong tham nudc trong dia
Petri, nhd 0,2-0,3ml khang huyét thanh dich ta Ion 1én tiéu ban, G 37°C trong 15 phat. Lay
ra rlfa nudc cat roi nho ti€p I1én tiéu ban 0,2-0,3ml conjugat khang thé huynh quang (thudc
nhudm truc ti€p) va lam ti€p theo 5.3.2.1.

6.3.1. Chuan bi mau thd: Can 10g mau thi (14 lach), dung kéo cat nhd, nghién truéc trong
cBi sd, nghién ti€p trong may nghién, vira nghién vira hoa loang dung dich Hanksoc
Penicillin va Streptomycin thanh huyén dich 1:5. Ly tdm 2000 vong/phut trong 15 phat. Lay
luong nuéc trong pha loang tiép bang dung dich Hanks thanh huyén dich 10" déng thdi
lam thém mau th& cudng d6 dich t& Ion déi ching.

6.3.2. Cay mau th{r vao méi trudng t& bao than Ion.

6.3.2.1. T€ bao than Ion nudi cdy va da phd kin trén mat 14 kinh trong 6ng Leighton chira
2ml méi truong MEM-G sau 48-72 gid.

Moi trudng mau thit phai nudi cdy it nhat trong 2 6ng méi trusng, keém theo 3 6ng doi
chiing cho méi dot kiém nghiém.



Céac 6ng moi truong dudc ky hiéu riéng:

A. D& xac dinh virat dich t& lon trong mau thi.

B. Pai chiing (¢ ché dac hiéu.

C. Da6i chling duong tinh.

D. D6i chiing am tinh (kiém tra t& bao than Ion).

6.3.2.2. Gan bd lugng mdi trudng cii di va rlia 16p t& bao bang moi trudng MEM-M tir 2-3
lan, cdy vao 6ng A, B moi 6ng 0,2-0,3ml huyén dich mau thr 10" vao 6ng C 0,2-0,3ml
huyén dich virat dich ta Ign 10" vao 6ng D 0,2-0,3ml moi trudng MEM-M, G tat ca 37°C tur
1-2 gid. Gan bd lugng nudc vira cdy va ria 16p t& bao bang méi trudng MEM-M 0 37°C ti
24-48 gid.

6.3.3. Nhuém: Dung pince 1ay la kinh, c6 dinh bang axéton & -25°C trong 10 phut, hong
kho.

- Nhuém cac la kinh A, C, D theo 6.2.2.1.
- Nhuém |a kinh B theo 6.2.2.2.
6.4. Phuong phap nhudm gian ti€p mau thit (chung cho ca 2 loai tiéu ban).

6.4.1. Chuan bi mau th: Theo 6.2.1. (mau th{ cit lanh hoic ap in); 6.3.1. va 6.3.2 (mau
thr cay trong moi trudng té€ bao).

6.4.2. Nhuém chung cho ca hai loai tiéu ban) cd dinh tiéu ban bang axéton § -25°C trong
10 phuat, hong khd, nhé 1én tiéu ban 0,2-0,3ml khang huyét thanh dich ta Ign, G 37°C trong
30 phut. LAy ra ngdm rlra 2 Ian, méi lan 5 phut bang dung dich dién mudi photphat pH 7,0.
Nho tiép 0,2-0,3ml conjugat khang thé huynh quang (loai thuéc nhuém gian tiép dé pha
lodng theo chi dan cla nadi san xuét); i 37°C trong 30 phut, sau ngadm rira 2 I&n méi 1an 3
phat bang dung dich dién mudi photphat pH 7,0. Gan lam kinh I1&n trén tiéu ban, doc két
qua.

6.5. Nhan dinh mét sé chi tiéu gilra 2 phuong phap nhuém.

Chi tiéu Nhudm truc tiép Nhudm gian tiép

Catlanh in ap | Méi trudng té bao | Catlanh in ap | Mai trudng té bao

Thai gian (gid) 2-3 50-75 2-3 50-75

Ty Ié phat hién 80 85 90 95
duong tinh (%)

7 Tinh toan két qua

7.1. DUng kinh hién vi huynh quang dat trong budng t6i, doc két qua cac mau dsi chiing
tru6c, mau kiém nghiém sau.

Chung cho ca 2 phuang phap:



- Trén mau D (kiém tra t& bao) khéng c6 hoadc co rat it nhitng diém phat quang gia mau
xanh nau.

- Trén mau C (d8i chiing duong tinh): C6 nhiéu t& bao hodc dam t& bao phat quang mau
vang xanh, trdi déu trong nguyén chat, chung quanh t€ bao c6 mau sang, lugng phat
quang ti 1& thuan véi sé lugng virat, riéng phuong phap nhudém gian ti€p cho két qua ré hon
(sang trén nén xanh Evans).

- Trén mau B (d6i chiing Gic ché d&c hiéu) nhu mau D.

- Trén mau A: Néu két qua doc dudc nhu mau C 1a duong tinh va nguoc lai 1a am tinh.

7.2. Két luan chung cho ca hai phuong phap.

Mau thr A | MauthdB | MauthirC Mau thir D Két luan
+ - + - C6 virut dich ta lon
+ + + - Sai sét ky thuat (Ilam lai)
- - + - Khong c6 virut dich ta Ign




Phu luc cta TCVN 5157-90
Hoa chét, thuéc nhuém, moi trudng té€ bao than Ion.
A. Dung rira tiéu ban va pha loéng conjugat khang thé huynh quang (nhuém gian tiép).
A1. Dung dich @&m mudi photphat pH 7,0.
A1.1. Dung dich 1
- Natri dihydrophotphat (NaH,PO,) 149
- NuGc cét 2 lan (trung tinh) 1.000m|
A1.2. Dung dich 2.
- Natri dihydrophotphat (NaH,PO,.12H,0) 35,85¢g
- NuGc cét hai 1an (trung tinh) 1.000m|

A1.3 Dung dich hoan chinh

- Dung dich 1 39ml
- Dung dich 2 61ml
- Natri clorua (NaCl) 8,779
- NuGc cét 2 lan (trung tinh) 900ml

Héap 121°C trong 30 phut. Bao quéan 4°C.

A2. Dung dich xanh evans.

- Xanh evans 0,25¢g
- Nuéc cét 2 lan (trung tinh) 100ml
Hap 113°C trong 10 - 15 phat. Bao quan 4°C.

A3. Dung dich dém Tris pH 8,6.

- Tris, dung dich 2,42% trong nuéc 25ml
- Axit clohydric, dung dich 0,2N (HCI) 6,1ml
- Nu6c cét 2 lan (trung tinh) vira dd 100ml

Loc v6 khudn. B4o quan & 4°C.
Ghi chu: Axit clohydric, dung dich 0,2N (HCI).
- Axit clohydric dam dac 2ml

- Nudc cét 2 lan (trung tinh) 98ml



Hap 121°C trng 15 phut.

B. DUng ché& méi trudng va x{ ly mau thir truc khi cay.

B1. Natri hydro cacbonat, dung dich 1,4% hoac 7% (NaHCO,).

- Natri hydro cacbonat 1,49 hoac 7g
- NuGc cét 2 lan (trung tinh) 100ml.
Loc Seitz. Bao quan 4°C.

B2. Dung dich dé phenol (Phenol red).

- B4 phenol 0,49
- Natri hydroxit, dung dich 0,1N trong nuéc (khoang) 10-12ml
- NuGc cét 2 lan (trung tinh) vira dd 100m|

Nghién dd phenol trong c6i s, nhd dan dung dich Natri hydroxit vao cho dén khi dd
phenol tan hoan toan, sau d6 b6 sung nuéc cat hai lan vira 0 100ml. Hap 121°C trong 30

phat (néu can thi chinh pH 7,0 bang Natri hydroxit dung dich 0,05N trudc khi hap.

Ghi chu: Natri hydroxit dung dich 0,1N hoac 0,05N.
- Natri hydroxit 2g hoac 1g

- NuGc cét 2 lan (trung tinh) 100ml

B3. Khang khuén t6, dung dich c¢6 20.000 don vi Penicillin va Streptomycin trong 1ml nudc.

- Penicillin (b6t dé tiém) 2.000.000 don vi.
- Streptomycin (b6t dé tiém) 2.000.000 don vi.
- Nudc cét 2 lan (trung tinh) 100ml

Bao quan -20°C.
B4. Dung dich mugi dién giai Henks

B4.1. Dung dich 1

- Natri clorua (NaCl) 160g
- Kali clorua (KClI) 89
- Magié sulphat (MgSO,.7H,0) 49
- Canxi clorua (CaCl,) 2,89
- NuGc cét 2 lan (trung tinh) 1.000m|

Cho thém clorofooc 2ml. Bao quan 4°C.
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B4.2. Dung dich 2.

- Natri hydro photphat (NaH,PO,.12H,0) 3,049
- Katri dihydro photphat (KH,PO,) 1,009
- Clucose 20g
- Dung dich dé phenol (B2) 100ml
- Nuéc cét 2 lan (trung tinh) 1.000m|

Cho thém clorofooc 2ml. Bao quan 4°C.

B4.3. Dung dich hoan chinh.

- Dung dich 1 50ml
- Dung dich 2 50ml
- NuGc cét 2 lan (trung tinh) 900ml

Héap 115°C trong 10 phuat. Bao quéan 4°C.

Khi dung cho thém Natri hydro cacbonat, dung dich 1,4% (B1): 2,5ml.

B5. Dung dich Trypsin.

- Trypsin 19

- Dung dich Hanks (B4,3) 100ml

Lac nhe cho tan déu. D& & 4°C tur 12-18 gio, dé ti€p trong ndi chung céch thuy & 37°C
trong 3 phut cho trypsin tan hoan toan. Loc v6 khuan bang phéu thuy tinh x6p. Cho thém
dung dich khang khu&n t6 (B3) 1ml. Chia vao cac lo nhd. Bao quan -20°C. Khi dung pha
loang tiép thanh dam d6 0,25%.

B6. Dung dich hydrolysat lactabumin.

- Hydrolysat lactabumin 5g

- Dung dich Hanks (B4.3) 1.000ml

Hap 121°C trong 10 phut. Bao quan 4°C.

B7. Dung dich Hanks dé x ly, pha lodng mau th{r va riia té bao.

- Dung dich Hanks (B4.3) 100ml

- Dung dich khang khu&n t6 (B3)

+ Pé x{ ly mau thdr: 2ml

+Dé& pha lodng mau thdr (107") va rlra t& bao 1ml
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B8. Dung dich dam Versen,;

- Natri clorua 89
- Kali clorua 0,29
- Natri hydro photphat (NaHPO,.2H,0) 0,419
- Versen 0,29
- D4 phenol 0,01g
- Nudc cét 2 lan (trung tinh) 1.000ml

Hoa tan. Loc vé khuén. Bao quan 4°C.

C. M6i trudng nudi té bao.

C1. Mai trudng Eagle can thiét cho cac té bao sinh trudng (MEM-G).

- Dung dich hydrolysat lactabumin (B6) 90ml.
- Dung dich khang khuan t6 Penicillin va Streptomycin (B3) Tml.
Piéu chinh pH 7,2 bang Natri hydro cacbonat, dung dich 7% (B1).

- Huyét thanh bé sa sinh 10ml.

Bang thao tac v khudn trén déu, chia vao cac binh tam giac 50ml. Dung d& nudi cay té
bao than lon.

02. Méi trudng Bagle can thiét dé bao quan té bao (MEM-M).

Thanh phan nhu C1, chi khac la dung 1ml huyét thanh bé so sinh thay cho 10ml. Dung cay
mau th{r (phan lap virat dich ta Ign).

D. Ky thuéat san xuét t&€ bao than Ion.

D1. Chon té bao: Dung t€ bao than Ign sa sinh, khoé manh, khéng c6 bénh.
D2. Tach t& bao bang dung dich Trypsin (B5) dudi tdc déng clia may khudy tu.
D3. Loai bd Trypsin va thu gom t& bao bang may ly tam.

D4. Pha mau bang MEM-G. D&m sé té bao bang budng dém bach huyét cau dudi kinh
hién vi thong thuong.

D5. Tinh s6 ludng té bao can thiét dé dinh ty I& pha lodng bang MEM-G (yéu cau 50.000
t€ bao/1ml moi trudng).

D6. Chia vao cac 6ng leighton c6 ghép 14 kinh, méi 6ng 2ml, 0 37°C tir 24-72 gid. Khi t&
bao da sinh trudng va pha kin trén bé mat 14 kinh thi cdy mau thit (theo 6.3.2).
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Ghi chi: Néu st dung té bao dong thi pha ché theo chi dan cla ndi san xuét, néu chuyén
ti€p t€ bao dong thi dung dung dich versen (B8) dé 1am bong 16p t& bao réi dung dung dich
trypsin (B5) tach t&€ bao va lam ti€p theo phu luc D2 dén D6.
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