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TCVN 5157-90 thÞt vµ s¶n phÈm cña thÞt 

Ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn virót dÞch t¶ lîn 

Meat and meat products 

Detection of Swine fever virus 

KhuyÕn khÝch ¸p dông 

 Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn vi - rót dÞch t¶ lîn b»ng kh¸ng thÓ 
globulin dÞch t¶ lîn g¾n huúnh quang iso - thyocyanat (Conjugat kh¸ng thÓ huúnh quang). 

1 §Æc tÝnh chung 

 Vi rót dÞch t¶ lîn g©y bÖnh cho lîn ë c¸c løa tuæi. BÖnh tiÕn triÓn nhanh d−íi thÓ b¹i 
huyÕt, cã th©n nhiÖt cao, triÖu chøng vµ bÖnh tÝch chÝnh lµ xuÊt huyÕt, ho¹i tö vµ liÖt thÇn 
kinh. Vi rót sinh tr−ëng ®−îc trªn tÕ bµo thËn lîn, nh−ng th−êng kh«ng g©y ®−îc nh÷ng 
biÕn ®æi trªn tÕ bµo. 

2 Nguyªn t¾c 

 Khi kh¸ng nguyªn dÞch t¶ lîn gÆp conjuget kh¸ng thÓ huúnh quang th× kÕt hîp 
thµnh phóc hîp kh¸ng nguyªn - kh¸ng thÓ huúnh quang. Phóc hîp nµy qua kÝnh hiÓn vi 
huúnh quang ph¸t ra nh÷ng ®èm s¸ng mµu s¾c riªng biÖt. 

3 LÊy mÉu 

3.1 Tiªu chuÈn nµy dïng ®Ó x¸c ®Þnh bÖnh dÞch t¶ lîn cho mét l« lîn. 

3.2 L« lîn lµ sè l−îng lîn cã cïng n¬i xuÊt ph¸t (tr¹i, ph−êng, x·) ®−îc vËn chuyÓn trong 
mét thêi gian, khi nhËp vÒ ®−îc nu«i ë mét khu riªng (c¸ch ly t©n ®¸o) kh«ng tiÕp xóc víi 
c¸c m«i giíi truyÒn bÖnh kh¸c. 

3.3 MÉu thö lµ amydan, l¸ch, h¹ch lµm ba võa chÕt hoÆc võa giÕt mæ. B»ng thao t¸c v« 
khuÈn lÊy vµ ®ùng mÉu vµo hép (b×nh, lä) thuû tinh hoÆc chÊt dÎo, cã n¾p ®Ëy kÝn ®Ó trong 
phÝch l¹nh, cã chøa ®¸ vôn trén lÉn víi muèi ¨n (NaCl) vµ chuyÓn nhanh vÒ c¬ quan kiÓm 
dÞch trong vßng 24-48 giê. 

3.4. Mét nöa mÉu ®Ó kiÓm nghiÖm, phÇn cßn l¹i ®Ó l−u. MÉu l−u ®−îc b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é 
tèi thiÓu 150C kh«ng qu¸ 1 th¸ng. 

 Chó thÝch:  a/ C¬ quan kiÓm dÞch chØ nhËn mÉu thö theo ®óng quy ®Þnh trªn (3.3), 
kÌm theo b¶n khai b¸o vÒ l« lîn nghi bÖnh (nguån gèc, sè l−îng, träng l−îng, ngµy nhËn, 
ngµy ph¸t bÖnh, sè lîn èm, chÕt, triÖu chøng, bÖnh tÝch…). 

   b/§Ó ®Þnh bÖnh ®−îc chÝnh x¸c th× sau khi nhËn ®−îc mÉu vµ b¸o c¸o, 
c¬ quan kiÓm dÞch ph¶i cö ngay b¸c sÜ thó y ®Õn n¬i ®Ó x¸c minh t×nh h×nh dÞch, kÕt hîp 
t×nh h×nh t¹i chç víi kÕt qu¶ phßng xÐt nghiÖm vµ nÕu cÇn ®−îc phÐp mêi nh÷ng c¬ quan 
chuyªn tr¸ch (trong vµ ngoµi n−íc) ®Ó cïng ®Þnh bÖnh. 
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4 ThiÕt bÞ vµ dông cô 

4.1 ThiÕt bÞ. 

4.1.1. Phßng cÊy v« khuÈn, trong cã tñ cÊy tay (thanh trïng phßng cÊy vµ tñ cÊy b»ng ®Ìn 
cùc tÝm 1,5-2,5 o¸t/m3 trong 3 giê, sau phun phenol 5% hoÆc x«ng formon råi phun phenol 
5%. 

4.1.2. Tñ Êm cã ®iÒu chØnh nhiÖt ®é æn ®Þnh 35-37-43 ± 10C. 

4.1.3 Tñ sÊy kh«. 

4.1.4 Tñ hÊp −ít. 

4.1.5. Nåi cÊt n−íc 2 lÇn b»ng thuû tinh. 

4.1.6. Tñ l¹nh 0-40C. 

4.1.7. Tñ l¹nh -350C. 

4.1.8. B×nh chøa nit¬ láng. 

4.1.9. M¸y c¾t l¹nh cã b×nh khÝ CO2. 

4.1.10. Nåi ®un c¸ch thuû cã ®iÒu chØnh nhiÖt ®é æn ®Þnh tõ 35-560C. 

4.1.11. Ly t©m th«ng th−êng, 5.000 vßng/phót vµ èng ly t©m ®¸y nhän. 

4.1.12. M¸y xay thÞt. 

4.1.13. M¸y khuÊy tõ. 

4.1.14. C©n ph©n tÝch cã ®é chÝnh x¸c kh«ng lín h¬n 0,01g. 

4.1.15. C©n thiªn b×nh roberval) cì nhá (50-100g). 

4.1.16. Buång ®Õm b¹ch huyÕt cÇu. 

4.1.17. KÝnh hiÓn vi cã thÞ kÝnh x 10, x 15. 

4.1.18. KÝnh hiÓn vi huúnh quang vµ c¸c linh kiÖn. 

4.1.19. M¸y ®o pH cã ®é chÝnh x¸c hiÖu chØnh lµ 0,1 ®¬n vÞ pH ë 250C. 

4.1.20. PhÔu thuû tinh ®−êng kÝnh 3cm. 

4.1.21. PhÔu läc vi khuÈn: Seitz, EKS2, Sephadex G25, 50. 

4.1.22. Dao bistouri, kÐo, pince c¸c lo¹i. 

4.1.23. §Ìn cån, b«ng, g¹c, v¶i läc. 

4.2 Dông cô. 

4.2.1. B×nh tam gi¸c vµ b×nh cÇu ®¸y b»ng cã dung tÝch 50, 150, 250ml. 
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4.2.2. Cèc ®ong cã ch©n c¸c cì. 

4.2.3. B×nh ®ong h×nh trô c¸c cì. 

4.2.4. Pipet Pasteur vµ pipet cã kh¾c ®é 1,5-10ml. 

4.2.5. §Üa Petri ®−êng kÝnh 150mm, chiÒu cao 15mm. 

4.2.6. èng Leighton nu«i cÊy tÕ bµo cã kÌm l¸ kÝnh. 

4.2.7. èng nghiÖm 18 x 150mm. 

5 Ho¸ chÊt, thuèc nhuém, m«i tr−êng tÕ bµo thËn lîn. 

5.1. Nguyªn liÖu c¬ b¶n: Ho¸ chÊt dïng trong m«i tr−êng pha chÕ dung dÞch ph¶i sö dông 
lo¹i tinh khiÕt A. R.; n−íc cÊt 2 lÇn trung tÝnh ®· qua kiÓm nghiÖm kh«ng cã t¹p chÊt ¶nh 
h−ëng ®Õn tÕ bµo vµ vi rót sinh tr−ëng. Nªn sö dông nh÷ng thµnh phÇn c¬ b¶n hoÆc thµnh 
phÇn ®· chÕ s½n, nh−ng khi dïng ph¶i tu©n theo chØ dÉn cña n¬i s¶n xuÊt. 

5.2. Ho¸ chÊt, thuèc nhuém, m«i tr−êng tÕ bµo (phô lôc). 

5.2.1. Röa tay vµ nhuém tiªu b¶n. 

5.2.1.1.Kh¸ng huyÕt thanh dÞch t¶ lîn (®Ó nhuém trùc tiÕp vµ gi¸n tiÕp). 

5.2.1.2. Conjugat kh¸ng thÓ huúnh quang (nhuém gi¸n tiÕp). 

5.2.1.3.Conjugat kh¸ng thÓ huúnh quang (nhuém gi¸n tiÕp). 

5.2.1.4. Virót dÞch t¶ lîn c−êng ®éc tiªu chuÈn.  

5.2.1.5. Dung dÞch ®Öm muèi phosphate pH 7,0. 

5.2.1.6. Dung dÞch xanh evans. 

5.2.1.7. Dung dÞch ®Öm Tris pH 8,6. 

5.2.1.8. Axªton. 

5.2.2. ChÕ m«i tr−êng vµ xö lý mÉu thö tr−íc khi cÊy. 

5.2.2.1. Clorofooc. 

5.2.2.2. Natrihydro cacbonat, dung dÞch 1,4% vµ 7% (NaHCO3). 

5.2.2.3. Dung dÞch ®á phenol (phenol red). 

5.2.2.4. Dung dÞch kh¸ng khuÈn tè Penicillin vµ Streptomycin. 

5.2.2.5. Dung dÞch muèn ®iÖn gi¶i Hanks. 

5.2.2.6. Dung dÞch trypsin. 

5.2.2.7. Dung dÞch hydro-lysat-lactabunin. 
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5.2.2.8. Dung dÞch Hanks ®Ó xö lý mÉu thö vµ röa tÕ bµo. 

5.2.2.9. Dung dÞch Versen. 

5.2.2.10. HuyÕt thanh bª s¬ sinh. 

5.2.3. M«i tr−êng tÕ bµo. 

5.2.3.1. M«i tr−êng Eagle cÇn thiÕt cho tÕ bµo sinh tr−ëng (minimum essential medium 
Eagle-growth; MEM-G). 

5.2.3.2. M«i tr−êng Eagle cÇn thiÕt ®Ó b¶o qu¶n tÕ bµo (minium essential medium Eagle-
mainterance; MEM-M). 

5.2.4. Kü thuËt s¶n xuÊt tÕ bµo thËn lîn. 

6 C¸ch tiÕn hµnh. 

6.1. Tuú theo t×nh h×nh vµ ®iÒu kiÖn cña tõng c¬ së mµ tiÕn hµnh tr−íc sau hoÆc cïng mét 
lóc c¶ hai ph−¬ng ph¸p: Nhuém trùc tiÕp vµ gi¸n tiÕp. 

6.2. Ph−¬ng ph¸p nhuém trùc tiÕp mÉu thö c¾t l¹nh hoÆc Ðp in. 

6.2.1. ChuÈn bÞ mÉu thö - Dïng m¸y c¾t l¹nh, c¾t mÉu thö thµnh nh÷ng l¸t c¾t cã ®é dµy 
tõ 5-6 micromÐt. §Æt nhÑ vµ dµn ®Òu l¸t c¾t lªn 2 phiÕn kÝnh A vµ B b»ng mòi pince ®Çu 
nhän (mçi phiÕn kÝnh ®Æt tõ 2-3 l¸t) hoÆc Ðp in mÉu thö thµnh c¸c vÕt máng (thay cho l¸t 
c¾t). Hong kh« tiªu b¶n vµ cè ®Þnh b»ng axªton ë -250C trong 60 phót. 

6.2.2. Nhuém. 

6.2.2.1. PhiÕn kÝnh A (®Ó x¸c ®Þnh virót dÞch t¶ lîn) ®Æt trªn líp b«ng thÊm n−íc trong ®Üa 
petri, nhá 0,2-0,3ml conjugat kh¸ng thÓ huúnh quang (thuèc nhuém trùc tiÕp) lªn tiªu b¶n, 
ñ 370C trong 30 phót. LÊy ra ng©m röa 3 lÇn, mçi lÇn 10 phót b»ng dung dÞch ®iÖn muèi 
photphat pH 7,0; tr¸ng n−íc cÊt, hong kh« ®äc kÕt qu¶. 

6.2.2.2. PhiÕn kÝnh B (®èi chøng øc chÕ ®Æc hiÖu) ®Æt trªn líp b«ng thÊm n−íc trong ®Üa 
Petri, nhá 0,2-0,3ml kh¸ng huyÕt thanh dÞch t¶ lîn lªn tiªu b¶n, ñ 370C trong 15 phót. LÊy 
ra röa n−íc cÊt råi nhá tiÕp lªn tiªu b¶n 0,2-0,3ml conjugat kh¸ng thÓ huúnh quang (thuèc 
nhuém trùc tiÕp) vµ lµm tiÕp theo 5.3.2.1. 

6.3.1. ChuÈn bÞ mÉu thö: C©n 10g mÉu thö (l¸ l¸ch), dïng kÐo c¾t nhá, nghiÒn tr−íc trong 
cèi sø, nghiÒn tiÕp trong m¸y nghiÒn, võa nghiÒn võa hoµ lo·ng dung dÞch Hanksoc 
Penicillin vµ Streptomycin thµnh huyÔn dÞch 1:5. Ly t©m 2000 vßng/phót trong 15 phót. LÊy 
l−îng n−íc trong pha lo·ng tiÕp b»ng dung dÞch Hanks thµnh huyÔn dÞch 10-1 ®ång thêi 
lµm thªm mÉu thö c−êng ®é dÞch t¶ lîn ®èi chøng. 

6.3.2. CÊy mÉu thö vµo m«i tr−êng tÕ bµo thËn lîn. 

6.3.2.1. TÕ bµo thËn lîn nu«i cÊy vµ ®· phñ kÝn trªn mÆt l¸ kÝnh trong èng Leighton chøa 
2ml m«i tr−êng MEM-G sau 48-72 giê. 

M«i tr−êng mÉu thö ph¶i nu«i cÊy Ýt nhÊt trong 2 èng m«i tr−êng, kÌm theo 3 èng ®èi 
chøng cho mçi ®ît kiÓm nghiÖm. 
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C¸c èng m«i tr−êng ®−îc ký hiÖu riªng: 

A. §Ó x¸c ®Þnh virót dÞch t¶ lîn trong mÉu thö. 

B. §èi chøng øc chÕ ®Æc hiÖu. 

C. §èi chøng d−¬ng tÝnh. 

D. §èi chøng ©m tÝnh (kiÓm tra tÕ bµo thËn lîn). 

6.3.2.2. G¹n bá l−îng m«i tr−êng cò ®i vµ röa líp tÕ bµo b»ng m«i tr−êng MEM-M tõ 2-3 
lÇn, cÊy vµo èng A, B mçi èng 0,2-0,3ml huyÔn dÞch mÉu thö 10-1 vµo èng C 0,2-0,3ml 
huyÔn dÞch virót dÞch t¶ lîn 10-1 vµo èng D 0,2-0,3ml m«i tr−êng MEM-M, ñ tÊt c¶ 370C tõ 
1-2 giê. G¹n bá l−îng n−íc võa cÊy vµ röa líp tÕ bµo b»ng m«i tr−êng MEM-M ñ 370C tõ 
24-48 giê. 

6.3.3. Nhuém: Dïng pince lÊy l¸ kÝnh, cè ®Þnh b»ng axªton ë -250C trong 10 phót, hong 
kh«. 

- Nhuém c¸c l¸ kÝnh A, C, D theo 6.2.2.1. 

- Nhuém l¸ kÝnh B theo 6.2.2.2. 

6.4. Ph−¬ng ph¸p nhuém gi¸n tiÕp mÉu thö (chung cho c¶ 2 lo¹i tiªu b¶n). 

6.4.1. ChuÈn bÞ mÉu thö: Theo 6.2.1. (mÉu thö c¾t l¹nh hoÆc ¸p in); 6.3.1. vµ 6.3.2 (mÉu 
thö cÊy trong m«i tr−êng tÕ bµo). 

6.4.2. Nhuém chung cho c¶ hai lo¹i tiªu b¶n) cè ®Þnh tiªu b¶n b»ng axªton ë -250C trong 
10 phót, hong kh«, nhá lªn tiªu b¶n 0,2-0,3ml kh¸ng huyÕt thanh dÞch t¶ lîn, ñ 370C trong 
30 phót. LÊy ra ng©m röa 2 lÇn, mçi lÇn 5 phót b»ng dung dÞch ®iÖn muèi photphat pH 7,0. 
Nhá tiÕp 0,2-0,3ml conjugat kh¸ng thÓ huúnh quang (lo¹i thuèc nhuém gi¸n tiÕp ®Ó pha 
lo·ng theo chØ dÉn cña n¬i s¶n xuÊt); ñ 370C trong 30 phót, sau ng©m röa 2 lÇn mçi lÇn 3 
phót b»ng dung dÞch ®iÖn muèi photphat pH 7,0. G¾n lam kÝnh lªn trªn tiªu b¶n, ®äc kÕt 
qu¶. 

6.5. NhËn ®Þnh mét sè chØ tiªu gi÷a 2 ph−¬ng ph¸p nhuém. 

Nhuém trùc tiÕp Nhuém gi¸n tiÕp ChØ tiªu 

C¾t l¹nh in ¸p M«i tr−êng tÕ bµo C¾t l¹nh in ¸p M«i tr−êng tÕ bµo 

Thêi gian (giê) 2-3 50-75 2-3 50-75 

Tû lÖ ph¸t hiÖn 
d−¬ng tÝnh (%) 

80 85 90 95 

7 TÝnh to¸n kÕt qu¶ 

7.1. Dïng kÝnh hiÓn vi huúnh quang ®Æt trong buång tèi, ®äc kÕt qu¶ c¸c mÉu ®èi chøng 
tr−íc, mÉu kiÓm nghiÖm sau. 

Chung cho c¶ 2 ph−¬ng ph¸p: 
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- Trªn mÉu D (kiÓm tra tÕ bµo) kh«ng cã hoÆc cã rÊt Ýt nh÷ng ®iÓm ph¸t quang gi¶ mµu 
xanh n©u. 

- Trªn mÉu C (®èi chøng d−¬ng tÝnh): Cã nhiÒu tÕ bµo hoÆc ®¸m tÕ bµo ph¸t quang mµu 
vµng xanh, tr¶i ®Òu trong nguyªn chÊt, chung quanh tÕ bµo cã mµu s¸ng, l−îng ph¸t 
quang tØ lÖ thuËn víi sè l−îng virót, riªng ph−¬ng ph¸p nhuém gi¸n tiÕp cho kÕt qu¶ râ h¬n 
(s¸ng trªn nÒn xanh Evans). 

- Trªn mÉu B (®èi chøng øc chÕ ®Æc hiÖu) nh− mÉu D. 

- Trªn mÉu A: NÕu kÕt qu¶ ®äc ®−îc nh− mÉu C lµ d−¬ng tÝnh vµ ng−îc l¹i lµ ©m tÝnh. 

7.2. KÕt luËn chung cho c¶ hai ph−¬ng ph¸p. 

 

MÉu thö A MÉu thö B MÉu thö C MÉu thö D KÕt luËn 

+ - + - Cã virót dÞch t¶ lîn 

+ + + - Sai sãt kü thuËt (lµm l¹i) 

- - + - Kh«ng cã virót dÞch t¶ lîn 
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Phô lôc cña TCVN 5157-90 

Ho¸ chÊt, thuèc nhuém, m«i tr−êng tÕ bµo thËn lîn. 

A. Dïng röa tiªu b¶n vµ pha lo·ng conjugat kh¸ng thÓ huúnh quang (nhuém gi¸n tiÕp). 

A1. Dung dÞch ®Öm muèi photphat pH 7,0. 

A1.1. Dung dÞch 1 

- Natri dihydrophotphat (NaH2PO4) 14g 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 1.000ml 

A1.2. Dung dÞch 2. 

- Natri dihydrophotphat (NaH2PO4.12H2O) 35,85g 

- N−íc cÊt hai lÇn (trung tÝnh) 1.000ml 

A1.3 Dung dÞch hoµn chØnh 

- Dung dÞch 1 39ml 

- Dung dÞch 2 61ml 

- Natri clorua (NaCl) 8,77g 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 900ml 

HÊp 1210C trong 30 phót. B¶o qu¶n 40C. 

A2. Dung dÞch xanh evans. 

- Xanh evans 0,25g 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 100ml 

HÊp 1130C trong 10 - 15 phót. B¶o qu¶n 40C. 

A3. Dung dÞch ®Öm Tris pH 8,6. 

- Tris, dung dÞch 2,42% trong n−íc 25ml 

- Axit clohydric, dung dÞch 0,2N (HCl) 6,1ml 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) võa ®ñ 100ml 

Läc v« khuÈn. B¶o qu¶n ë 40C. 

Ghi chó: Axit clohydric, dung dÞch 0,2N (HCl). 

- Axit clohydric ®Ëm ®Æc 2ml 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 98ml 
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HÊp 1210C trng 15 phót. 

B. Dïng chÕ m«i tr−êng vµ xö lý mÉu thö tr−íc khi cÊy. 

B1. Natri hydro cacbonat, dung dÞch 1,4% hoÆc 7% (NaHCO3). 

- Natri hydro cacbonat 1,4g hoÆc 7g 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 100ml. 

Läc Seitz. B¶o qu¶n 40C. 

B2. Dung dÞch ®á phenol (Phenol red). 

- §á phenol 0,4g 

- Natri hydroxit, dung dÞch 0,1N trong n−íc (kho¶ng) 10-12ml 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) võa ®ñ  100ml 

NghiÒn ®á phenol trong cèi sø, nhá dÇn dung dÞch Natri hydroxit vµo cho ®Õn khi ®á 
phenol tan hoµn toµn, sau ®ã bæ sung n−íc cÊt hai lÇn võa ®ñ 100ml. HÊp 1210C trong 30 
phót (nÕu cÇn th× chØnh pH 7,0 b»ng Natri hydroxit dung dÞch 0,05N tr−íc khi hÊp. 

Ghi chó: Natri hydroxit dung dÞch 0,1N hoÆc 0,05N. 

- Natri hydroxit 2g hoÆc 1g 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 100ml 

B3. Kh¸ng khuÈn tè, dung dÞch cã 20.000 ®¬n vÞ Penicillin vµ Streptomycin trong 1ml n−íc. 

- Penicillin (bét ®Ó tiªm) 2.000.000 ®¬n vÞ. 

- Streptomycin (bét ®Ó tiªm) 2.000.000 ®¬n vÞ. 

- N−¬c cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 100ml 

B¶o qu¶n -200C. 

B4. Dung dÞch muèi ®iÖn gi¶i Henks 

B4.1. Dung dÞch 1 

- Natri clorua (NaCl) 160g 

- Kali clorua (KCl) 8g 

- Magiª sulphat (MgSO4.7H2O) 4g 

- Canxi clorua (CaCl2) 2,8g 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 1.000ml 

Cho thªm clorofooc 2ml. B¶o qu¶n 40C. 
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B4.2. Dung dÞch 2. 

- Natri hydro photphat (NaH2PO4.12H2O) 3,04g 

- Katri dihydro photphat (KH2PO4) 1,00g 

- Clucose 20g 

- Dung dÞch ®á phenol (B2) 100ml 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 1.000ml 

Cho thªm clorofooc 2ml. B¶o qu¶n 40C. 

B4.3. Dung dÞch hoµn chØnh. 

- Dung dÞch 1 50ml 

- Dung dÞch 2 50ml 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 900ml 

HÊp 1150C trong 10 phót. B¶o qu¶n 40C. 

Khi dïng cho thªm Natri hydro cacbonat, dung dÞch 1,4% (B1): 2,5ml. 

B5. Dung dÞch Trypsin. 

- Trypsin 1g 

- Dung dÞch Hanks (B4,3) 100ml 

L¾c nhÑ cho tan ®Òu. §Ó ë 40C tõ 12-18 giê, ®Ó tiÕp trong nåi ch−ng c¸ch thuû ë 370C 
trong 3 phót cho trypsin tan hoµn toµn. Läc v« khuÈn b»ng phÔu thuû tinh xèp. Cho thªm 
dung dÞch kh¸ng khuÈn tè (B3) 1ml. Chia vµo c¸c lä nhá. B¶o qu¶n -200C. Khi dïng pha 
lo·ng tiÕp thµnh ®Ëm ®é 0,25%. 

B6. Dung dÞch hydrolysat lactabumin. 

- Hydrolysat lactabumin 5g 

- Dung dÞch Hanks (B4.3) 1.000ml 

HÊp 1210C trong 10 phót. B¶o qu¶n 40C. 

B7. Dung dÞch Hanks ®Ó xö lý, pha lo·ng mÉu thö vµ röa tÕ bµo. 

- Dung dÞch Hanks (B4.3)  100ml 

- Dung dÞch kh¸ng khuÈn tè (B3) 

+ §Ó xö lý mÉu thö:  2ml 

+§Ó pha lo·ng mÉu thö (10-1) vµ röa tÕ bµo 1ml 
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B8. Dung dÞch ®Ëm Versen; 

- Natri clorua 8g 

- Kali clorua 0,2g 

- Natri hydro photphat (NaHPO4.2H2O) 0,41g 

- Versen 0,2g 

- §á phenol 0,01g 

- N−íc cÊt 2 lÇn (trung tÝnh) 1.000ml 

Hoµ tan. Läc v« khuÈn. B¶o qu¶n 40C. 

C. M«i tr−êng nu«i tª bµo. 

C1. M«i tr−êng Eagle cÇn thiÕt cho c¸c tÕ bµo sinh tr−ëng (MEM-G). 

- Dung dÞch hydrolysat lactabumin (B6) 90ml. 

- Dung dÞch kh¸ng khuÈn tè Penicillin vµ Streptomycin (B3) 1ml. 

§iÒu chØnh pH 7,2 b»ng Natri hydro cacbonat, dung dÞch 7% (B1). 

- HuyÕt thµnh bª s¬ sinh 10ml. 

B»ng thao t¸c v« khuÈn trén ®Òu, chia vµo c¸c b×nh tam gi¸c 50ml. Dïng ®Ó nu«i cÊy tÕ 
bµo thËn lîn. 

02. M«i tr−êng Bagle cÇn thiÕt ®Ó b¶o qu¶n tÕ bµo (MEM-M). 

Thµnh phÇn nh− C1, chØ kh¸c lµ dïng 1ml huyÕt thanh bª s¬ sinh thay cho 10ml. Dïng cÊy 
mÉu thö (ph©n lËp virót dÞch t¶ lîn). 

D. Kü thuËt s¶n xuÊt tÕ bµo thËn lîn. 

D1. Chän tÕ bµo: Dïng tÕ bµo thËn lîn s¬ sinh, khoÎ m¹nh, kh«ng cã bÖnh. 

D2. T¸ch tÕ bµo b»ng dung dÞch Trypsin (B5) d−íi t¸c ®éng cña m¸y khuÊy tõ. 

D3. Lo¹i bá Trypsin vµ thu gom tÕ bµo b»ng m¸y ly t©m. 

D4. Pha mÉu b»ng MEM-G. §Õm sè tÕ bµo b»ng buång ®Õm b¹ch huyÕt cÇu d−íi kÝnh 
hiÓn vi th«ng th−êng. 

D5. TÝnh sè l−îng  tÕ bµo cÇn thiÕt ®Ó ®Þnh tû lÖ pha lo·ng b»ng MEM-G (yªu cÇu 50.000 
tÕ bµo/1ml m«i tr−êng). 

D6. Chia vµo c¸c èng leighton cã ghÐp l¸ kÝnh, mçi èng 2ml, ñ 370C tõ 24-72 giê. Khi tÕ 
bµo ®· sinh tr−ëng vµ phñ kÝn trªn bÒ mÆt l¸ kÝnh th× cÊy mÉu thö (theo 6.3.2). 
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Ghi chó: NÕu sö dông tÕ bµo dßng th× pha chÕ theo chØ dÉn cña n¬i s¶n xuÊt, nÕu chuyÓn 
tiÕp tÕ bµo dßng th× dïng dung dÞch versen (B8) ®Ó lµm bong líp tÕ bµo råi dïng dïng dÞch 
trypsin (B5) t¸ch tÕ bµo vµ lµm tiÕp theo phô lôc D2 ®Õn D6. 

 


