TIEU CHUAN QUOC GIA

TCVN 5274:2010
BENH DONG VAT — QUY TRINH CHAN DOAN BENH NHIET THAN
Animal disease — Diagnostic procedure for anthrax
L&i néi dau
TCVN 5274:2010 thay thé TCVN 5274:1990;

TCVN 5274:2010 do Cuc Tha y bién soan, Bo Nong nghiép va Phat trién néng thén dé nghi,
Téng cuc Tiéu chuén Do lwdng Chéat lwgng thdm dinh, B6 Khoa hoc va Cong nghé cong bé.

BENH PONG VAT - QUY TRINH CHAN POAN BENH NHIET THAN
Animal disease - Diagnostic procedure for anthrax

CANH BAO: Bénh nhiét than la bénh truyén nhiém nguy hiém gitra ngw®i va déng vat.
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 khong thé dwa ra dwgrc hét tat ca cac van dé an toan lién quan
dén viéc sir dung chiing. Ngwei sir dung tiéu chuan nay phai tw thiét 1ap cac thao tac an
toan strc khoée thich hop va xac dinh kha nang ap dung céac giéi han qui dinh trwéc khi stp
dung tiéu chuan.

1. Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh quy trinh chan doan bénh nhiét than trén déng vat do vi khuan Bacillus
anthracis gay ra.

2. Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sl dung cac thuat ngi, dinh nghia sau day:

2.1. Bacillus anthracis

Trwe khuan gram dwong, hiéu khi, khdng di déng, cé hinh thanh giap mo va nha bao.
2.2. Bénh nhiét than (anthrax)

Bénh nhiét than (bénh than) Ia bénh truy&n nhiém cla nhiéu loai déng vat va co thé lay sang
nguwoi, do vi khudn Bacillus anthracis gay ra. Bénh co thé xay ra & thé qua cép tinh, thir cip tinh
va it khi xay ra @ thé man tinh.

3. Nguyén tic

Can c( vao triéu chirng Iam sang, hinh thai vi khuén va déc diém duoc két luan trén moi trrong
cay, giam dinh kha ndng man cam vé&i penicilin hodc déc lwc vi khuén bang phan trng chuoi
polyme (PCR).

4. MGi trworng nudi cay va thuodc tho

Trong tiéu chudn nay chi st dung cac thudc thir tinh khiét phan tich va str dung nwéc cat hoac
nwéc cé chat lwong twong duong.

- Thach
- Thach mau
- Thach bicarbonat

Pha 100 ml thach vao 83 ml nwéc. Hap va dé ngudi & 50 °C trong noi cach thay. Thém 7 ml
huyét thanh ngwa hay mau ngwa (loc v khuén néu can) va 10 ml dung dich natri bicarbonat 7 %



(huyét thanh ngwa, mau ngwa va natri bicarbonat nén dé & 50 °C trwge khi thém vao thach). Lac
déu va do ra dia Petri.

- Thach polymyxin-lysozym-EDTA-tali (I) axetat (PLET)

Hoa tan thach BHI (thach tim n&o) trong nwéc (Ilvong thach theo hwéng dan clia nha san xuét).
Thém EDTA 0,3 g/l va tali (1) axetat (C.HsOTI) 0,4 g/l, hap vo trung & 121 °C trong 15 min. Dé
moi tridrng ngudi téi 50 °C, thém polymyxin B sulfat 30 000 Ul/lit va lysozym 300 000 Ul/I. Lac
déu va do ra dia Petri.

- Canh thang BHI.

- Agaroza.

- Ethidi bromua (EtBr).

- Giay tam penicillin.

5. Thiét bi, dung cu

Str dung cac thiét bi, dung cu clia phong thtr nghiém théng thwong va cu thé nhw sau:
- Thiét bj dién di.

- T &m, c6 thé duy tri nhiét do 37 °C.

- TG say.

- Budng cay.

- Kinh hién vi quang hoc.

- Tu lanh.

- Que cay.

- bia Petri.

- Lo thay tinh, dung tich 100 ml, 200 ml, 500 ml va 1 000 ml.
6. LAy mau

Né&u nghi gia stc mac bénh nhiét than, tuyét déi khong dwoc mé xac chét. Mau bénh pham la
mau, mau tai hodc méau lach.

- Ly mau mau: Sét tring vi tri 1dy mau bang con, dé kho. Diing bom kim tiém vo tring Idy mau &
tinh mach c¢d ho&c tinh mach tai. Sau khi [dy mau xong, sat tring k¥ noi lay mau bang con.

- Lay mau tai: Sat tring viing da tai, ding kéo vo triing cat mot mau tai (3 cm?) rdi cho vao lo hay
6ng nghiém day nat kin. Sat trung tai noi da cat.

- Sinh thiét lach: Sat trung va rach mot duong nhé sau cung xwong swon thi 8 bén tréi dé lay
mét mau lach.

CHU THICH: L4y bénh phdm cén than, tranh dé mam bénh vwong vai ra ngoai méi truong. Vi tri
ldy mau phai dwgc sat trang can than, méi trrong xung quanh phai dwoc tiéu déc khir tring theo
hwéng dan clda co quan chuyén mon.

Bénh pham duwoc bao quan trong lo vo triing dong kin ndp, dan nhan, ghi rd bénh pham nghi mac
bénh nhiét than.

Chuyén bénh pham dén phong thr nghiém cang nhanh cang tot trong diéu kién lanh khoang 2 °C
dén 8 °C. Bénh pham phai duoc gtri kem theo mot phi€u xét nghiém co ghi ro bénh stt, triéu
chirng, dac diém dich té.

7. Cach tién hanh

7.1. Chan doan lam sang



7.1.1. Bic diém dich té

- Dich bénh thwdng xay ra & nhirng ving tredc d6 da xuat hién bénh, hodc do van chuyén gia
sUc t&r vung c6 dich nhiét than dén.

- Bénh thuwng phat sinh vao mua néng am, nhirng thAdng mwa nhiéu (thang 8, 9, thang 10) hay
cuoi xuan dau he.

- Bong vat &n c6 man cadm nhét v6i bénh. Lon it cdm nhiém véi bénh hon va thuwong méc & thé
cuc bd. Nguwoi cling dé bi nhiém bénh.

- Bénh lay lan chi yéu qua dwong tiéu hoa do &n thirc an, nwdc uéng... ¢6 1an nha bao nhiét
than. Bénh ciing lay lan qua dudng hd hap hay cac vét thuong trén da.

7.1.2. Triéu chirng lam sang
7.1.2.1. Loai nhai lai
7.1.2.1.1. Thé qua cdp tinh

- Thé bénh nay thuong gap & trau, bo. Con vat s6t cao tir 40,5 °C dén 42,5 °C, run rdy, thé gép,
cac niém mac dé (rng hay tim bam, nghién rang, thé lw&i, dau guc xudng, mat do, di loang
choang, dirng khéng virng.

- Con vat chét nhanh sau khi xuat hién triéu chirng tir mot dén vai gio.

- Sau khi chét, cac 16 ti nhién (miéng, 16 mii, hau mén va am ho) chay méau den va khé dong.
7.1.2.1.2. Thé cap tinh

- Con vat s6t cao tir 40 °C dén 42 °C, tim dap nhanh, th& nhanh, niém mac dé tham.

- Phan mau den 1an mau, nwéc tiéu 1an mau.

- Mdm, miii va bot mau hdng 1an mau.

- Hau, nguc va bung bi swng, néng.

7.1.2.1.3. Thé a cdp tinh

- Con vat s6t cao, an it hay bé an.

- Nhitrng chd da méng thudng sung, nong roi cieng lai, khdng dau, vé sau chd da suwng bi loét va
chdy nuwéc hoi vang, c6 lan it mau.

- Niém mac méat, miéng, hau mén mau do.
7.1.2.1.4. Thé ngoai da

Con vat c6 cac ung nhiét than & viing c6, méng, ngwc... Ban dau trén da c6 cc vling swng,
nong, dau, vé sau lanh dan khoéng dau, gitra ung nhiét than bi théi, cé lic thanh mun loét mau do
tham, chay nuéc vang.

7.1.2.2. Ngwa

Nguwa s6t tir 41 °C dén 42 °C, dau bung di¥ déi kho thd. Ngwa run ray, nwéc tiéu lan mau, phan
lan mau va ma. Mi, miéng cé thé chay mau, con vat chét nhanh, sau khi chét bung chuéng to,
16i dom.

7.1.2.3. Lon

Lon bi swng hau, cé khi lan xudng ca ngwc, bung, 1&n mit. Chd swng ¢ mau dé sam, tim bam.
Lon khé nudt, kho thé, khdng kéu duoc.

7.2. Chan doan trong phong thitr nghiém

7.2.1. X0 li mau



NE&u mau bénh pham ldy tir déng vat da chét tir 1au, hay dé lau hodc cac san pham tir dong vat
nhw 16ng, bot xwong, thi phai nghién bénh pham thanh huyén dich tir 5 % dén 10%, mot phan
cdy vao mdi treorng thach mau, nwdc thit, mdt phan huyén dich con lai dwoc lam sdc nhiét bang
cach dun trong ndi cach thay & 62,5 °C £ 0,5 °C trong 15 min hoac thém vao mét lwgng tuwong
dwong con 95% dén 100% va dé trong vong 1 h.

7.2.2. Kiém tra hinh thai vi khuan tir bénh pham
7.2.2.1. Lam tiéu ban

- V&i mau méau: Nhé mot giot mau 1én phién kinh sach sau dé dan méng, déu bang phién kinh
khac, dé kho.

- V&i mau da tai va lach: Cat mot miéng nhé mau phét 1én phién kinh, dé kho.
7.2.2.2. C6 dinh va nhudm tiéu ban

Tiéu chuan dwoc ¢6 dinh va nhudm Giemsa (xem Phu luc B) hodc nhuém giap mé theo phwong
phap M'Fadyean (xem Phu luc C).

Tiéu ban sau khi nhuém duwoc dé khd va quan sat dwi kinh hién vi védi doé phdong dai 1000X.
7.2.2.3. Két luan

- Vi tiéu ban nhudm giemsa: vi khuén B. antharacis c6 dang vi tryc khuén, hai dau vudng, ding
thanh cap hay tap trung thanh chudi ngan; kich thudc (tr 1 um dén 1,2 pm) x (ttr 3 ym dén 5
pm). Giap mo bat mau hong, vi khuan bat dau xanh.

- VGi tiéu ban nhudm M’Fadyean: vi khuan B. anthracis thuwong dirng cap doi hay thanh chudi
ngan, hai dau vuéng. Gidp mo bao quanh vi khuan bat mau hong, té€ bao vi khuan bat mau xanh
den.

7.2.3. Tiém dong vat thi nghiém
Pong vat thi nghiém la chudt nhat trdng hodc chudt lang.

Bénh pham dwoc nghién véi nuwaoc sinh ly theo ty 1€ 1:10 thanh huyén dich huyén phu. Tiém duoi
da dui vé&i liéu 0,1 ml cho chuét nhat trang hodc 0,4 ml cho chudt lang.

Vi khu@n B. anthacis l1am chét chu6t lang trong 48 h va chudt bach trong 24 h vi bénh tich chd
tiém swng, thay thiing c6 chat keo nhay mau hong.

CHU THICH: Tiém déng vat thi nghiém chi thuc hién khi cac phuong phap khac khong hiéu qua.
7.2.4. Nuéi cay, phan lap va giam dinh vi khuan
7.2.4.1. Nudi cay, phan lap vi khuan

Bénh phadm mé&i duoc cdy vao moi triedng thach mau (mau clru, mau bé), canh thang BHI (canh
thang tim n&o). Bénh pham ci dwgc cdy vao moi triong thach mau, thach PLET [thach
polymyxin-lysozym-EDTA-tali(l) axetat], canh thang BHI. Vi khuan dwgc nuéi cay trong diéu kién
hi€u khi & 37 °C trong 24 h.

- Trén moi trvong canh thang BHI: sau 24 h nudi cay, vi khuan B. anthracis moc thanh can dinh
dudi day ong, lac cé van bong nhu swong mu.

- Trén mai trwdng thach mau: khuén lac cla vi khuén B. anthracis mau trdng xam, mat nham, xu
xi (dang R). Vi khuan khong gay dung huyét. Dung que cay tach dé dang toan bd khuan lac 1én
khéi mat thach.

- Trén méi triedrng thach PLET: khuén lac cla vi khu@n B. anthracis mau trang kem, x0 Xi.
7.2.4.2. Giam dinh vi khuan

7.2.4.2.1. Giam dinh hinh thai vi khuan tir méi trwo’'ng nubi cay

7.2.4.2.1.1. Lam tiéu ban



Duing que cay lay khuan lac hoa déu vao giot nwéc sinh ly trén phién kinh hoac lay mét vong que
cay canh tring da nubi cay vi khudn dan mong Ién trén phién kinh, dé kho va c6 dinh tiéu ban
trén ngon Itra dén con.

7.2.4.2.1.2. Nhudém tiéu ban

Nhudém Gram (xem Phu luc A) hoac nhudém giap mé theo phuong phap M'Fadyean (xem Phu luc
E).

Khu nhudm giap md, vi khuan nghi ngd can dwoc nudi cdy trén méi trudng thach bicarbonat. U &
37 °C trong 24 h trong diéu kién c¢6 tir 10 % dén 20 % khi CO..

7.2.4.2.1.3. Két luan

- V&i tiéu ban nhudm Gram: vi khuén B. anthracis bat mau tim (Gram dwong), dirng cap doi hay
thanh chuoi ngan (tlr canh trung vi khuan xép thanh chudi dai), hai dau vuéng.

- Vi tiéu ban nhudm M’Fadyean: vi khuén B. anthracis thudng ding cap doi hay thanh chudi
ngan, hai dau vudng. Giap mo bao quanh vi khuan bat mau hong, té bao vi khuan bat mau xanh
den.

7.2.4.2.2. Giam dinh kha ndng man cam cua vi khuan B. anthracis véi penicillin

B. anthracis thuwérng man cam vai penicillin, khac voi cac loai Bacillus khong gay bénh khac
thudng khang penicillin. Phwong phap thir kha nang man cam véi penicillin dwoc quy dinh trong
Phu luc D.

7.2.4.2.3. Giam dinh déc lwe cta vi khudn B. anthracis bang phwong phap phan &ng chudi
polyme (PCR)

Muc dich: xac dinh sw c6 mat cla hai plasmid la pXO1 va pXO2.

CHU THICH: Plasmid pXO1 chtta cac gen ma héa cho doc t6 cha vi khudn B. anthracis. Plasmid
pXO2 chira gen cho s tong hop gidp mo cua vi khuén B. anthracis. B. anthracis can hai yéu t6
nay dé gay bénh.

Céc cap moi thich hop dé xac dinh si céd mat clia hai plasmid pXO1, pXO2 va phuong phap tién
hanh duwoc quy dinh trong Phu luc E.

7.2.4.3. Boc két qua

Két qua dwong tinh khi vi khuan kiém tra c6 hinh thai ctia vi khuén B. anthracis va dwong tinh véi
mot trong hai phwong phap gidm dinh quy dinh trong 7.2.4.2.2 va 7.2.4.2.3.

7.3. Két qua

Két qua duong tinh khi con vat c6 cac dac diém dich té, triéu chirng cia bénh va c6 mot trong
cac két qua chan doan phong thir nghiém sau dwong tinh:

- Trén tiéu ban mau c6 nhiéu vi khuén hinh triec khuan co6 giap mo;

- K&t qua nubi cay, phan lap, giam dinh vi khuan dwong tinh.

Phu luc A
(Quy dinh)
Phwong phap nhudém gram
A.1. Thudc thr
A.1.1. Dung dich tim tinh thé
Tim tinh thé (CasHzoNsCl) 20g
Etanol 95 % 20,0 ml



Amoni oxalat [(NH.)C,0..2H,0)] 0,89
Nuéc 80,0 ml

Hoa tan tim tinh thé trong etanol va hoa tan amoni oxalat trong nwéc. Trén 2 dung dich nay véi
nhau, lac déu.

A.1.2. Dung dich fuscin géc

Basic fuchsin (CH1,0) 19
Etanol 95% 10 ml
Phenol (CsHsO) 59
Nwéce 100 ml

Pha lodng dung dich theo ti 1& 1:10 (phan thé tich) véi nwéc khi sir dung.
A.1.3. Dung dich lugol

Kali iodua 2g
lodua tinh thé 1g
Nuéc 200 ml

Nghién kali iodua va iodua tinh thé, cho nwdc vao tir tir va lac déu.
A.1.4. Con axeton

Etanol 95 % 3 phan thé tich
Axeton [(CH3).CO] 1 phan thé tich
A.2. Cach tién hanh

Nhé dung dich tim tinh thé Ién tiéu ban va d€ tlr 1 min dén 2 min, sau doé rtra nhanh vé&i nwédc va
dé kho.

Nho dung dich lugol va d€ trong 1 min r6i rira nhanh véi nwéc va dé kho.

Nho con axeton roi rira that nhanh véi nwéc va dé kho.

Nho dung dich fucsin lodng va dé trong 1 min roi rira v&i nwdc va tham khoé hodc say kho.
A.3. Xem tiéu ban

Xem tiéu ban bang kinh hién vi quang hoc v@i vat kinh dau cé do phong dai 100X.

Phu luc B
(Quy dinh)
Phwong phap nhuém Giemsa
B.1. Thudc thir giemsa
Giemsa (C14H14CIN5S), dang b6t1 g
Glyxerin 60 ml
Metanol nguyén chét 60 ml

Lam néng glyxerin dén khoang 55 °C dén 60 °C trong noi cach thdy. Thém thudc th&r Giemsa,
trén déu va 0 trong 2 h. Sau dé dé ngudi va thém metanol, gitr trong khoang 2 tuan trwéec khi str
dung. Khi sir dung, pha lodng theo ty I& 1:10 (phan thé tich) trong dung dich dém phosphat 0,01
M (pH 7,0) va gilr trong 30 min.



CHU THICH: C6 thé str dung thuéc thir Giemsa throng mai va pha lodng theo hwéng dan cia
nha san xuat.

B.2. Cach tién hanh

Sau khi lam xong tiéu ban mau, c6 dinh tiéu ban bang metanol nguyén chét trong 10 min roi rira
bang nwéc. Nhd dung dich Giemsa ngap tiéu ban, dé trong 20 min dén 30 min r6i rira nhanh voi
nuwéc va say kho.

B.3. Xem tiéu ban

Xem tiéu ban bang kinh hién vi quang hoc véi vat kinh dau cé dd phong dai 100X.

Phu luc C
(Quy dinh)
Phwong phap nhudém giap moé

C.1. Thudc thir polycrom xanh metylen (thudc thtr M’Fadyean)

Dung dich A

Xanh metylen (C1sH1sNsSCl) 0,39
Etanol 95 % 30 ml
Dung dich B

Kali hydroxit 0,01g
Nwéce 100 ml.

Tron dung dich A va dung dich B, 1&c déu. Hon hop dwoc dé trong khong khi, thinh thoang lac len
trong thoi gian it nhat 1 nam trwde khi str dung (cé thé lam giam thoi gian bang cach thém tiy tir
K.CO; dé€ dat dwgc ndng do cudi cung la 1 %).

CHU THICH: C6 thé str dung thuéc thir M’Fadyean thwong mai.
C.2. Cach tién hanh

Phiéu tiéu ban roi c6 dinh bang cdn nguyén chat trong 30 min dén 60 min hoac dé kho va c6 dinh
bang nhiét. Nhé dung dich polycrom xanh melylen cho ngap tiéu ban. D& trong 30 s dén 60 s,
sau do rtra vGi nwdc hypoclorit va dé kho.

C.3. Xem tiéu ban

Xem tiéu ban bang kinh hién vi quang hoc vi vat kinh dau cé do phong dai 100X.

Phu luc D
(Quy dinh)
Phwong phap kiém tra sw man cam cua vi khuan B. anthracis v&i penicillin G
D.1. Cach tién hanh

Cay vi khuén can kiém tra vao 1,5 ml nwéc thit va nudi cay trong 2 h & 37 °C. Biéu chinh dé dat
duoc do duc 0,5 Mc Farland.

Vi khudn duoc cdy Ién toan bd bé mét cha dia thach Mueller Hinton hay thach mau bang mot tam
b6ng vo trung. Dat dia gidy tdm penicillin G 10 Ul Ién dia va an nhe dé dam bao giay tdm khang
sinh ti€p xdc v&i moi trwdng. Dat dia thach & 37 °C trong 18 h.

St dung Bacilus cereus la mot d6i chirng khang vai penicillin va Staphylococcus aureus ATCC la
chdng man cam véi penicillin.



