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L&i néi dau
TCVN 8400-35:2015 dugc xay dwng trén co s& tham khao OIE (2010), Manual of diagnostic
tests and vaccines for terrestrial animals, Chapter 2.4.16 Theileriosis;

TCVN 8400-35:2015 do Trung tdm Chan doan Thi y Trung wong - Cuc Thu y bién soan, B0
Nong nghiép va Phat trién néng thon dé nghi, Téng cuc Tiéu chuén Do lwdng Chat lwvgng tham
dinh, Bd Khoa hoc va Cong nghé cong bd.
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Bénh san la gan;

Bénh viém ruét hoai tir do vi khudn Clostridium perfringens;
Bénh Lympho leuko & ga;

Bénh Marek & ga;

Bénh Tu huyét trung gia cam;

Bénh Gumboro & gia cam;

Bénh Lé dang trting & trau bo;

Bénh Bién trung & trdu bo;

Bénh Theileria & trau bo;

Hb6i chirng suy mon & lgn sau cai sita do Circo virus typ 2;
Bénh viém phdi dia phuwong & lon;

Bénh tiéu chdy & lon do Corona virus.

BENH PONG VAT - QUY TRINH CHAN POAN - PHAN 35: BENH THEILERIA & TRAU BO

Animal diseases - Diagnostic procedure - Part 35: Bovine theileriosis

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chuan nay cé thé lién quan dén cac vat liéu, thiét bi va cac
thao tac gay nguy hiém. Tiéu chuan nay khéng thé dwa ra dwoc hét tat ca cac van dé an
toan lién quan dén viéc str dung chiling. Ngwoi str dung tiéu chudn nay phai tw thiét 1ap
cac thao tac an toan strc khée thich hop va xac dinh kha nang ap dung cac giéi han quy
dinh trwéee khi str dung tiéu chuan.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh quy trinh chan doan bénh Theileria & trau bo do mét sé loai Theileria

spp. gay ra.

Tiéu chuén nay ciing c6 thé ap dung dé chan doan bénh Theileria cho cac gia suc khac nhw dé,

clru.

2 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sl dung thuat ng¥ va dinh nghia sau:

2.1

Bénh Theileria (Theileriosis)

Bénh do mot s6 loai don bao Theileria spp. nhw Theileria parva, Theileria annulata, Theileria

taurotragi, gay ra.

CHU THICH: Khi con vat m&c bénh, cé biéu hién dac trung nhu: sét cao, lach va hach lympho
swng to. Mam bénh Theileria spp. duoc truyén tlr con vat bénh sang con vat khée qua mot s6
loai ve Rhipicephalus spp., Hyalomma spp...

3 Thudc thr va vat liéu thor

Chi str dung thuéc thtr loai tinh khiét phan tich, str dung nwéc cat, nuwéc khir khoang hodc nuéc
c6 do tinh khiét twong dwong, trir khi cé quy dinh khac.

3.1 Thudc thir va vat liéu thir dung cho phwong phap nhuém Giemsa
3.1.1 Dung dich mudi dém phosphat (PBS), 0,01 M, pH 7,0 (xem A.1).
3.1.2 Dung dich Giemsa, 10 % (xem A.2).



3.1.3 Metanol tuyét doi

3.2 Thudc thtr va vat liéu thtr dung cho phwong phap PCR

3.2.1 Kit tach chiét ADN (axit deoxyribonucleic), dung cho mau mau hodc mau mo.
3.2.2 Kit nhan gen.

3.2.3 Cap moi (primers).

3.2.4 Agarose.

3.2.5 Dung dich dém TAE (tris axetat EDTA) hoac TBE (tris borat EDTA) (xem A.3)
3.2.6 Chat nhuém mau, vi du: Sybr safe hoac etidi bromua.

3.2.7 Loading dye 6X (chat dém tai mau).

3.2.8 Dung dich dém TE (Tris-axit etylendiamintetraaxetic).

3.2.9 Thang chuan ADN (Ladder, marker).

3.2.10 Nwérc tinh khiét, khdng cé nuclease.

3.3 Thudc thir va vat liéu thtr dung cho phwong phap ELISA (phép thir mién dich lién két
enzym)

Hién nay cac kit ELISA thwong mai c6 san trén thi truong dung dé phat hién khang thé Theileria.
Khi str dung phuong phap ELISA can theo ding huédng dan ctia nha san xuét.

3.4 Thuéc thir va vat liéu thir ding cho phwong phap khang thé huynh quang gian tiép
(IFAT)

3.4.1 Dung dich PBS, pH 7,2 (xem A.4).
3.4.2 Axeton.

3.4.3 Formaldehyd.

3.4.4 Natri azide.

3.4.5 Eosin hoac trypan blue.

3.4.6 Glyxerol.

3.4.7 Lymphocyte lysate.

4 Thiét bi, dung cu

St dung thiét bi, dung cu thong thuong cda phong thi nghiém sinh hoc va nhirng thiét bi, dung
cu sau:

4.1 Thiét bi, dung cu st dung chung

4.1.1 Ta lanh Am séu, c6 thé duy tri nhiét do tlr &am 20 °C dén am 80 °C.
4.1.2 Tu lanh, c6 thé duy tri nhiét do 2 °C dén 8 °C.

4.2 Thiét bi, dung cu diing cho phwong phap nhuém Giemsa

4.2.1 Phién kinh, vo trling.

4.2.2 Lamen, v6 trung.

4.2.3 Kinh hién vi quang hoc, véat kinh dau 100 X.

4.3 Thiét bi, dung cu duing cho phwong phap PCR

4.3.1 May nhan gen (PCR).

4.3.2 May ly tam, c6 thé dat gia t6¢ ly tam 900 g, 6 000 g va 20 000 g.



4.3.3 May l&c tron vortex.

4.3.4 May spindown.

4.3.5 B0 dién di, gom bd ngudn va bé chay dién di.

4.3.6. May doc gel (blue light transilluminator).

4.4 Thiét bi, dung cu duing cho phwong phap ELISA

4.4.1 Ta am, co thé duy tri nhiét do & 37 °C.

4.4.2 May doc ELISA, c6 thé doc & buwdc séng 405 nm.

4.5 Thiét bi, dung cu duing cho phwong phap IFAT

4.5.1 May ly tam lanh, co thé ly tam véi gia tdc 200 g, 500 g.

4.5.2 Kinh hién vi huynh quang.

5 Chan doan lam sang

5.1 Pic diém dich té

- Bénh Theileria thwong gap & trau bo & nhirng vung cé khi hau néng, am;
- Trau bo sau khi khdi bénh Theileria thudng & nhirng con mang trung;

- Bénh lay lan manh vao cac thang néng am khi ve phat trién, dac biét tir thang 5 dén thang 8.
5.2 Triéu chirng lam sang

5.2.1 Thé cap tinh

- SOt cao 42 °C, mat diéu hoa than nhiét;

- Trau bo chay nwdc mat, co dir mét;

- Viém hach;

- fa chay:;

- Nuwée tiéu khdng co huyét sic t6, khdng co hién tvong hoang dan;

- Niém mac mat, miéng xuét huyét diém va sung huyét;

- Trwde khi chét than nhiét giam nhanh, khé thé do phéi tich dich;

- Ty I& chét c6 thé dén 90% tuy thudc vao giéng, tudi, va cac yéu td dich té khac;
- Trau bo thuwdng chét sau 15 ngay téi 25 ngay mac bénh.

5.2.2 Thé man tinh

- Trau bo gay, strc san xuat vé mat sinh san, thit, stra... kém & giai doan trwéng thanh;
- C6 dau hiéu than kinh nhe;

- Vang da va niém mac.

5.3 Bénh tich

- Niém mac mét, mdi cha nhiéu dich;

- Hach lympho swng to, xuat huyét va phu né. Trong giai doan bénh cap tinh hach lympho phu né
va sung huyét; giai doan bénh man tinh hach lympho bj teo va hoai tt;

- Phai, khi quan phu ng, tich dich;
- Xoang nguc, bung chira nhiéu dich;

- Tay xwong déng thanh chat keo, mau tro vang nhat;



- Lach, than c6 diém hoai tlr mau trang;

- Gan, lach sung to;

- Buong tiéu hda bi loét va xuét huyét, dac biét phan da mui khé.
6 Chan doan trong phong thi nghiém

6.1 Phwong phap nhuém Giemsa kiém tra hinh thai Theileria
6.1.1 Lay mau

Dung xylanh 5 ml va kim tiém 20 G (hoac 18 G) vo trung, lay tir 1,5 ml dén 2 ml mau & tinh mach
¢6 hodc dong mach dudi clia trau bo nghi ngdr bénh cho vao éng c6 chét chéng dong (EDTA,
natri xitrat hodac heparin), ghi ky hiéu mau lén thanh 6ng.

DG6i voi trau bo bénh dwgc mé kham: 1y 3 gam dén 5 gam hach lympho, ph6i, than, gan, lach
cho vao tui v trung, dan kin ghi ki hiéu mau.

6.1.2 Bao quan mau

T&t c& cac mau bénh phdm déu dwoc bao quan trong thiing lanh (nhiét dé tir 2 °C dén 8 °C)
chuyén dén phong thi nghiém trong vong 48 h. Trong tredng hgp chwa xét nghiém ngay mau
mau chdng déng va phu tang bao quan trong ti lanh (4.1.2).

CHU THICH: Bong thoi kém theo Phiéu giti bénh phdm ghi rd yéu cau xét nghiém va nhiing
théng tin vé dich té, cac biéu hién triéu chirng, bénh tich ctia bénh.

6.1.3 Chuan bi mau

MAu bénh pham la mau méau, pha tang.

6.1.4 Céach tién hanh

6.1.4.1 Chuan bi tiéu ban

a) B6i v&i mau mau (6.1.1)

- Nhé 1 giot mau (6.1.1) (twvong dwong 5 |1 dén 10 1) Ién mét dau cla phién kinh (4.2.1);

- Dan méng giot mau bang lamen (4.2.2) hodc mot phién kinh khac (4.2.1);

- Tiéu ban dé kho tw nhién sau do ¢d dinh bang metanol tuyét déi (3.1.3) trong 1 min. D& kho.
b) B6i v&i mau phi tang (hach lympho, phéi, than, gan, lach);

- Phét nhe mau pha tang (6.1.1) 1&n phién kinh (4.2.1).

- Tiéu ban dé khd tw nhién sau do6 cd dinh bang metanol tuyét déi (3.1.3) trong 1 min. D& kho.
6.1.4.2 Nhuom tiéu ban

- Dét tiéu ban (6.1.4.1) vao c6c¢ dwng dung dich giemsa 10 % (3.1.2) trong 30 min;

- Rira tiéu ban bang nwédc sach tir 3 1an dén 4 lan;

- D€ khé tiéu ban & nhiét do phong.

6.1.5 Xem hinh thai Theileria

Nho 1 giot dau vao tiéu ban (6.1.4.2) va xem bang kinh hién vi quang hoc (4.2.3), quan sat
Theileria c6 hinh thai sau:

- Theileria thé hat lwu c6 mau xanh lam nhat, nhan té bao bt mau tim déi v&i mau pha tang;
- Theileria ¢6 hinh cau, hinh gay hoac dau phdy bt mau xanh nam bén trong hdng cau.

6.2 Phwong phap PCR phat hién khang nguyén Theileria

6.2.1 Lay mau



Xem 6.1.1.

6.2.2 Bao quan mau

Xem 6.1.2.

6.2.3 Chuan bi mau

MAu bénh pham la mau hoac pht tang (6.2.1)

- B6i v6i mau phu tang (6.2.1): lay khoang 5 g mau, nghién mau phu tang véi dung dich PBS
(xem A.1) bang c6i chay s vo trung. Ly tam & gia tdc 900 g bang may ly tam (4.3.2) trong 10
min, thu phan dich ndi dé xét nghiém PCR;

- P6i v&i mau méau (6.2.1): khéng can xtr Iy mau.

6.2.4 Cach tién hanh

6.2.4.1 Tach chiét ADN

St dung bd kit tach chiét (3.2.1) thich hgp va an toan theo huéng dan cia nha san xuét.

Vi DU: dung kit tach chiét DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (Cat No. 69506)" (xem Phu luc B).
6.2.4.2 Chuan bi méi

Phan &rng khuéch dai dwoc thwc hién trong may nhan gen (4.3.1) theo phwong phap PCR
khuéch dai doan gen dac hiéu Tams1 cla T. annulata str dung cap moi (3.2.3) dugc néu trong
Bang 1.

Bang 1 - Trinh tw cap moi ™

Trinh tw 5’-3’ i SC S3
Gen dich Cap moi ’ Kich ﬂ;\uio’c san
T. annulata pham
M®6i xubi (forward primer) ATGCTGCAAATGAGGAT
Tams1 » _ 785 bp
Moi nguoc (reverse primer) |GGACTGATGAGAAGACGATGAG

Cap moi dung dé khuéch dai doan gen cltia T. annulata c6 kich thudc san pham 785 bp
Mbi dwoc chuén bi nhu sau:

- Chuén bi mdi géc: mdi & trang thai dong khd phai dugc ly tm nhanh b&ng may spindown
(4.3.4) & gia tbc 6 000 g trong 30 s dé€ mdi lang xudng day ong trwedc khi mé va hoan nguyén.
Lan dAu tién nén dung dung dich dém TE (3.2.8) dé hoan nguyén mdi & ndng dé 100 M lam mobi
gobc.

- Chu&n bi mdi st dung & ndng dd 20 M, pha lodng mdi géc bang nwdc (3.2.10) (20 | mdi gbc
va 80 | nudec).

6.2.4.3 Tién hanh phan tng

St dung cap mdi da dwoc chuén bi (6.2.4.2).

St dung kit nhan gen (3.2.2) theo hwéng dan clia nha san xuét.

Vi DU: dung bo kit Tag PCR master mix, Qiagen (Cat. No. 201443)?

D Théng tin nay duwa ra tao diéu kién thuén tién cho nguwoi str dung tiéu chuén va khong an dinh
slr dung san pham ctia nha cung cap nay. Cé thé sir dung cac san pham twong tw néu cho cac
két qua twong duong.

2 Thong tin nay dwa ra tao diéu kién thuan tién cho nguwoi str dung tiéu chuan va khong an dinh
str dung san pham ctia nha cung cdp nay. Cé thé slr dung cac san pham twong tw néu cho cac
két qua twong dwong. Tuy nhién, thanh phan va thé tich clia phan (rng PCR c6 thé thay déi phu
hop véi tirng phong thi nghiém.




Thanh phan cho mét phan &rng dugc néu trong Bang 2.

Bang 2 - Thanh phan phan rng PCR

Thanh phan Thé tich (1)
[Tag PCR Master Mix kit 12,5
MOi xubi, 20 M 0,5
Mo6i ngugc, 20 M 0,5
Nwéce tinh khiét khdng cé nuclease 6,5
Tong thé tich 20

Chuyén 20 | hdn hgp nhan gen vao moi 6ng phan tng:

- Mau kiém chirng dwong: cho 5 | mau ADN co kich c¢& san phdm da biét vao 6ng phan ng;

- M&u kiém chirng am: cho 5 | nwéc (3.2.10) vao 6ng phan tng;

- M&u bénh phdm: cho 5 | mau ADN bénh pham (6.2.4.1) vao 6ng phan ng.

CHU THICH:

- Phan (ng PCR phai bao gom: mau bénh pham, mau kiém chirng dwong va mau kiém ching
am;

- Méu va nguyén liéu cho phan &rng PCR can dat trong khay da lanh trong suét qua trinh chuan bi
hon hop phan ng.

Tién hanh phan trng PCR bang may nhan gen (PCR) (4.3.1) d&a duoc cai dit chu trinh nhiét
dwoc néu trong Bang 3.

Bang 3 - Chu trinh nhiét ctia phan &rng PCR

Nhiét do Thoi gian S6 chu ky
94 °C 3 min 1
94 °C 1 min
40
60 °C 1 min
72 °C 1 min 40
72 °C 10 min 1
6.2.4.4 Piéndi

6.2.4.4.1 Chuan bi ban gel

Pha agarose (3.2.4) v&i ndng do agarose tir 1,5 % dén 2 % bang dung dich dém TBE 1X hoac
TAE 1X (3.2.5) (tir 1,5 gram dén 2 gram agarose v&i 100ml TAE 1X hodc TBE 1X) vao chai thiy
tinh 250 ml, lac cho tan.

Sau d6 dun dung dich agarose soi, dé ngudi dén khoang 40 °C dén 50 °C thi b6 sung 10 | chét
nhuém mau (3.2.6) cho 100 ml thach. Lac nhe dé chat nhudm mau tan déu, tranh tao bot.

Tién hanh d6 dung dich agarose vao khay dién di da duoc cai lwgc; khong nén dé ban gel day
qua 0,8 cm.

Khi ban agarose dong lai thi ti€n hanh g& lugc khéi ban gel.

Chuyén ban gel vao bé dién di (4.3.5), d6 dung dich dém (TBE 1X hoac TAE 1X) (3.2.5) (cling
loai v&i dung dich agarose da dun) vao bé dién di cho t&i khi ngap ban gel.

C6 thé dung cac san pham cé san chdt nhudém ADN dé pha agarose (vi du: Sybr safe ADN gel



