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L&i néi dau

TCVN 8400-2:2010 do Cuc Thi y bién soan, B Néng nghiép va Phat trién nong thén dé
nghi, Téng cuc Tiéu chuin Do lwdng Chét leng thdm dinh, Bd Khoa hoc va Céng nghé
cbng bé.

TCVN 8400 Bénh déng vat — Quy trinh chdn doén gdm cb c4c phan sau:

- TCVN 8400-1:2010 Bénh ddng vét — Quy trinh chdn doan — Phén 1: Bénh I& mém
long méng;

- TCVN 8400-2:2010 Bénh ddng véat - Quy trinh chdn doén — Phén 2: Bénh do vi khuén
Streptococcus suis géy ra trén lon;

- TCVN 8400-3:2010 Bénh dong vét — Quy trinh chan doén - Phan 3: Bénh giun xodn;

— TCVN 8400-4:2010 Bénh déng vét — Quy trinh chdn doan — Phéan 4: Bénh Niu cét xon.
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Bénh dong vat — Quy trinh chan doan -
Phan 2: Bénh do vi khuén streptococcus suis gay ra trén lon

Animal disease — Diagnostic procedure —
Part 2: Streptococcus suis disease in pig

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chudn nay c6 thé lién quan dén céc vét li¢u, thiét bj va cac thao
tac gay nguy hiém. Tiéu chudn nay khéng thé dua ra dwoc hét tit ca cac vén dé an toan lién
quan dén viéc sir dung ching. Nguwoi sir dung tiéu chudn nay phai ty thiét 13p cac thao tac an
toan sirc khoe thich hep va xac dinh kha nang ap dyng cac gi&i han quy dinh trwwée khi str dyung
tiéu chuén.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh quy trinh chdn do&n bénh do vi khuan Streptococcus suis gay ra trén lon.

2 Thuét ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay sir dung thuét ngir va dinh nghia sau:

Vi khuan S. suis (lién cau khuén lgn)

Vi khuan gram dwong, c6 35 typ huyét thanh giap mo clia S. suis da dwoc xac dinh, trong d6 typ 1,2,
%, 3, 7, 9, 14 la nhirng typ huyét thanh thuong gay bénh trén lon. S. suis typ 2 la typ gay bénh phd
bién nhét va cé thé lay sang nguedi.

Bénh do vi khuan Streptococcus suis (S. suis) thudng gap & lon con dic biét lgn sau cai slra. Triéu
chirng, bénh tich dién hinh clia bénh bao gdm: sét, viem khép, viém bao tim, viém phdi, viém néo, bai
huyét va chét dét ngét.
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3 Thubc thir va vat ligu tho

Chi stz dung thuéc thir loai tinh khiét phan tich va st dung nuwdc cét hodc nudc @4 khir khoang hodc
nuéc cé do tinh khiét tong dueng, trir khi cé quy dinh khac.

Méi trudrng nuwérc pepton

— Thach colombia, thach mau

- Axit nalidixic

- Méi trwérng Voges- Proskauer (VP)

- Huyét thanh chudn dinh typ Streptococcus suis
- Alpha naphthol (C1,H;OH)

— Etanol (C.Hs0)

— Kali hydroxit (KOH)

- Axit fucsin (CzoH17N3Naz0¢S3)

— Natri hydroxit (NaOH)

— B§ kit giam djnh dac tinh sinh héa vi khuan S. suis
— Nguyén liéu cho PCR

- Agarose

— Etidi bromua (EtBr)

— Dung dich TAE hoac TBE

— Tim tinh thé (CasHsNsCl)

— Amoni oxalat (NH,),C,0,.2H,0)

— Basic fuchsin (CH;50)

~ Phenol (CsHsO)

— Kali iodua (KI)

- lodua (L) tinh thé
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4 Thiét bj, dung cy

Str dung c4c thiét bj, dung cy clia phong thir nghiém théng thuwong va cu thé nhu sau:
- Tudm37°c

- Kinh hién vi quang hoc

- Panh, kéo

- Que cdy

- Dia petri dé db méi truong

- Lam kinh

- Kinh lup

— Lamen (coverslip)

- Lo thay tinh cac c&: 100 ml, 200 ml, 500 ml va 1000 ml
- Pipet thuy tinh cac c&

~ Dung cu chay dién di (electrophoresis).

5 Lay miu

Mau xét nghiém duoc I4y Ia cac phi tang (tim, phéi, gan, lach), méau (thé nhiém tring huyét), ndo,
khép va dich ri viém.

Bénh pham phai dwoc lay vé trung, bao quan trong céc dung cu dirng mau vé tring trong diéu kién
lanh tir 2 °C dén 8 °C va giri v& phéng thi nghiém cham nhét 24 h sau khi ldy mau.

Giri kém theo bénh pham gidy yéu ciu xét nghiém c6 ghi ré triéu chirng, bénh tich va dac diém dich té.

6 Cach tién hanh

6.1 Chén doan lam sang

6.1.1 Dich té hoc

— Bénh thwéng xay ra & lon con va sau cai slra

— Bénh thudng phat ra khi cé tac ddng clia cac yéu té stress
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6.1.2 Triéu chirng ldm sang

Trwéng hop qué cép tinh lgn thudng chét dot ngét.

- Lon sét rét cao (42,5 °C), bd &n, I& d& va suy yéu

Khé thé

Triéu chirng than kinh (do viém n&o): Lgn mét thang béng, liét, di lai loang choang, udn ngui ra
phia sau, run rdy, co giét.

- Métdd
— MU, di lai khap khiéng, qué.
— Viém khép trong cac trieérng he'p man tinh.

6.1.3 Giai phiu bénh hoc

Phu thing, ty mau & n&o va mang n&o, ¢6 nhiéu dich ndo tuy mau duc.

~ Xac chét mau d3, nhu mé va cac hach bach huyét swng (nhiém triing mau)

Viém da khép c6 ma, bao hoat dich c6 thé day Ién.

Viém ndi tdm mac

Viém phdi.
6.2 Chén doan phong thi nghiém
6.2.1 Phan Iap vi khuin

Céy bénh pham lén cac loai méi tredng thach mau hay méi tredng thach chon loc Colombia (c6 bd
sung 5 % dén 7 % mau clru hodc mau bé). Thach Colombia c6 thé bd sung thém Colistin (0,01 g/ lit) va
axit nalidixic (0,015 g/ lit). Nudi cdy vi khuan & 37 °C ¢6 5 % CO,, trong 24 h.

Trén méi trwdng thach mau, khuan lac S. suis c6 dang nhé (dwéng kinh khoang 1 mm dén 2 mm),
dang tron tron béng lang hodc nhan, thwéng gy dung huyét alfa hodc khéng dung huyét.

6.2.2 Giam djnh vi khuan

Nén chon céc khuén lac nghi ng& phan lap dwoc tir cac t chirc khac nhau, tir nhivng lon khac nhau
trén ciing mét dan dé giam dinh.
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6.2.2.1 Hinh thai vi khudn trén kinh hién vi

Phét kinh khudn lac sau khi phan Iap d& nhudém gram (Phy luc A)

Vi khuén S. suis b&t mau gram dwong (+), ¢6 dang hinh cdu hoic ovan dirng thanh chudi ngén, cé khi
xép doi hay don lé.

6.2.2.2 Péc tinh sinh héa

Co thé dung kit thwong mai va s dung theo hwéng dan clia nha san xuét. Mét sé kit sinh hoa cling ¢6
thé xac dinh duoc dén typ huyét thanh (thueeng la typ 1 va typ 2).

C6 thé dwa vao mét s dac tinh sinh héa co ban sau cla S. suis dé giam dinh.

Mét sé tinh chat co ban cua S. suis

.;‘ c [l E c s o a ° © ©
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Phuong phap tién hanh phan (rng sinh hoa xem Phu luc B
6.2.2.2.1 Giam dinh gene xac dinh vi khuan S. suis

Phat hién gene glutamate dehydrogenase (gdh) xac dinh vi khudn S. suis c6 thé tién hanh bang
phwong phap PCR (Polymerase Chain Reaction) (xem phu luc C).

6.2.2.2.2 Djnh typ huyét thanh giap mé cua S. suis

Dinh typ bing huyét thanh chudn: sir dung khéng huyét thanh chuan thwong mai va phuong phap tién

hanh theo chi dan clia nha san xuét

Dinh typ béing bing phurong phap PCR: ¢6 thé dung phan irng PCR xac dinh céc typ huyét thanh 1,
2, %, 7. 9 1a nhivng typ huyét thanh chli yéu gy bénh trén lon (xem Phuy lyc C).

CHU THICH: C6 th xac dinh typ huyét thanh bing phurong phap huyét thanh hoc hodc bang phuong phap PCR.

7 Két luan

Lon duoc xac dinh 1a méc bénh do vi khudn S. suis gay ra khi:
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- C6 dac diém dich &, triéu chirng 1am sang, bénh tich dién hinh clia bénh;

- Phat hién dwoc vi khuan S. suis thudc céc typ huyét thanh thuéng gy bénh trén lon nhu: typ 1,
typ 2, typ %, typ 3, typ 7, typ 9, typ 14 ho#ic néu vi khuan S. suis khdng thudc cac serotyp théng thudng

trén nhwng phan lap dwgc tir gan, lach, ndo hay khép.

10



TCVN 8400-2:2010
Phuy luc A
(Quy dinh)

Phwong phap nhuém gram

A1 Thubc nhuém

A.1.1 Dung djch két tinh tim

Tim tinh thé 20g
Etanol 95% 20,0 ml
Amoni oxalat 08g
Nuéc cat 80,0 ml

Hoa tan tim tinh thé trong etanol, hoa tan amoni oxalat trong nwéc cat. Sau dé trdn 2 dung dich nay véi
nhau va lic cho tan hét.

A.1.2 Dung dich fuscin dam dac

Basic fuchsin 19
Etanol 85 % 10 ml
Phenol (axit phenic) 5g
Nwée cat 100ml

Khi diing, pha lodng dung dich me theo ti I& 1/10 v&i nuwéc cét.

A.1.3 Dung djch lugol

Kali iodua 2q
lodua tinh thé 1g
Nwéce cat 200 ml

Nghién Kali iodua va iodua tinh thé, cho nwéc cét vao tir tir va Idc cho tan.

1"
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A.1.4 Cdn-axeton
Etanol 95 % 3 phén
Axeton 1 phan

A.2 Tién hanh nhuém

- Nhé dung dich tim Ién tiéu ban: tlr 1 min dén 2 min

— Rtra nwéc nhanh, dé khé

~ Nhé dung dich lugol: d& 1 min

— Rwa nwéc nhanh, dé khé

- Nhé cbn-axeton

- Rtra nwéc that nhanh, dé khé

- Nhé dung dich fucsin loang, @& 1 min

- Rda nuéc

- Thém kho hodc séy kho

A.3 Xem tiéu ban

- Nhd 1 giot dau vao tiéu bdn va xem tiéu ban bing kinh hién vi quang hoc bing véi vat kinh d
phoéng dai 100 l4n.

- Vikhuan gram dwong bét mau tim

~ Vikhuan gram am b&t mau dé.

12



TCVN 8400-2:2010
Phuluc B

(Quy dinh)

Mot s6 phan teng sinh héa

B.1 Kha ndng lén men carbonhydrat: lactoza, inulin, salicin, trehaloza, sucroza, sorbitol, manitol va
glycerol.

B.1.1 Chuan bj méi trwéng
Chuan bj nwéc pepton theo chi din clia nha san xuét.
Chuén bj chi thj mau andrade:

Axit fucsin 0,5¢

Nuéc cét 100 ml

NaOH 1N 16 ml

Chuén bj: Nghién fucsin, hoa vao nuéc cét cho tan hét. Cho tir tir lwgng NaOH 1 N, vira cho vira lic
dén khi chuyén mau tir d6 twoi sang dé nau, dén vang Ua, vang thdm thi dirng (thudng tir 12 mi dén
17 ml). D& ldng 1 h dén 2 h, loc qua gidy loc. Hap 120 °C trong 15 min.

Cho 1 ml chi thi mau andrade vao 100 ml méi trdng nurére pepton, chia ra cac éng (4 ml méi éng). Hap
120 °C trong 30 min.

Chun bj dung dich dweng: cac loai dudng pha thanh dung dich 10 % hép & 110 °C trong 15 min dén
20 min hodc h&p cach quang 3 14n 100 °C trong 30 min hoac loc qua b loc mang 0,45 um.

Cho dwong vao cac 6ng méi tredng: mbi 6ng (4 ml) mét loai dudng riéng ré theo ty 1€ 0,3 ml dung dich
dwong 10 %.

B4 sung huyét bd sung huyét thanh ngia (vé tring) theo ti [é 10 %
B.1.2 Phwong phap kiém tra va doc két qua

Céy vi khuan @& nuéi cy thun khiét vao cac éng mai treéng pepton cé duéng, dé ti 4m 37 °C sau
24 h doc két qua, nhu sau:

— Phan (rng 4m tinh: méi treérng khéng thay d6i mau.

13
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- Phan (ng dwong tinh: méi trwéng chuyén mau dé.
B.2 Kiém tra kha nang phan huy Arginine

B.2.1 Méi trwérng Falkow

Nwéc pepton 5¢g
Chét chiét ndm men 39
Glucoza 19
Bromocresol purple 0,2 % 10 mi
Nudc car 1000 mi

Hoa tan cac chat va dung dich chi thj mau trong nuéc ct. B6 sung 0,5 % L- arginine hydrochloride.
Diéu chinh pH 6,7. Chia ra lp nhd (khoang 2 ml/ I9). Hap & 115 °C trong 10 min.

B.2.2 Phan (rng va doc két qua

Cay vi khuan (da nudi cAy thuan khiét trén thach mau & 37 °C, 5 % CO, tir 18 h dén 24 h), vao moi
trieerng trén. Kiém tra moi treréng nuéi cy hang ngay, trong vong 4 ngay. Doc két qua nhuw sau:

- Phan ttng duong tinh (vi khuan phan huy arginin): méi treéng ¢6 mau tim.

— Phan tng am tinh: méi trwérng ¢6 mau vang

B.3 Phwong phap kiém tra kha nang san sinh acetoin trong méi trwwérng Voges- Proskauer (VP)
B.3.1 Chuén bj méi trwng, thudc thir

M6i trwong VP duoc pha ché theo hwéng dén ciia nha san xuét. Chia ra lo nhé (2,5 mliéng), hap vo
trung & 120 °C trong 15 min

Thuéc thir A
Alpha naphthol 5g
Etanol (thuan khiét) 100 ml

Hoa tan alpha naphthol trong mét lugng nhé etanol, @4 thém cho dG 100 ml. Gite trong lo thiy tinh ¢6
mau niu & nhiét do 4 °C.

14
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Thuéc thir B
Kali hydroxit 4049
Nuéc cét 100 ml

B.3.2 Phwong phap kiém tra va doc két qua

Nudi cly vi khuan trong méi trieerng VP it nhét 1a 48 h & nhiét 44 37 °C, sau @6 nhd thém 0,6 ml thuéc
ther A va 0,2 ml thube thir B. L&c déu. Doc két qua sau 15 min va 1 k, nhw sau.

- Phan trng dwong tinh: méi tredrng ¢6 mau hdng dam.

— Phan (rng &m tinh: méi trréng cé6 mau vang hodc khéng mau.

15



TCVN 8400-2:2010

C.1 Chuén bj miu

Phuluc C
(Tham khéo)

Phwong phap PCR

M3u kiém tra 1a vi khuén nghi la S. suis d& nudi cdy thuan khiét trén thach mau & 37 °C, (5 % CO,) tir
18 h @én 24 h.

Déi chirng dwong: ching vi khudn da dwoc giam dinh |a S. suis hodc st dung cac chlng S. suis

chudn.

C.2 Tach chiét DNA

Céc vi khuén phan lap dwoc tir m3u bénh phdm va cac mau déi chirng dwong dwoc tach chiét DNA
bang céc kit thuwong mai hay béng phuong phap shock nhiét. Néu sir dung kit thi cac buéc tién hanh
theo chi dan clia nha san xuét.

Téch chiét bang phwong phap shock nhiét: LAy 3 khudn lac dén 4 khuan lac hoa vao 100 pl nwéc vo
trung khdng chira men Rnase va Dnase (nuclease free water). Bun séi cach thiy trong 10 min, réi lam
lanh nhanh huyén dich trong da 5 min. Ly tdm huyén dich 12000 g trong 4 min. Thu hoach phan néi
phia trén (phan nuwéc trong) dé lam phan trng PCR.

C.3 PCR phat hién gene glutamate dehydrogenase (gdh)

C6 thé str dung c3p mdi va chu trinh nhiét sau:

Kich c¢& san phadn] Chu trinh nhiét
gteg Ki hiéu méi Trinh tw cip médi (5’ - 3') . g ®
c (base pair-bp)
St2=F | 5 GCAGCGTATTCTGTCAAACG-3' S o
(mbi xudi) (94 °C - 1 min;
55 °C - 1 min;
gdh str2-R 688 72°C -1 min),
(MOINgUOC) | 5 CCATGGACAGATAAAGATGG-3' 72°C -7 min
Gi¥: 4 min

Phan &rng PCR

C6 thé diing céc bd kit PCR thirong mai dé lam phan (rng va sir dung két hop theo huéng din clia nha

san xuét.
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Néu str dung Taq DNA polymerase ctia hang QIAGEN thi thanh phan cho 1 phan trng PCR vé&i tbng
thé tich la 50 ul gém: 10X coral bufer: 5 pl; 200 pM méi loai dNTP; Tag DNA polymerase 2,5 Ul; mbi
xudi va méi nguoc 1 uM mdi loai; nudc cét vo tring; DNA tach chiét tir mau (C.2): 2 pl.

Déi chirng dwong: DNA tach chiét tir vi khuan S. suis & C.2

Déi chirtng am: bao gbm ddy du thanh phan ctia mét phan (g PCR, nhung khéng cé DNA cua vi
khuén.

C.4 Chay dién di

San phdm PCR dwoc chay dién di trén thach agarose 1,5 % dén 2 % trong dung dich dém TAE hodc
TBE

Ban thach duec dién di trong méi treéng dung dich dém TAE hodc TBE (tuy thudc vao loai dém st¢
dung khi pha thach), trong thei gian tir 30 min dén 50 min, & 100 V, sau d6 nhuém béng dung dich etidi
bromua 0,2 mg/100 ml.

C6 thé dung cac san phdm c6 s&n chat nhuém DNA dé pha ché thach agarose (nhw SYBR safe DNA
gel stain = cla hang Invitrogen) va st dung theo quy dijnh clia nha san xuét.

C.5 Doc két qua

Phan trng dwong tinh khi:

- Mau dbi chizng dwong cé mdt vach duy nhét dang kich c¢& clia san pham.
- MAu d6i chirng am: khéng xuét hién vach.

- M4u kiém tra cé vach giébng mau déi chirng dwong.

C.6 PCR dijnh typ huyét thanh

Céc serotyp gay bénh chul yéu trén lon dugc phat hién théng qua cac gene mé héa qua trinh sinh téng
hop giap mé (cps- capsular biosynthesis) twong (rng.

C6 thé si¥ dung cac ciip mdi sau dé xac dinh cac typ huyét thanh cla vi khuan S. suis.

Phan (rng PCR tién hanh theo B.3 va bd sung cac m3u déi chirng durong Ia ching chuan S. suis typ 1,
2, %,7,9.
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Mt sé cap mdi cho PCR giam dinh typ huyét thant

Sero Kich c&
Gen dich type Ki higu mdi Chudi méi (5’ - 3) san phim Chuwo ng trinh nhiét
(bp)
1 ] cps1HF | 5-GCGAACTGTTAGCAATGAC-3' 41 94 °C — 0,5 min; 60 °C - 1 min; 72 °C =3 min: chu trinh
cps . i
d cpsHR | 5-GGCGGTCTAGCAGATGCTCG-3 40 véng, 72 °C = 10 mi
cps2J-s | 5-GTTGAGTCCTAATACACCTGTT-3' 94 °C -30s;60° - 30s; 72° - 30s: ch
P2V | pvatrz | P 459 | 40 vong, 72°C 7 min inn
cps2J-as | 5-CAGAAAATTCATATTGTCCACC-3' J
: ;| cpsTH-F 5'-GAATCAATCCAGTCAGTGTTGG-3' - 94 °C - 0,5 min; 60 °C -- 1 min; 72 °C -3 min: chu trinh
cps - i
P cpsTHR | 5.CTAATTCGATACGAAGCTAAAC-3' ARYOIg, T C=10 iy
o ) cps9HF | 5-GGCTACATAATGGAAGCCC-3' e 94 °C - 0,5 min; 60 °C — 1 min; 72°C -3 min: chu trinh
cps ol .
i cps9HR | 5-GGCATCATTGCTCGACAGAT-3' el
5 : cps2) | 5-TTTGTCGGGAGGGTTACTTC-3' oy 94 °C — 1 min; 58 °C — 1 min; 72 °C -1 min 30 s: chu
S e :
= cps2d | 5-TTTGGAAGCGATTCATCTCC-3' Ginh 40 ving, 72 °C —2 min
cpstJ-R | 5-TGATACGTCAAAATCCTCACCA-3' trinh 40 vong, 72 °C ~ 2 min
" ;| cpsth-F 5'-AATGCCCTCGTGGAATACAG-3' 276 94 °C — 1 min; 58 °C ~ 1 min; 72 °C =1 min 30 s: chu
cps . i
P cpsTHR | 5. TCCTGACACCAGGACACGTAS' PRI SONOIG i Soemicin
9 g | cpsTH-F 5 -GGGATGATTGCTCGACAGAT-3' - 94 °C — 1 min; 58 °C — 1 min; 72 °C -1 min 30 s: chu
cps i - i
4 cpsTHR | 5'.CCGAAGTATCTGGGCTACTGA-3 MIASENGhS T

01L02:2-00¥8 NADOL
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