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CHUONG 2.3.6.
BENH DO HERPESVIRUS & CA CHEP KOI
(KOl HERPESVIRUS DISEASE)

1. Pham vi

Bénh do herpesvirus & ca chép koi (KHVD) la bénh nhiém herpesvirus (18) c6 kha nang lay lan va
gay nhiém virus huyet cap tinh trong ca chép thuwdng (carp: Cyprinus carpio) va cac bién thé nhw
ca chép koi (koi carp) va ca chép ma (ghost carp) (16).

2. Thong tin vé bénh
2.1. Cac yéu té thudc vé tac nhan gay bénh
2.1.1. Tac nhan sinh bénh hoc (aetiological agent), cac dong (strains) tdc nhan gay bénh

Tac nhan sinh bénh hoc la koi herpesvirus (KHV) thudéc ho Herpesviridae (18, 45) mac du virus
nay cling co tén la virus gay vién than ké va hoai t&r mang thé cua ca chép (carp interstitial
nephritis and gill necrosis virus — CNGV) (20, 30). Waltzek va cong sw (42) dwa ra bang chirng dé
gilp phan loai virus nay la herpesvirus, va dat tén la cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3), kém theo
danh phap cta cac cyprinid herpesvirus khac: CyHP-1 (virus dau ca chép [carp pox virus], virus
ung thw mun san & ca [fish papilloma virus]) va CyHV-2 (virus ‘gay hoai tlr hé thong tao huyet clia
ca vang [goldfish haematopoietic necrosis]). Cac phan tich két chudi ctia phan gen di truyén da
cho thay rang KHV c6 lién quan gan véi CyHV-1 va CyHV-2, va cé lién quan xa véi virus ca da
tron nwéc ngot (Ictalurid herpesvirus: IvHV-1) va Ranid (éch) herpesvirus (RaHV-1) (42). Gan day,
Aoki va cong s (2) da md ta day da két chudi gen di truyén cia KHV va nhan dién 156 don vi gen
ma hda cac protein. Ho chi ra rang 15 gen cla KHV cé twong déng véi cac gen trong IcHV-1, xac
nhan dé xuat x&p KHV vao ho Herpesviridae. Cac wéc tinh gan day vé gen di truyén ctia KHV bién
thién tlr it nhat 150 kbp (14) dén 270 kbp (20), nhwng kich thwéc nay gan day dwoc xac nhan la
295 kbp (2, 42). Cac wéc tinh vé kich thwdc cha hat virus (virion) cling ¢6 khac nhau. V6 bao hat
nhan (nucleocapsid) ctia virus dem nhudém am (negative-stained) da dwoc do lwong la cé dwong
kinh 103 — 112 nm, dwgc bao quanh béi vé bao ngoai (envelope) (18, 20, 40). V6 bao hat nhan
clia virus da dworc cat lat méng (thin-sectioned) da do dwoc dwéng kinh 1a 78-84, 80-110 va 110—
120 nm (5, 6, 18, 28).

So sanh céc di truyén cta cac dong KHV phan lap dwoc tir cac vung dia ly khac nhau, béng céac
phan tich gi¢i han enzyme (restriction enzyme analysis) (12 16) hay bang cac phan tich két chudi
nucleotide (32) da cho thay di truyén ctia cac dong KHV nay thwc té 1a gibng nhau. Giéng vay, cac
polypeptides ctia cac dong KHV phan 1ap duoc tir cac vung dia ly khac nhau déu twong tw nhau,
mac du mét dong phén lap dwoc tir Israel co thém hai polypeptide (11, 12). Aoki va cdng sv (2) da
so sanh day du két chudi di truyén ctia ba dong KHV phan 1ap duwoc tir Nhat Ban, Israel va MY.
Cac di truyén nay cho thay rat gibng nhau & mirc do két chudi, véi dong cua Israel va My thi gan
nhau hon so v&i dong cia Nhat Ban. Ba dong nay dwoc giai thich la da dwoc sinh ra tir hai nhanh
(lineage) 1a nhanh Nhat Ban va nhanh Israel-My, vén c6 nguén gbc chung.

2.1.2. Séng s6t bén ngoai ky cha

Cac nghién clru & Israel cho thay réng KHV van con hoat tinh trong nwéc trong it nhat 4 gio,
nhwng khong con hoat tinh dén 24 gi®, & nhiét d6 nwoc la 23 — 25°C (28) Céac nghlen clru & Nhat
Ban cho thay c6 gidm nhiéu vé hiéu gia gay nhiém ctia KHV trong vong 3 ngay trong cac mau
nwéc moi tredng va bun lang (sediment) & 15°C. Tuy nhién, kha nang gay nhiém van con dén > 7
ngay khi KHV dwoc dé trong cac mau nwéc twong tw da dwoc xi ly tiét tring bang hap autoclave



hay qua loc (35). Nghién ctru nay ciling trinh bay béng chirng dbi vai sy hién dién cla cac dong vi
khuén trong nuwéc ma co tac dong khang virus. Gan day hon da c6 bao cao phat hién thay DNA
clia KHV trong cac mau nwdc séng & nhiét do 9 — 11°C, vao 4 thang trwdc khi xay ra mét 6 dich
KHVD trong moét con song (17). Tuy nhién, sy tén tai cta virus co thé dwoc tro gilp bdi sy hién
dién cua cac dong vat lam trung gian truyén lay va viéc phat hién DNA c6 thé khong luén la chi thi
vé su hién dién cua virus gay bénh.

2.1.3. Tinh bén bi cta tac nhan gay bénh

Virus bj b4t hoat b&i birc xa UV va nhiét d6 trén 50°C trong 1 phat. Cac chét sat trung sau day
ciing hiéu qué dé l1am bét hoat virus: iodophor & 200 mg lit™ trong 20 phut, benzalkonium chloride
& 60 mg lit™ trong 20 phut, ethyl alcohol & 30% trong 20 phat va sodium hypochlorite & 200 mg lit™
! trong 30 giay, tat ca déu & 15°C (22).

2.1.4.Vong doi

Céc bao céo diéu tra gan day cho thdy rang mang thé 1a dwéng vao chid yéu cuda virus trong ca
chép (9, 13, 24, 29). Tuy nhién, mét thwc nghiém gan day hon da chirng minh da phl ngoai cac
vay cla ca chép la dwdng vao chinh cta KHV (7). Sau khi xam nhap, virus phan tan tr mang thé
va da dén cac nodi tang, va da phat hién thay sb6 luong nhiéu DNA cla KHV trong cac mo than,
lach, gan va rudt (9, 29). Sw lap ghép va tao hinh ctia KHV trong cac t& bao bi nhiém da dwoc mo
ta la giong nhu & cac herpesvirus khac. Mot kiém tra siéu cAu trac cla ca chép dwoc gay nhiém
thwe nghiém da cho ra bang chirng vé cac vé bao hat nhan chwa hoan chinh 1an hoan chinh dwoc
l4p ghép trong nhan va cé sw phat trién tiép cta hat virus trong bao twong cuta t& bao bj nhiém
(24). Sy tang tiét chat nhay la bang chirng r6 rét trong cac giai doan sém ctia nhiém KHV, va da
phat hién thdy DNA cta KHV véi mire dd cao trong cAc mau chat nhay cla ca chép dwoc gay
nhiém thwe nghiém (13). Pay la bang chirng thém vao cho tac déng lién quan dén da trong sinh
bénh hoc cta virus va da la vi tri quan trong trong thai tiét virus. Sy thai tiét virus qua dwédng niéu
(urine) va phan ciing c6 thé 1a cac co ché quan trong cho thai tiét virus. Cac ham lwong ADN cao
cta KHV da phat hién dwoc trong cac mé cla rudt va than, va virus gy nhiém da phat hién duwoc
trong cac mau phan thu thap tlr ca chép da bi nhiém (9, 13).

2.2. CAc yéu té thudc vé ky chu
2.2.1. Cac loai ky chi c6 man cam

Bénh nhiém KHV xay ra trong tw nhién chi ghi nhan dwoc trén ca chép thwdng (Cyprinus carpio
carpio), ca chép koi (koi carp: Cyprinus carpio koi) va ca chép ma (ghost carp: Cyprinus carpio
goi), va xay ra & cac lai ghép cac loai ca nay. Cac lai ghép cla ca vang (goldfish) x ca chép
thweng, sinh ra tir lai gitra ca vang dwc véi ca chép thwong cai, da co bao céo la thé hién kha
nang man cam déi véi bénh nhiém KHV. mac di ty 1& t& vong la thap (5%), khoang 50% céc cé lai
nay dwoc kiém tra vao 25 ngay sau khi tiém xoang bung véi liéu cao ctia KHV, déu da mang DNA
gen di truyén cua virus, theo phat hién bang phan rng chudi phan t&r (polymerase chain reaction —
PCR) (19).

2.2.2. Cac giai doan man cam cta ky chu

TAt c& cac nhom tudi cla c4, tir ca thiéu nién (juveniles) tré 1&n, déu thé hién cé man cam véi
KHVD (5, 32, 39), nhwng dwdi cac diéu kién thuc nghiém, ca tr 2,5 — 6 g la c6 man cdm hon so
véi ca 230 g (28). M6t nghién ciru & Nhat Ban cho thay rang 4u trung (larvae) cta ca chép (3 — 4
ngay sau khi n& trirng) 1a c6 dé khang ddi véi bénh nhiém KHV, nhwng cling Ira ca nay sé co ty 1é
t&r vong 100% khi bi phoi nhiém véi KHV vao 2 thang sau (21).

2.2.3. CAc loai hay tiéu quan thé cé thién hwéng (kha nang phat hién bénh)

Ca chép thuwong hay cac dong, nhw ca chép koi hay ca chép ma (ca chép coi x chép thuong), la
c6 man cdm hon va thich hop cho chon lwa dé phat hién virus, sau doé la moi ca chép thwong lai



c6 mat trong noi ldy mau, nhw ca vang x chép thwdng hay ca chép héng (crucian carp) x chép
thudng.

2.2.4. Cac co quan muc tiéu va mé bi nhiém

Mang th&, than va lach 1a cac co quan ma KHV cé nhiéu nhét trong tién trinh cda bénh phat 16
(13).

2.2.5. Bénh nhiém dai dang vé&i cac ca thé mang trung suét doi

O day chua rd c6 hay khoéng, dwdi cac diéu kién tw nhién, cac ca thé sbng sét voi KHVD la bi
nhiém dai dang véi virus, va néu cé thi c6 hay khéng ching thai tiét virus bao lau hay ching lwu
gir virus bao lau. Mot sé nghi van nay da dwoc diéu tra trong ca dwoc gay nhiém thwe nghiém, &
day chuing cho thay virus c6 thé tén tai trong ca chép thwdng bi nhiém & nhiét d6 cho phép va sau
doé duoc lwu gitr & nhiét d6 thAp hon cho phép (36).

2.2.6. Cac trung gian truyén lay (vectors)

Nwéec la trung gian vo sinh (abiotic) chu yég. Tuy nhién cac déng vat trung gian truyén lay (nhw
cac loai ca khac, cac ky sinh khong xwong song, cac loai chim san ca va cac loai thu ¢6 vu) va cac
vat dung (fomites) cling c6 lién quan trong qua trinh truyén lay.

2.2.7. Cac doéng vat thay sinh da biét hay c6 nghi ngé& mang tring

Ca chép binh thuwéng dwoc nudi chung cac loai ca khac trong cac hé théng chan nuéi da canh tac,
nhwng khéng quan sat thdy cac dau hiéu bénh hay t&r vong trong céac loai khac khi xay ra cac &
dich KHVD, dwéi cac diéu kién da canh tac binh thwong (5, 18, 28, 38). Tuy nhién, nguoc lai véi
phéat hién & nhirng noi khac, div liéu thwe nghiém tr Bire cho thdy c6 man cdm clia ca vang va ca
trdm cd (grass carp) dbi véi KHV (15). Gan day, DNA cta KHV da phat hién thay trong mé cla ca
vang khée manh séng chung vé&i ca chép koi da gay bénh thwc nghiém véi KHV va ciing thay & ca
vang bi phoi nhiém tw nhién trong céac tran dich dia phwong tw nhién do KHV & ca chép koi (10,
31). Cén c6 nghién ctu thém dé xac dinh virus ton tai bao lau trong ca vang va cling nghién ctru
thém néu ca mang trung thai tiét ra virus c6 kha nang song Tuy nhién, & day co bang ching gia
tang cho thy rang ca vang cé kha nang mang trung tiém an déi voi KHV. Hon niva, néu cac phat
hién tr Birc (15) dwoc xac nhan, thi tat ca cac loai ca chép cyprinid sé& can dwoc coi la co kha
nang mang trung ddi véi KHV.

2.3. M6 hinh bénh
2.3.1. Cac co ché truyén lay

Kiéu truyen lay cta KHV la truyén lay ngang, nhung truyen &y “cé lién quan dén trieng” (thwong
goi la truyén lay “doc”) thi hién nay khéng thé bd qua. Truyén lay ngang c6 thé 1a truc tiép (ca dén
ca) hay qua trung gian, nwéc la trung gian vé sinh chinh. Cac ngudn tang trlr cia KHVD la ca bi
nhiém thé hién 1am sang va cac mang tring &n chira virus trong ca nudi nhét, chan tha hay hoang
da. Virus cé doc lwc dwoc thai tiét qua phan, dwong niéu, mang thé va chéat nhay cla da. Du6i
céac diéu kién thuc nghiém, virus gay nhiém dwoc da duwoc thai tiét lién tuc trong thoi gian dai & ca
chép thwong bi nhiém, trong nhiét dé 16°C, thoi gian thai tiét ra virus ngan hon & 23°C hay 28°C
(44). Tién trinh bénh c6 thé 14 nhanh chéng, dac biét & cac nhiét dd t6i wu (23 — 25°C), nhung
cham hon & nhiét d6 dwdi 23°C. Bénh cé thé xuét hién trong 3 ngay sau khi cho ca khée manh
vao mot hd c6 chira ca bi bénh (41), nhung céc diéu tra khac da bao céo la 8 — 21 ngay mai phat
hién thay bénh 16 ra & ca dwa vao (5, 18).

2.3.2. Lwu hanh bénh
O day khoéng co cac quan sat dwoc cong bd vé lwu hanh virus trong ca cac quan thé hoang da Ian

chan nuéi cta ca chép. O' day c6 bang ching tir cac thdr nghiém thire nghiém vé ton tai cua virus
trong ca chép dwoc gay nhiém & nhiét d6 cho phép va sau dé dwoc tang trir & mét nhiét dé thap



hon cho phép (36, xem Poan 2.2.5). Tuy nhién, trong cac thywc nghiém khac & cung mét nghién
ctru (36), cac nha diéu tra cho rang khong c6 cé& nao bi nhiém dai dang sau khi phat bénh do KHV.
Trong cac nghién cteu khac, DNA cua virus dé phat hién thay trong ca chep khong phat bénh, boi
phan tich PCR, trong nhiét d6 13°C, va cho thay kha nang la ca bj nhiém sdng so6t & cac nhiét do
th&p c6 thé doéng vai tro 13 cac ngudn tang trir cda virus (13).

2.3.3. Phan bé dia ly

Sau céac bao céo ban dau vé KHVD ¢ Israel va Burc (5, 28), gi¢i han dia ly ctia bénh tré nén lan
rong. Bénh da phat tan dén nhleu quéc gia trén thé gioi, chd yéu qua giao thwong ca chep koi,
trwéc khi co6 dwoc hiéu biét vé bénh va cac phwong cach phat hién bénh. Bénh hién nay xay ra,
hodc da dwoc ghi nhan trong c& nhap khau vao, & it nhat 22 quéc gia khac nhau. O Chau Au bao
gdm Austria, Belgium, Denmark, France, Italy, Luxembourg, The Netherlands, Poland, Switzerland
va Anh Qubc (4, 8, 16, 33). O’ Chau A, Trung Quéc (Hong Kong) (16) va Bai Loan (40), Indonesia
(37), Japan (32), Han Quéc (Rep. of) (6), Malaysia (16, 23, 25), Singapore (& c& nhap khau ti
Malaysia) va Thai Lan (& ca nhap khau tlr Birc, 16). Cac noi khac, Nam Phi (16) va My (14, 18,
39) da c6 bao céo hién dién cta KHVD. Hinh nhw 1a virus hién dién trong nhiéu quéc gia khac,
nhwng da khéng c6 nhan dién hay bao cao.

2.3.4. Ty lé ttr vong (mortality) va ty 1&@ mac bénh (morbidity)

Ty 1& méc bénh cla céc quan thé bi nhiém c6 thé 1a 100%, va ty 1& t&r vong 70 — 80% (5, 41),
nhwng ty 1& t& vong c6é thé cao dén 90 hay 100% (5, 40). Nhiém phu va vay nhiém vi khuan
va/hodc nhiém ky sinh thwéng thdy & ca chép bi bénh va c6 thé anh hwéng dén ty I1& t&r vong va
thé hién ra cac dau hiéu (16).

2.3.5. C4c yéu té méi trwong

Céac md hinh bénh bi chi phéi b&i nhiét dd nwéc, doc lwe cia virus, Itra tudi va tinh trang strc khoe
clia c&, mat d6 quan thé va cac yéu td gay stress (nhw van chuyén, dé trirng, chat lwong nuéc
kém). Bénh 1a phu thudc vao nhiét dd nwéc, xay ra tlr 16 dén 25°C (8, 18, 28, 32, 39, 40). Duwoi
cac diéu kién thwc nghiém, bénh da gay ra ty 1& t& vong cao & 28°C (13), nhwng ty I& tl vong
khéng cao & 29 hay 30°C (20, 27), 1an & 13°C (13). Tuy nhién, DNA cua virus da phat hién duoc
trong ca bang PCR & 13°C, va c6 thé 1a ca bi nhiém séng st & cac nhiét do thap c6 thé 1a cac
nguon tang tri cho virus 913).

2.4. Kiém soat va phong ngtra

Cac phuong phap kiém soat va phong ngira KHVD sé& chi yéu la dua vao tranh phoi nhiém dbi
v&i virus, kém theo cac thyc hanh vé sinh tét va an toan sinh hoc. Diéu nay la c6 thé & céc trang
trai nhé dwoc cung cap nuéc tir subi hay hd ao va cd mot hé thdng an toan dé ngan nglra ca xam
nhap trang trai qua dwdng nwéc thai thoat.

2.4.1. Str dung vaccin

M6t vaccin an toan va hiéu qua hién nay khéng san co6 rdng rai. Tuy nhién, virus nhwoc doc
(attenuated) da dwoc st dung dé chiing ngra cho cé chép va cé bdo hd cho ca dbi véi thir thach
bang virus (27, 30). Ché pham vaccin nay co kich thich khang thé khang voi virus (26), nhung do
dai bao hd thi chwa biét. Vaccin nay hién nay dwoc cap phép s dung tai Israel va da dugc st
dung réng réi trong cac trang trai nudi ca chep khap quéc gia nay. Cac két qua nghién ctru & Nhat
Ban da thé hién rang viéc cp dwdng miéng mét loai vaccin dwa vao liposome c6 chira KHV da
lam bét hoat la c6 hiéu qua trong bao hé cho ca chép dbi véi bénh nhiém KHV (43).

2.4.2. Hoatri liéu
Khéng &p dung.

2.4.3. Kich thich mién dich (immunostimulation)



Hién nay khong c6é théng tin vé sir dung tac nhan kich thich mién dich (immunostimulants) dé kiém
soat KHVD & ca chép. Tuy nhién day la linh virc nghién clru dwoc quan tam.

2.4.4. Giéng c6 dé khang

D4 c6 thé hién khac biét vé de khang v&i KHVD trong cac dong ca chep khac nhau (34) va cac
nghién ctru khac da cho thay rang dé khang 1a theo Ira tudi (28). Trong cac nghién clru gidng dé
khang, con chau cla lai gibng gitra hai dong ca chép thuan dwdng véi mot dong ca chép hoang da
dwoc dem thir nghiém bang thwc nghiém hay gay nhiém tw nhién. Ty 1& séng sot thp nhat da dat
khoang 8%, nhung ty & séng s6t clia dong c6 dé khang nhat dat 61 — 64% (34).

2.4.5. Tai dan véi cac loai c6 dé khang

Cac 6 dich tw nhién ctia KHVD da khéng dwoc bao cdo trong cac loai ca chép an cd thwdng duoc
chan nudi trang trai, bao goém ca chép bac (silver carp: Hypophthalmichthys molitrix), ca trdm cé
(grass carp: Ctenopharyngodon idella), va ca chép dau to (bighead carp: Aristichthys nobilis). Cac
loai ca chép an cé thwong dwoc nudi lén trong da canh tac véi ca chép thwdng, nhwng khéng co
d4u hiéu bénh hay tlr vong nao quan sat thay trong cac loai nay, ké ca duéi cac diéu kién da canh
hay sau khi thwc nghiém séng chung véi ca bi bénh, hay cho phoi nhiém tryc tiép véi virus (27,
33, 37, 38). Céc lai ghép cla ca chép thuwong ciing thé hién 1a kha nang cho phwong cach kiém
soat d& ngan nglra cac ton that I&n béi KHVD. Cac nghién ciru trén mét quan thé lai ghép cla ca
vang duc x ca chép cai thwong cho thiy cé dé khang véi KHVD (19). Cac lai ghép nay thé hién
phét trién nhanh chéng va c6 thé hién hinh thai gibng nhat véi thé hé cha me. Tuy nhién, DNA cuta
KHV da phat hién thdy bang PCR trong cac ca lai sbng sot, cho thdy rang ching cé kha nang
mang trung dbi véi virus (19).

2.4.6. Cac tac nhan chan dirng bénh (blocking agents)
Khoéng ap dung.
2.4.7. Sat trung trieng va au trang

Viéc sét trung trirng c6 thé dat dwoc bang x& ly véi iodophor. KHV da thé hién la bi bat hoat bai
iodophor & 200 mg lit™ trong 30 giay & 15°C (22).

2.4.8. Cac thwe hanh chan nuéi thong thwong

CaAc bién phap an toan sinh hoc sé& bao gém dam bao rang ca méi dwa vao la tir cac ngudn sach
bénh va thiét lap hé théng cach ly ma cad méi nhap co thé dwa vao chung véi ca chi diém (sentinel)
& céac nhiét dd cho phép dé phat hién KHVD. Ban ca nay sau d6 dwoc cach ly trong téi thiéu 4
tuan dén 2 thang trwéc khi chuyén dén vi tri nuéi binh thwong dé nhap chung véi ca trong trang
trai. Cac bién phap vé sinh trong trang tai sé twong tw nhw dwoc khuyén ap dung déi véi SVC va
bao gém sat tring trirng, thwdng xuyén sat trung hé nudi, séat trung bang héa chéat cho thiét bi
trang trai, quan Iy ca can than dé tranh stress va tiéu hiy an toan ddi véi ca chét.

3. Lay mau
3.1. Chon lwa céc ca thé |lay mau

Tt ca cac nhdm tudi clia ca chép déu thé hién man cadm véi KHVD, tuy nhién, ca non tudi hon
dén 1 nam tudi thwong c6 man cdm hon déi véi bénh 1am sang va duwgc khuyén cho lay mau. Tinh
thich hop cla cac mau ca dwoc chon trong mot & dich nghi ng KHVD sé tuy thudc vao xét
nghiém chan doan dwoc ap dung. Ca chép hap hdi hay mai chét thé hién cac dau hiéu lam sang
dién hinh cta bénh la thich hop cho xét nghiém b&i hau hét cac xét nghiém dwoc mé ta trong
DPoan 4. Cac xac céa thé hién cac dau hiéu vé phan hiy md co thé chi thich hop cho cac phuong
phap dwa vao PCR. Gibng vay, cac mau thu thap tlr ca thé hién khée manh, trong mét quan thé co



nghi ngd bénh, co thé chi xét nghiém dwoc mét cach tin cay béi cac phwong phap dya vao PCR
nhay hon.

3.2. Bao quan cac mau dé gé&i di

Ca nguyén con sé dwoc gdi dén phong thi nghiém con sdng hay giét chét va déng géi riéng biét
trong cac vat chira vé trung dwoc niém kin. Tuy nhién, thich hop nhat va khuyén rang nén thu thap
cac mau co quan tlr ca ngay sau khi ching da dwoc chon tai co s& san xuat ca. Ca nguyén con
hay cac mau co quan sé& dwoc géi dén phong thi nghiém trong cac vat chiva lam lanh hay wép
nwdc da. Tranh dong lanh déi véi ca hay pha tang thu thap lam mau. Tuy nhién, néu chi nhan
dwoc mau ca hay phl tang déng lanh, thi cac mau nay chi thich hop cho cac phwong phap xét
nghiém dwa vao PCR. Cac mau nhd clia md ciing cé thé dwoc gdi di trong bao quén bang alcohol
(nhw 80 — 100% ethanol) dé& xét nghiém béng cac phwong phap dwa vao PCR.

3.3. Gom chung (pooling) cac mau

Khi xét nghiém ca bénh lam sang bang cac phuong phap dwa vao PCR, dac biét néu co co gang
dé phan lap virus, nén tranh gom chung cac mau hay chi gi¢i han dén téi da 1a hai con ca mo&i mau
gom. V&i xét nghiém dé giam séat stre khoe bang cac phwong phap dwa vao PCR, mau gom chung
sé gidi han tron tdi da ndm con ca méi mau gom.

3.4. Cac co quan hay mé tot nhat

Khi xét nghiém ca bi bénh lam sang bang cac phucrng phap dwa vao PCR, va dic biét néu c6 cb
gang dé phan lap virus, khuyén rang nén ldy mau & cac md cla mang th®, than va lach. Virus c6
nhiéu nhat trong cac md nay trong qua trinh bénh boc 16 (13). Khi xét nghiém ca nhiém bénh can
lam sang, c6 biéu hién khde manh, bang cac phwong phap dwa vao PCR, khuyén rang ciing bao
gdm rudt va néo trong mau thu thap.

3.5. Cac mau/mo khong thich hop

XAc ca chét thé hién d4u hiéu réat tién trién cha phan hay cé thé khéng thich hop déi véi bat ky
phwong phap xét nghiém nao.

4. Cac phwong phap chan doan

Chén doan vé& KHVD trong ca bénh l1am sang cé thé dat dwoc bang nhiéu phwong phap. Phan l1ap
bang té bao nudi cho KHV hién nay khéng duoc coi la nhay vi da co cac phwong phap dya vao
PCR dé phat hién DNA cta KHV. Virus chi phan lap dwoc trén mot sb loai té bao nudi va cac loai
t& bao nudi nay khoé quan ly. Két qua 1a viéc phan lap virus trong té bao nudi la phwong phap chan
doan khong tin cay dbi véi KHVD (16). Cac phuwong phap mién dich hoc, giébng nhw cac phuong
phéap ap dung cho chan doan bénh nhiém virus huyét moa xuan & ca chép (spring viraemia of carp
— SVC) (nhw céac xét nghiém mién dich huynh quang [immunofluorescence — IF] hay xét nghiém
phan tich hap phu mién dich két hop enzyme [enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA]), c6
thé thich hop cho nhan dién nhanh va chan doan KHVD, nhwng da khéng dwoc bao céo, so
anhhay danh gia rong rai. Cho dén hién nay, do cac xét nghiém da c6 danh gia da sén cd, chan
doan vé KHVD sé chi dwa vao chi mét kiém tra ma co két hop cla hai dén ba xét nghiém (16).

4.1. Cac phwong phap chan doan thwc dia
4.1.1. Céac dau hiéu 1am sang

Trong mét 6 dich KHVD & day sé cé gia tdng mot cach dang ké ty 1& tlr vong trong quan thé. Tét
ca cac nhom Ira tudi clia ca déu thé hién c6 man cdm véi KHVD, tuy nhién duéi diéu kién thuc
nghiém, ca non hon dén 1 ndm tudi thi man cdm hon dbi véi bénh. Trong kiém tra ky hon déi voi
céa thé ca, cac diu hiéu dién hinh bao gdm bién mau hay dé rng & da, cling c6 thé c6 cu tric xu
xi, biéu bi troc ra teng dém hay tirng mang, chat nhay sinh ra qua nhiéu hay qua it trén da va



mang th&, bién mau nhat di & mang thd. Cac dau hiéu dai thé khac bao gom I16m mat
(enophthalmia: mat trling sau) va xuat huyét trén da va goc cac vay, va loét & vay.

4.1.2. CAc bién dbi tap tinh

Ca tré nén I do, tach ra khéi bay va dén noi cé ngudn nuwéc chay vao hay cac thanh hd nudi va
ngap thd & mat nwdc. MOt so ca co thé gap phai méat thang bang va mét dinh huwéng, nhung
chung ciing c6 thé thé hién cac d4u hiéu ctia cweng van dong.

4.2. Cac phwong phap lam sang
4.2.1. Bénh tich dai thé (gross pathology)

O day khong coé cac bénh tich dai thé 1a bénh tich hoc (pathognomonic lession). Két luan chan
doan phai ch® dén khi phat hién DNA cuta virus hay phan Iap ra virus va nhan dién. Tuy nhién,
bénh tich dai thé thuc chéat nhét 1a thdy & mang thé va c6 thé khac nhau vé mirc dd, tlr cac mang
hoai t& nhat mau dén bién mau lan rdng, hoai tir ndng né va viém. Kiém tra thém cé thé phat hién
loét & phién so cap ciia mang thé, tan chady & phién thir cip, va swng & cac chét ctia phién mang
thé so cap va thir cap. Cac bénh tich bén trong khac 1a ¢ vi tri khac nhau va thwong khong cé
trong trwdng hop tlr vong ddt ngdt. Cac bénh tich dai thé khac da dwoc béo cdo bao gém viém
dinh trong xoang bung v&i c6 hay khong mau bat thworng cla cac co quan bén trong (nhat hon
hay dam hon). Than hay gan c6 thé sung, va cac co quan nay cé thé thé hién cac diém xuét huyét
(petechial haemorrhagic). Sy hién dién cta cac bénh tich dai thé ciing cé thé phirc tap thém do ca
chét, dac biét 1a & ca chép thwéng, ma cing bi nhiém béi cac ngoai ky sinh khac, nhw Argulus sp.,
Chilodonella sp., Cryptobia sp., Dactylogyrus sp., Gyrodactylus sp., Ichthyobodo sp.,
Ichthyophthirius sp., Trichodina sp., va cac monogeneans khac & mang thé, ciing nhw nhiéu l0ai vi
khuén, d&c biét la Flavobacterium columnare & céc nhiét dd nwéc &m hon.

4.2.2. H6a chat dung trong 1dm sang (clinical chemistry)
Khong cé théng tin.
4.2.3. Bénh tich vi thé (microscopic pathology)

Mbd bénh hoc (histophathology) ctia bénh cé thé khéng déc hiéu va bién thién, nhung viém va hoai
t & cac mang thd duoc coi la dac diém thuc chat. Mang thd cling thé hién tdng sinh
(hyperplasia) va teo (hypertrophy) & biéu bi cla mang c4, va co thé thly co tan chay cua phién
mang thé th&r cap (secondary lamellae) va két dinh cta cac sgi mang thé (qill filaments). Hoai tlr
mang thé, gi¢i han tr cac ving nhd hoai t&r cla cac té& bao biéu bi ctia phién mang thé thir cap
dén hoan toan mét di phién mang th&. Cac té bao biéu bi ciia mang cé va cac té bao bach cau
(leucocytes) c6 thé c6 chd yéu la nhan trwong to, nhiém séc thé dich ra vién dé cho ra dang “dau
tron” va thay c6 cac thé vii ndéi nhan nhat mau rai rac. Viém, hoai t& va cac thé vuii trong nhan
cling quan sat thay trong cac co quan khac (trng co quan hay nhiéu co quan), dac biét 1a than,
nhwng ciing cé trong lach, tuy tang, gan, n&o, rudt va biéu bi vaing miéng.

4.2.4. Tiéu ban wét (wet mounts)

Khéng ap dung.

4.2.5. Tiéu ban khoé (smears)

KHV da nhan dién duoc trong cac mau ép (imprint) t& gan, than va ndo cla ca bj nhiém, gua xét
nghiém mién dich huynh quang (immunofluorescence — IF). Cac mirc d6 cao cua IF thay & than va

virus c6 thé phat hién dwoc bang IF trong m&u ép ctia than vao 1 ngay sau khi gay nhiém (29, 34).

4.2.6. Soi kinh hién vi dién ttr (electron microscopy)/bénh tich té bao (cytopathology)



Viéc phét hién cac hat virus bang kinh hién vi chuyén dién tl (transmission electron microscopy —
TEM) dbi v&i cAdc md cla ca chép bénh 1am sang la phwong phap chan doan khéng tin cay. Cac
manh mé cla mang va than dwoc cd dinh trong glutaraldehyde sé& dwoc ldy mau tr ca chép bi
nhiém ndng né (> 10° hat virus). Cac két qua tét nhat da thu dwoc tir 1dy mau mot sb ca trong mot
quan thé bi nhiém & cac giai doan khac nhau clGa bénh nhiém. Diéu nay gitp cho dam bao rang
mot sé mau mé 1a 14y tir cac ca thé bj nhiém nang né.

4.3. Cac phwong phap phat hién va nhan dién tac nhéan gay bénh

Trong doan nay, khéng phai tat c& cac phuwong phap déu dwoc thé hién thanh chi tiét vi & day
khong c6 so sanh va danh gia rong rai cho cac phwong phap phat hién va nhan dién KHV. Trong
treong hop nay, s€ c6 mot mod td ngan vé cac phwong phap hién cé da dwoc céng bbd. Cac
khuyén céo vé phwong phap sé dwa vao xét nghiém thém va danh gia va di liéu c6 thém tir cac
phong thi nghiém da phat trién ra cac phwong phap nay, dé quyét dinh rdng phwong phap la “phu
hop véi muc dich”.

4.3.1. Cac phwong phap phat hién trwc tiép

KHV da phat hién dwoc trong cac mau ép twoi (touch imprint) clia gan, than va ndo cua cé bénh,
bang mién dich huynh quang (IF). Cac mére do cao clia IF thdy & than va virus co6 thé phat hién
dwoc bang IF trén mau ép twoi cha than vao 1 ngay sau khi bi nhiém (29, 34). Khang _nguyén cua
virus ciing da phat hién dwoc trong cac mé bj nhiém bang phwong phap nhuém mién dich 6 xy
héa (|mmunoperOX|dase staining). Khang nguyén cla virus da phat hién dwgc lGc 2 ngay sau khi
bi nhiém & than, va cling quan sat thdy & mang thé va gan (29) Tuy nhién, viéc phat hién KHV
bang nhuém mau mién dich (|mmunosta|n|ng) phai dwoc dién giai can than, do cac t& bao nhudm
mau dwong tinh cé thé la két qua cla phan ng chéo véi virus c6 huyét thanh hoc c6 lién quan
(nhw CyHV-1) hay moét proteln khong phai cla virus (29). M6t phwong phap cho phat hién tryc tiép
KHV tr m3u ép twoi cla than, bang xét nghiém khang th& huynh quang gian tiép (indirect
fluorescent antibody test — IFAT) dwoc md ta chi tiét dwdi day.

Cac phuwong phap dwa vao ELISA cho phat hién truc tiép khang nguyén ctia KHV trong cac mé bi
nhiém déu dang dwoc phét trién trong mét sé phong thi nghiém trén thé gii, nhwng khéng cé
phwong phap duwoc danh gia nao dwoc cong bd réng rai. Hién nay, da cé6 mét phwong phap
ELISA da cong bb va da dwoc phat trién & Israel dé phat hién KHV trong chét tiét cha ca (phan)
(9).

Phuwong phap dwoc ap dung phd bién nhét cho phat hién KHV mét cach tryc tiép trong cac mo
clia ca la ap dung cac xét nghiém phan tich dwa vao PCR dac hiéu déi véi KHV.

4.3.1.1. Cac phwong phap dung kinh hién vi (microscopic methods)

4.3.1.1.1. Tiéu ban wét (wet mounts)

Khéng ap dung.

4.3.1.1.2. Tiéu ban kho (smears)/mau ép tuoi (imprints)

4.3.1.1.2.1. Xét nghiém khang thé huynh quang gian tiép trén mu ép tuoi ctia than
i) LAy huyét hoan toan cho ca.

ii) Tao mau ép twoi cla than trén cac phién kinh sach hay & day cla cac giéng cia phién plastic
dung nudi té bao.

iii) D& mau ép twoi kho trong khong khi trong 20 phut.



iv) Rtra mét 1an voi dich mubi dém phosphate 0,01 M (phosphate buffered saline — PBS), pH 7,2,
sau d6 rira nhanh ba lan véi acetone lanh (bdo quan & -20°C) cho cac phién kinh hay dung hon
hop cia 30% acetone/70% ethanol, cling & -20°C, cho cac phién plastic.

v) Dé hop chat lam cé dinh nay phan trng trong 15 phat. Mot thé tich 0,5 ml/2 cm? giéng la da cho
cac mau ép trong phién plastic nudi té bao.

vi) P& cac mau ép da cb dinh nay kho trong khdng khi trong it nhat 30 phit va xi ly ngay hay bao
quan dong lanh & -20°C.

vii) Tai hop nwéc cho cac mau ép bang bén bwéc riva véi dung dich PBS 0,01 M, pH 7,2, co6 chtra
0,05% Tween 20 (PBST), va dé bd hoan toan dich dém nay sau lan rira cubi cung.

viii) Chuén bi mét dung dich cla khang thé da tinh loc hay huyét thanh khang KHV pha trong PBS
0,01 M, pH 7,2, co chira 0,05% Tween 20 (PBST), ¢ d6 pha loéng thich hgp (ma da duwgc pha
trwéc dé hay dwoc pha sén tir nha cung cép).

ix) Két khdi (block) véi 5% siva tach béo hay 1% albumin huyét thanh bo, pha trong PBST trong 30
pht & 37°C.

x) Rtra bén 1an bang PBST.

xi) Xt ly cac mau ép béng dung dich khang thé (da chuan bj tt buo’c viii) trong 1 gio & 37°C trong
budng 4m va khong dé xay ra bdc hoi. Mét thé tich [ 0,25 ml/2 cm? mdi giéng 1a d4 cho mau ép
trong cac phién plastic nudi té bao.

xii) Rtra bdn 1an véi PBST.

xiii) Xt ly cAc mau ép trong 1 gid & 37°C véi dung dich ctia hop chéat khang thé khang globulin
mién dich (khang v&i khang thé da st dung & buwdéc xi) dwoc két hop véi fluorescein
isothiocyanate (FITC) va chuan bj theo hwéng dan cla nha san xut. Cac khang thé két hop voi
FITC nay thwong 1a khang thé tir thd hay tir dé.

xiv) Rra bdn 14n véi PBST.

xv) Cho PBS vao & 0,5 ml/2 cm” méi giéng dé xt Iy cac mau ép trong phién plsatic va kiém tra
ngay, hay day Ién cac phién kinh bang lam kinh (cover-slip) cung v&i glycerol saline c6 pH 8,5
trwdc khi quan sat bang kinh hién vi.

xvi) Kiém tra duwéi tia UV, str dung kinh hién vi v&i thj kinh x 10 va vat kinh x 20 — 40, c6 khau d6
hoi tu lan Iu’o’t,la > 0.65 va > 1,3. Phai c6 cac doi chirng dwong tinh va am tinh dé cho ra cac két
gua mong muon dé so sanh vé&i moi quan sat khac.

4.3.1.1.3. CAc lat cat da cd dinh

Phwong phap dwgc md ta trong Poan 4.3.1.1.2 néu trén cling thich hgp cho phat hién khang
nguyén cta KHV trong cac lat cat mé da lam thdm nhap paraffin, da dwoc cb dinh trong 10%
formaline c6 dém trung hoa (neutral buffered formalin — NBF). Tuy nhién, cac lat cit da khiy
paraffin, da dwoc tai hop nwéc trong PBS, ¢ thé can phai dwoc xir ly thém dé bot 16 khang
nguyén ma c6 thé bi che 1ap b&i qua trinh lam cb dinh mé. M6t xt ly théng thwéng 1a G céc lat cat
v&i 0,1% trypsin pha véi PBS & 37°C trong 30 phat. Sau d6 rivra cac lat cat trong PBS lanh trwéc
khi tién hanh dén cac bwéc viii — xvi trong Doan 4.3.1.1.2 néu trén.

LUU Y: Bé phat hién tryc tiép khang nguyén virus bang IFAT hay héa mién dich md bao, cac mo
sé dwoc co dinh trong 24 — 48 gid trong 10% NBF va sau dé chat lam co dinh dwoc thay thé bang
70% ethanol dé bao quan lau dai.

4.3.1.2. Phat hién, phan lap va nhan dién t4c nhan gay bénh



4.3.1.2.1. Té bao nudi cay

Chan doan KHVD trong c& bénh Iam sang c6 thé thwe hién dwoc bang phan 1ap virus trong té bao
nuGi. Tuy nhién, virus chi phan 1ap dwoc goi han trong mot s loai t& bao nudi va cac té bao nay
c6 thé kho tinh. Ciing vay, phan lap bang té& bao nubi thi khéng nhay nhuw cac phwong phap dwa
vao PCR da duoc cong bd, dé phat hién DNa cda virus, nén nudi cay phan lap khéng dwoc cho la
phwong phap chan doan cé tin cay dbi véi KHVD (16).

Céc l6p té bao nuéi (cell line) sé stz dung: KF-1 hay CCB

Chiét xuét ra virus

Ap dung phwong phap dwoc mé té trong Chwong 2.3.0, Doan A.2.2.2.
Céy gay nhiém (inoculation) vao cac don 16p té bao

i) Trwdc khi cay gay nhiém cho té bao nudi, cac huyén dich mé co’ quan gom chung cé thé dwoc
X ly v&i cac chat khang sinh nhw néu trong Chwong 2.3.0, Doan A.2.2.1 va A.2.2.2.

ii) Néu tac doc gay dong té bao (cytotoxic effect) quan sét thay sau khi cay vao huyén dich da
dwoc xt ly chat khang sinh, thi loc it nhat 1 ml dich pht n6i cua huyén dich co quan qua loc
cellulose acetate c& 0,45 um (hay loc ¢& twong ty cé mang it ket bam protein).

iii) D& cy trwc tiép, chuyén mot thé tich thich hop huyé&n dich da xt ly khang sinh hay da loc 1én
cac |6p té bao da nudi dwoc 24 — 48 gid trong cac binh nuéi flask hay cac phién nhiéu giéng. Cay
vao it nhat 5 cm? cuia |&p té bao véi 100 pl dich phul ndi da loc. Cach khéc, tao thém do pha lodng
gap muoi 1an cha dich phu néi qua loc pha véi méi trwéng nudi té bao, da dwoc dém & pH 7,6 va
duoc bd sung 2% huyét thanh phéi bé (fetal calf serum — FCS), va dé& hap phu trong 0,5 — 1 gi®’ &
18 — 22°C. Sau d6, khong trat bd dich cay, thém vao mét thé tich thich hop méi trwérng nudi té bao
(1 - 1,5 ml/5 cm? cho binh nudi flask), va G & 20 dén 25°C.

LUU Y: Khi str dung cac phién nhiéu giéng, 0 dwdi khi quyén CO, sé& duy tri dwore pH trong quéa
trinh Q.

Theo ddi qua trinh G cdy

i) Theo dbi tién trinh gay nhiém trong cac ddi chirng dwong tinh va cac té bao nudi cdy khac bang
kiém tra hang ngay voi kinh hién vi & d6 phong dai x 40 — 100 trong 14 ngay. Khuyén nén st dung
kinh hién vi phan quang (phase-contrast microscope).

i) Duy tri pH cGa méi trwdng nudi té bao & tir 7,3 dén 7,6 trong qua trinh G cly. Diéu nay c6 thé
dat dwoc bang thém vao méi trwéng nudi té bao dich dém bicarbonate vé tring hay méi trwdng
HEPES cé dém (HEPES-buffered medium: HEPES = N-2-hydroxyethyl-piperazine-N-2-
ethanesulfonic acid) cho cac binh nudi céy flask c6 nap day kin.

iii) Néu xuét hién tac déng gay bénh tich té bao (cytopathic effect — CPE) trong cac mé cay nay vai
cac dd pha lodng cta dich phu ndi, cac phwong phap nhan dién sé dwoc tién hanh ngay (xem
Poan 4.3.1.2.2 dw&i day).

iv) Néu khong phat trlen CPE trong cac mé cay (mac du c¢o tién trién CPE binh thwéng trong cac
déi chirng c6 virus), cay truyén tiép cac mé cay trong 14 ngay. Néu virus 60| chung khéng phat
trién dwoc CPE, xét nghiém phai dugc lap lai voi cac lop té bao méi c6 man cadm véi cac 16 mai
ctia mau.

Phuong phédp céy truyén tiép (subcultivation)

i) Chuyén cac lwong dich ctia méi trdng nudi té bao tir tat ca cac mé céy da duoc cy bang dich
phu ndi ctia huyén dich mau, 1én cac I16p té bao nudi mai.



i) Cay vao cac I6p té bao don méi nay nhw mé td & Doan 4.3.1.2.1 phan trén, bwac iii.
ii) U va theo ddi nhw mé ta trong Poan 4.3.1.2.1 phan trén.

Néu khdng phat hién thay CPE, xét nghiém c6 thé tuyén b 1a am tinh.

Nhan dién dé xac nhan (confirmatory identification)

Phuong phap tin céy nhét cho xac nhan nhan dién ctia mot CPE la bang PCR, sau dé |a cac phan
tich két chu6| cta san phadm PCR. Cac phwong phap PCR duwoc khuyén ap dung dé nhan dién
KHV 1a gibng nhw cac phwong phap dwoc khuyén ap dung cho phat hién trwc tiép trong mé cla ca
(Poan 4.3.1.2.3 dwoi day). E)e xac nhan cudi cung, cac san pham ctia PCR co kich thwéc dung sé
dwoc nhan dién 1a c6 ngudn gbc tir KHV bang cac phan tich két chudi (xem Doan 4.3.1.2.3 du6i
day).

Xac nhan bang PCR

i) Chiét xu&t DNA tir dich phu nbi clia mé té bao cdy virus, s& dung bo kit chiét xuat DNA thich
hop. M6t thi du cho chiét xuat DNA, ap dung phwong phap chiét xuat dwa vao mudi (tac nhan
DNAzol® reagent) dwgc mo ta dwdi day trong Doan 4.3.1.2.3.1.

ii) DNA chiét xuat duoc sau d6 dwoc dem khuéch dai bang céc giao thirc PCR nhuw mo ta dudi
day trong Doan 4.3.1.3.1.1. Qac séNn pham PCR da khuéch dai dwgc sau do co thé dwoc hién thi
trén keo va dwoc phan tich két chudi nhw dwoc moé ta trong Boan 4.3.1.2.3.

4.3.1.2.2 Cac phuong phap phat hién khang nguyén duwa vao khang thé

Céac phwong phap dua vao xét nghiém phan tich hap phu mién dich két hop enzyme (enzyme-
linked immunosorbent assay — ELISA) dé phat hién truc tiép khang nguyén ctia KHV trong cac mo
bi nhiém con dang trong phat trién & mot sé phong thi nghiém, va cac phwong phap nay ciing cé
thé thich hop cho xac nhan nhan dién vé KHV. Hién nay, mét phwong phap ELISA da dwoc cong
bd hién sén cé va da dwoc phat trién & Israel dé phat hién KHV trong chét tiét cha ca (phan cd)

(9).

Cac phwong phap nhan dién virus ma dwa vao tao nén té bao nuéi cay bi nhiém KHV (nhuw cac xét
nghiém IFAT, mién dich 6 xy hoa [immunoperoxidase] va trung hoa huyét thanh [serum
neutrallsatlon]) déu khong dwgc khuyén ap dung. Diéu nay la do virus phat trién cham va khéng
chuén xAc trong cac té bao nudi cay.

4.3.1.2.3. Cac phuong phap phan to

V6i cac phwong phap PCR mét lan (single-round PCR) da dwoc cong bd, chi tiét vé cac giao thirc
néu duéi day hién nay dwoc coi la nhay nhat cho phat hién DNA cia KHV trong cAc mau md twoi
tr ca chép bénh 1am sang. C4c giao thirc nay co thé ciing phéat hién dén cac mrc d6 can 1am sang
(subclinical) cta virus. Phwong phap thi nhat st dung bé doan mdi TK (TK primer set) dwoc phét
trién bdi Bercovier va cong sy & Hebrew University-Hadassah Medical School cla Israel (3).
Phwong phap thi nhi duoc phét trién bdi Yuasa va cong sy & Vién nghién ctiu Québc gia vé Thay
san (National Research Institute of Aquaculture NRIA) Watarai, Mie, Nhat Ban (45) va la mot cai
tién tir giao thirc da dwoc phat trién va cong bd cla Gray va cong sv (14) Neu mau mo thé hién
bang chieng phan hay thi nén str dung cac bé doan moi nh&m dén cac ving ngén hon cla gen di
truyén, nhw cac b doan mdi dwoc phat trién béi Hutoran va céng sy (20). Cach khac, cac bo
doan mdi m& rong co thé dwoc cai tién dén cac két chudi muc tiéu ngén hon trong gen di truyén
cta KHV.

Giao thirc chuan bi mau néu chi tiét dwéi day ap dung phwong phap chiét xuat dwa vao mudi (salt-
based extraction: st dung tac nhan DNAZzol® reagent) dé chiét xu4t DNA cta KHV. Pay la giao
thirc dé dang &p dung, thoi gian ngan ma ciing twong dbi ré tién so véi mét sb bo kit. Cac phong
thi nghiém khoéng quen véi DNAzol® hay cac tdc nhan chiét xuét dwa vao mudi khac cé thé tim



kiém cac phwong phap kém tin cay nhwng trong tam tay. Tuy nhién cé nhiéu bo kit chiét xuat DNA,
dwa vao mudi va dwa vao sinh khoéi silica (salt-based and silica-matrix based) san co trong thwong
mai (cac nha san xuét quen thudc gdbm Roche, Qiagen va Invitrogen) ma sé cho ra DNA chét
lwgng cao thich hgp cho str dung trong cac giao thirc PCR.

4.3.1.2.3.1. Phat hién tryc tiép bang PCR
Chuén bj m4u va chiét xuét DNA bang st dung tac nhan DNAZol®

Chiét xuat virus tlr cdc mé co quan sé duoc thuc hién theo phwong phap dwoc mé ta trong
Chuwong 2.3.0, Poan A.2.2.2.

i) Cho 100 pl huyén dich mé (1/10 [w/v]) vao éng vi ly tm (microcentrifuge) dung tich 1,5 ml c6
chra 1 ml tac nhan DNAzoI®.

i) Tron nhe nhang bang dao ngwoc 6ng ndm lan va dé yén & nhiét dd phong trong 5 phut, sau dé
ly tdm & 10.600 g trong 10 phat v&i may vi ly tam.

iii) LAy ra 1 ml dich phu néi cho vao mét éng vi ly tam méi cé chira 0,5 ml ethanol.

iv) Tron nhe nhang bang dao ngugc éng nam lan va dé yén & nhiét do phong trong 5 phut, sau do
ly tam & 18.000 g trong 30 phut bang may vi ly tam.

v) Loai bé dich phui ndi va rira phan trdm lang véi 250 pl dung dich 70% ethanol pha v&i nuwéc loai
dung cho xét nghiém phan t&r (molecular biology grade water).

vi) Ly tam cac mau AND nay trong 5 phuat & 18.000 g.

vii) Loai b6 ethanol bang s dung ong hat pipette va d& phan tram lang khé trong khéng khi, bang
cach dat nghiéng éng va dé miéng 6ng mé, trong 5 phut.

viii) Tai hoa tan phan tram lang trong 50 ul nwéc loai dung cho xét nghiém phan ti, da lam am
trwéc dén 60°C, va i & 60°C trong 5 phat. Cac mau AND nay c6 thé dwgc bdo quan & -20°C cho
dén khi str dung.

Céc lwu y chung

PCR c6 khuynh huéng cho ra cac két qua dwong tinh sai va am tinh sai. Do do, tirng xét nghiém
va chiét xuat md phai dwoc bao gdm mot ddi chirng am tinh dé loai trir vay nhiém. Dé giam thiéu
nguy co vay nhiém, cac 6ng hut cé dau tranh tao khi dung sé dwoc str dung cho tat ca cac mau va
cac budc chuén bj PCR. Ngoai ra, tat ca cac PCR phai dwoc chuan bj trong mét khu vee sach ma
tach biét véi khu vire dung dé thuwe hién khuéch dai va dién di. Diéu nay sé gidm thém dwoc nguy
co vé cac két qua duong tinh sai do vay nhiém.

Giao thirc 1 (véi céc doan méi Bercovier TK)

) V&i trng mau, chuan bi mét hén hop chinh (master mix) chiva:

10 pl Dich dém phan (rng (reaction buffer) (dam dé x10)

5l MgCl2 (25 mM stock)

0.5 pl dNTPs (25 mM mix)

0.5 ul Boan moi chiéu di (forward primer: 100 pmol i stock)

0.5 pl DPoan méi chiéu vé (reverse primer: 100 pmol pl™ stock)

0.25 ul DNA polymerase 500 p (5 p/pul)

30.75 ul Nuwéc loai dung cho xét nghiém phan t&r (molecular biology grade water)
Cac doan mdi Bercovier TK:

Chiéu di = 5-GGG-TTA-CCT-GTA-CGA-G-3’

Chiéu vé = 5-CAC-CCA-GTA-GAT-TAT-GC-3’



Kich thwéc san phdm = 409 bp ‘ )
V@i tieng mau, chia 47,5 pl vao ong vi ly tam vach méng dung tich 0,5 ml. Pha 1én bé méat hon hop
v&i hai giot dau khoang.

i) Thém vao 2,5 pl DNA chiét xuét dwoc. Bao quan phan DNA con lai & -20°C.
iii) D&t cAc dng vao may gia nhiét chu ky (thermal cycler) va chay chwong trinh sau:

1 chu ky véi: 5 phat & 94°C;
40 chu ky véi: 1 phiit & 95°C

1 pht & 55°C

1 phit & 72°C
Mét bwéc dudi dai (extension) cudi cling trong 10 pht & 72°C.
iv) Dién di (electrophoresis) cac thé tich 20 pl ctia san phdm PCR trén keo agarose da duwoc
nhudm ethidium bromide (4% agarose khi phan tach cac san pham khuéch dai nhé hon 300 bp),
dién di & 120 V trong 20 phat va hién thj dwai tia UV. Sé bao gébm thang dé thich hop dé do phan
t&r khéi trén keo, dé xac dinh kich thwéc ctia sdn phdm PCR.

v) Cac san pham co kich thwdc ding sé dwoc xac nhan la c6 ngudn géc tir KHV bang cac phan
tich két chudi (sequence analysis).

Giao thuc 2 (véi céc doan mai céi tién cua Gray Sph /Yuasa)

i) V&i trng mau, chuan bi mét hén hop chinh cé chira:

2 ul Dich dém phan &ng (reaction buffer dam d¢ x10)

1.6 pl dNTPs (2.5 mM mix)

0.2 ul DPoan méi chiéu di (forward primer: 50 pmol pl-1 stock)

0.2 ul DBoan mbi chiéu vé (reverse primer: 50 pmol pl-1 stock)

0.1 ul DNA polymerase

14.9 ul Nuwéc loai dung cho phan (rng phan t&r (molecular biology grade water)

(LUU Y: ham lwong cudi ciing ctia MgCl, trong hén hop chinh [a 2 mM)

Cac doan mbi Gray Sph:

Chiéu di = 5’-GAC-ACC-ACA-TCT-GCA-AGG-AG-3’

Chiéu vé = 5-GAC-ACA-TGT-TAC-AAT-GGT-CGC-3’

Kich thwéc s&n phdm = 292 bp

V&i trng mau, chia 19 pl vao éng vi ly tam vach méng dung tich 0,2 ml. Phi 1én bé mat hén hop
hai giot dju khoang.

i) Thém vap 1ul DNA chiét xuat duorc.
iii) Dat cac éng vao may gia nhiét chu ky va thwe hién chwong trinh sau:

1 chu ky véi: 30 giay & 94°C
40 chu ky vé&i: 30 giay & 94°C
30 giay & 63°C
30 giay & 72°C
Mbét buéc dudi dai cudi cling 7 phit & 72°C.

iv) Thém 3 pl dich dém chay dam do x 6 vao trng san phdm PCR va dem 7 ul hén hop nay di dién
di trén keo agarose 2% da nhuém ethidium bromide, dién di & 120 V trong 20 phdt va quan sat
dwéi tia UV. Mot thang d6 thich hop ding do phan t&r khoi sé& bao gébm trén keo dé xac dinh kich
thwéc cha san phdm PCR.

V) Céc san pham c6 kich thwéc ding sé dwoc xac nhan la cé ngudn goc tir KHV, bang cac phan
tich két chudi.



Phan tich két chudi nucleotide cho cac sgn phdm PCR

Cac san phdm PCR dwoc trich ly ra khéi keo va dwoc lam tinh khiét, s dung mét bé kit thwong
mai cho tinh loc keo (nhw Geneclean®, Q-BIOgene,UK). CAc san pham don g, tinh khiét, sau khi
tinh loc dwgc dem phan tich két chudi mét cach truc tiép véi cac doan méi duwoc s dung trong
khuéch dai ban dau. Cach khac, cac san pham PCR kém tinh khiét hon dwoc sao chép bang st
dung mét trung gian sao chép TA (nhv pGEM T, Promega) va ca hai dong DNA déu dwoc phan
tich két chudi, st dung cac bd doan méi tbng hop M13. Qua trinh khuéch dai, sao chép va phan
tich két chudi dwoc thwe hién thanh nhan déi dé gidm thiéu céc 16i co kha nang dwa vao bdéi Taq
polymerase. Sau do6 cac phan (rng két chudi dwoc phan tich trong may phan tich gen (Genetic
Analyser) va tht tu sap xép két chudi dwoc tinh ra béi phdn mém may tinh thich hop (nhw phan
mém Sequencher™ 4.0, Gene Codes Corporation, Ann Arbour, MI, USA) Cac phong thi nghiém
xét nghiém ma khdng co thiét bj phan tich két chudi dwoc khuyén st dung cac phong thi nghiém
thwong mai ma c6 dich vu phan tich két chudi. Cac phong thi nghiém xét nghiém sé theo céac
hwéng dan dwoc cung clp béi dich vu phan tich két chudi da chon dé g&i dén cac mau xét
nghiém.

4.3.2. Cac phwong phap huyét thanh hoc

Tinh trang mién dich cla ca la yéu té quan trong sau khi phoi nhiém véi KHV, véi cd mién dich
khong dac hiéu (chat can nhiém interferon) 1n mién dich dac hiéu (cac khang thé trong huyét
thanh, mién dich quan trung gian té bao) déu c6 cac vai tro quan trong trong bénh nhiém
herpesvirus. Bénh lam sang xay ra chu yeu & cac nhiét dd nwoc tir 18°C va cao hon, khi dap ng
mién dich cta ky cht 1a tdi wu. Ca chép bi nhiém san sinh ra cac khang thé khang virus, va cac xét
nghiém ELISA da dwoc cong bd sé dwa vao phat hién cac khang thé nay & do pha loang cao cta
huyét thanh (1, 26, 30, 36). Khang thé da phat hién thay trong huyét thanh & 3 tuan sau khi gay
bénh thwc nghiém va tdn tai trong ca séng sét dén 1 ndm sau khi bi nhiém tw nhién (1, 30, 36).

Huyét thanh tlr c& chép koi chira cac khang thé khang KHV da thé hién cé phan trng chéo, & mira
dd thap, véi CyHV-1, la mét chi thi thém cho sy lién quan gan gui gitra cac virus nay. Bang chirng
vé cac phan &rng chéo da chirng minh dwoc trong ELISA thuan nghich (reciprocal ELISA) va céac
phan tich thAm th4u ciu Tay (Western blot analyses) déi v&i huyét thanh tir ca chép koi bi nhiém
b&i CyHV-1 hay KHV (1). Cac nha chan doan virus hoc ciing sé lwu y rdng ca méi dwoc cap
vaccin khang KHV c¢6 thé cé xét nghiém dwong tinh trong cac ELISA phat hién khang thé.

Viéc phat hién cac khang thé c6 thé chirng minh 1a mét phwong phap co6 gia tri vé nhan biét phoi
nhiém trwdc dé déi véi KHV trong ca co biéu hién khée manh, va cho dén khi cac phwong phap
dwa vao PCR da duwoc phat trién ma cé kha ndng phat hién mét cach tin cay virus tdn tai trong ca
da bi phoi nhiém, thi cac xét nghiém dwa vao khang thé c6 thé van la cong cu giam sat duy nhét.
Tuy nhién, do chwa da hiéu biét vé cac dap &ng huyét thanh hoc cla ca déi vé&i virus gay nhiém,
viéc phat hién cac khang thé cta ca dbi véi cac virus van chwa duoc chap nhan la phwong phap
theo dai dé lam thu tuc cho xac dinh tinh trang nhiém virus ctia cac quan thé ca. Viéc danh gia mot
sb ky thuat huyét thanh hoc dbi véi mét sb bénh do virus & ca sé gia tang trong twong lai gan,
hwéng dén viéc 4p dung huyét thanh hoc & ca dwoc chap nhan réng rai hon cho cac muc dich
theo doi strc khée.

5. So sanh cac xét nghiém theo muc dich ap dung

Céc phwong phap hién nay sén cé cho giam sat muc tiéu (targeted surveillance) va chan doan déi
voi KHV duoc liét ké trong Bang 5.1. Ky hiéu str dung trong Bang gom: a = phwong phap la duwoc
khuyén ap dung vi cac ly do vé sy san co, tinh tién dung, cé dé nhay va tinh dac hiéu cua chan
doan; b = phwong phap la phwong phap chuan véi do nhay va tinh dac hiéu tét cho chan doan; ¢
= phwong phap da ap dung trong mét s6 hoan canh, nhwng chi phi, tinh chinh xac, hay cac yéu t6
khac lam gi¢i han nhiéu (rng dung cla cac phwong phap nay; va d = phwong phap hién nay
khong khuyén ap dung cho muc dich nay. O day c6 mét sé van dé nhw tinh tich hop lién quan dén
cAc tiéu chi vé& do tin cay, do nhay, tinh dac hiéu va tinh tién dung. Mac du khéng phai tat ca cac
xét nghiém dwoc liét ké trong nhém a hay b déu dwoc trai qua thé thirc chuan héa va danh gia,



nhung ban chat thd tuc clia cac xét nghiém nay va thuc té 1a da dwoc ap dung rong rai ma khong
cho ra cac két qua nham lan, da lam cho cac xét nghiém nay dwoc chap nhan.

Bédng 5.1. C4c phuong phéap cho giém sét tap trung va chan doén

Giam sat tap trung 2 z
& Sau au trung .z Trwéng Chan Chan
Phwong phap Au trung Thiéu trung s doan ban | doan xac
(larvae) | (post (juveniles) thanh dau nhan
arvaes) (adults)

Céc du hiéu dai thé d d c c c d
Trwc tiép soi kinh hién vi d d c c c d
quang hoc
M6 bénh hoc (histopathology) d c c c c c
Phan Iap trong té bao nubi d d d d c d
Soi kinh hién vi chuyén dién q
0 c c
Cac xét nghiém phan tich
phat hién virus dwa vao d d c c c b
khang thé
Tham do DNA tai phong thi
nghiém (DNA probes — in situ) d d ¢ ¢ b c
PCR ] d d b b a a
Phéan tich két chudi NA NA NA NA NA
(sequence)
Céc xét nghiém phan tich
phét hién khang thé (huyét d d c b d d
thanh hoc)
Phén tich sinh hoc (bioassay) NA NA NA NA NA NA

PCR = phan &ng chudi phan t& (polymerase chain reaction); NA = Khéng ap dung.

6. (Cac) khuyén céo cho giam sat tap trung dé tuyén bé sach déi véi bénh do
herpesvirus & ca chép koi

Giam sét tap trung sé dua vao theo dbi thwdng xuyén céac vi tri ¢ cac loai co6 man cadm. CAc vi tri
sé dwoc theo doi khi cac nhiét dd nwéc dat dén cac mirc d6 ma cho phép phat trién bénh (> 17°C)
va khéng sém hon 3 tudn sau khi cac nhiét dd nwéc da dat dén. Moi ca chét, hay ca thé hién tap
tinh bat thwong, ma tim thay trong cac vi tri nay, sé dwoc lay mau va xét nghiém, ap dung cac xét
nghiém nhay nhét san co (nhw PCR). Hién nay khong cé cac phuong phap khuyén ap dung cho
xét nghiém cac quan thé khée manh cla ca c6 man cam dé - tuyén bd 1a sach bénh déi véi KHV.
Tuy nhién, nhiéu phong thi nghiém phat trién diéu tra thém vé cac phwong phap dwa vao phan t
dé gia tang dd nhay (nhw PCR thoi gian thuc [real-time PCR] hay PCR két 6 [nested PCR]) va
phat hién dwoc mét cach tin cay cac mirc dd thp clia DNA cula virus ton tai. CAc xét nghiém phan
tich nay c6 thé chirng minh thich hop tét cho cac chwong trinh giam sat. Cach khéc, viéc phat hién
cac khang thé c6 thé chirng minh & phwong phap c6 gia tri d& nhan biét phoi nhiém trwdc d6 dbi
v&i KHV trong cé thé hién binh thwéong. Viéc danh gia cac xét nghiém phan tich mién dich enzyme
(enzyme immunoassay) dé phat hién khang thé dbi véi KHV sé gia tang trong twong lai, dan dén
viéc 4p dung cac xét nghiém phan tich nay dwoc chap nhan rong rai hon cho cac muc dich theo
dodi strc khoe.

7. Két hop tiéu chi chan doan

7.1. Pinh nghia trwong hop nghi ng®

Sé& c6 nghi ngd 1a KHV néu hoi da it nhat mét trong tiéu chi sau day:

i) Sw thé hién cac dau hiéu 1am sang dién hinh cta KHVD trong mét quan thé ca c6 man cam.

i) Thé hién md bénh hoc dién hinh, trong cac lat cat mé, |a thwc chat ctia KHVD.




iii) C6 CPE dién hinh quan sat thdy trong té bao nuéi cdy c6 man cam, ma khéng nhan dién tac
nhan gay bénh tich.

iv) Mot két qua dwong tinh don 1é tir mot xét nghiém chan doan nhw IFAT trén mau mé ép
(imprint) hay PCR nhw dwgc mo ta trong Poan 4.3.1 phan trén.

V) Suw di chuyén céa t vi tri ma sw hién dién ctia KHV da dwoc xac nhan, hay c6 nghi nge, do cé
thé hién bénh lam sang, sang céac vi tri chwa c6 nghi ngd KHV.

vi) Thiét lap dwoc céc lién két dich té hoc dén céc vi tri da xac nhan KHV.
vii) D4 phat hién duoc khang thé khang voi KHV.

LUU Y: Khi cac vi tri d& dwoc nhan ra la nghi ngd dwai tiéu chi v) va vi), viéc xét nghiém KHV sé
chi dwoc tién hanh néu cac nhiét do6 nwdc da dat dén cac mirc dd ma cho phép phat trién duoc
bénh (> 17°C). Néu céac nhiét do nwéc 1a dwdi cac mire do cho phép phat trién bénh, thi mau ca
con sbng co thé dwoc dat vao cac nhiét dd cao hon (ly twéng la 20 — 24°C) va dwoc xét nghiém
vao 14 — 21 ngay sau.

7.2. Binh nghia cac trwong hop dworc xac nhan
Tiéu chi sau day sé hoi du cho xac nhan KHV:

i) Ty 1& t&r vong, cac dau hiéu Iam sang va cac bién dbi bénh tich thic chét cia bénh do KHV
(Boan 4.2) va phat hién c6 KHV bang mét hay nhieu phwong phap sau day:

a) Phat hién KHV bang PCR theo cac phwong phap dwoc mo ta trong Doan 4.3.1.2.3.

b) Phat hién KHV trong cac md xt ly béng cac phwong cach cla khang thé dac hiéu
khang KHV (nhw IFAT trén mau mo  €p theo mo ta trong Boan 4.3.1.1.2);

c) Phan lap va nhan dién KHV trong té bao nuéi tir it nhat mét mAu to bat ky c& nao trong
vi tri, nhw mo ta trong Poan 4.3.1.2.1.

i) Khi khdng c6 t&r vong hay dau hiéu lam sang, thi phat hién bdng mét trong cac phuong phap
sau:

d) Phat hién va xac nhan KHV bang PCR theo cac phwong phap mé ta trong Doan
4.3.1.2.3;
e) Céc két qua dwong tinh t&r hay xét nghiém chan doan riéng biét nhw mé ta phan trén.
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*

NB: There are OIE Reference Laboratories for Koi herpesvirus disease (see Table at the end of
this Aquatic Manual or consult the OIE Web site for the most up-to-date list: www.oie.int)



