CHUONG 2.2.6.

BENH TRANG DUOI (WHITE TAIL DISEASE)

1. Pham vi

Bénh trang dudi (WTD) hay bénh trdng co thit (white muscle disease — WMD) dwoc dinh nghia la
bénh do virus, do Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MNV) va co lién quan dén virus siéu nho
(extra small virus — XSV). Ching gay ra dang trang sira trong au trung (larvae)/sau 4u trung (post

larvae)/thiéu trung (juvenile) giai doan dau, va gay ra cac ty lé t& vong I&n trong tdm cang (prawn)
nwdc ngot M. rosenbergii.

2. Théng tin vé bénh

2.1. Cac yéu t6 thudc vé tac nhan gay bénh

2.1.1. Tac nhan sinh bénh hoc, cac dong tac nhan gay bénh

Cac tac nhan sinh bénh hoc la hai virus gay bénh, tén la Macrobrachium rosenbergii nodavirus
(MMV) (cha yeu) va virus siéu nho (XSV) (kém theo) (10, 12). MV la quan trong trong cac 0 dich
WTD & tom cang, tuy nhién vai tro cua XSV trong kha nang géy bénh van con chwa ré. Cac dong
hién nay chwa dwoc ro. MMV thudc vé ho Nodaviridae (3, 23). XSV la virus vé tinh dau tién trong
dong vat va cling dwgc ghi nhan dau tién vé mét vé tinh cé lién quan dén nodavirus (3).

2.1.2. Séng sét bén ngoai ky chu

Chuwa biét r& sy séng sot bén ngoai ky ch, tuy nhién chat liéu cay chira virus chuan bi tir mo
nghién nhuyén dwoc bao quan & -20°C gay ra ty 1é t& vong 100% & M. rosenbergii bang cach thir
thach ngam ngéap (10, 13).

2.1.3. Tinh bén bi cta tac nhan gay bénh (cac phwong phap lam bat hoat cé hiéu qua)

Chuwa biét rd tinh bén bi clia tac nhan gay bénh. Tuy nhién, xt ly nhiét pha hiy kha nang gay
nhiém cta MMV va XSV trong cac thic nghiém thir thach (10).

2.1.4.Vong doi
Khong biét.
2.2. Cac yéu t6 thudc vé ky cha

WTD chiju trach nhiém cho cac ty 1é t& vong to I6n trong au trung va sau 4u trung cla tém cang
nwéc ngot M. rosenbergii trong cac co s& 4p nd ma dan dén tdn that kinh té trong cac hé théng
nudi wong.

2.2.1. Cac loai ky chii c6 man cam

Tém cang lén (giant freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii [DeMan, 1879]). Chwa biét cac
ky chad khac cé nghi ngd hay chirng minh dworc.

2.2.2. Cac giai doan man cam cua ky chu

Au trung, sau 4u trung, thiéu trung giai doan dau déu cé man cam, trong khi trwdng thanh cé dé
khang va déng vai tro la mang trung (10, 13).



2.2.3. Cac loai hay cac tiéu quan thé c6 xu hwéng bj nhiém (c6 kha nang cho phat hién)
Khéng quan sat thdy co ty Ié t& vong & ca trong tw nhién 1&n thwc nghiém gay nhiém (MMNV/XSV)
cho tdm cang cén trwedng thanh va triedng thanh. Cac nghién ctru thire nghiém xac nhén co truyen
lay doc tir tdbm giong bi nhiém dén sau au trung (18).

2.2.4. Cac co quan muc tiéu va méd bi nhiém

MMV va XSV gi¢i han @ md mang, co dau, tim, co bung, buéng trirng, cac chan boi (pleopod) va
co dudi, nhwng khéng nhiém vao gay tuy hay eyestalk (13, 16). Sy hién dién cua ca hai virus trong
mo budng trirng cho thay kha nang truyen lay doc cua WTD twr tébm glong sang 4u trung va sau au
trang. Cac thyrc nghiém da chtrng minh rang cac chan boi sé la nguon tién dung cho theo doi RNA
trong theo dai khdng gay chét doi véi MINV va XSV ma khdng gay stress cho tdm cang (13).
2.2.5. Bénh nhiém dai dang vé&i mang trung suét di

Cac thuc nghiém‘thff thach cho thay bénh nhiém kéo dai dai dén,g trong tom trwdng thanh va ciling
c6 kha nang truyén lay WTD tr tdm gidng sang au trung va sau au trung (13, 18).

2.2.6. Cac trung gian truyén lay (vectors)

Tom penaeid ((Penaeus indicus, P. monodon, P. japonicus) (20), Artemia (22), va cac con trung
thﬁx sinh (Belostoma sp., Aesohna sp., Cybister sp., va Notonecta sp.) déu la cac trung gian
truyen lay caa WTD (17).

2.2.7. Cac dong vat thay sinh hoang da dwoc biét hay nghi ngo mang triing

Khéng biét.

2.3. M6 hinh bénh

Lwu hanh cao cta bénh nhiém WTD da dwoc bao cdo trong &u tring p né - wong va sau au
trung ctia M. rosenbergii. WTD c6 thé truyén lay ca theo dwdong doc va ngang trong cac hé thong
nudi tdm.

2.3.1. Cac co ché truyén lay

Truyén lay doc (qua trirng) va truyén lay ngang qua dwong nwéce (10, 13, 18).

2.3.2. Lwu hanh

Lwu hanh bénh bién thién tir 10% dén 100% trong cac hé thdng &p nd, nudi wong va nudi Ion,
cting nhw trong thwc nghiém gay nhiém, bang thtr thach ngém ngép, va da co bao cao ty Ié tir
vong 100% vao 5 — 7 ngay sau khi xuat hién cac dau hiéu dai thé dau tién trong tw nhién hay gay
nhiém thwc nghiém (1, 10, 13, 14).

2.3.3. Phan bo dia ly

Bénh da dwgc bao cao dau tién & Tay An D6 thudc Phap (French West Indies; 1), sau d6 la Trung
Quoc (10), An D6 (14), Bai Loan (24) va Thai Lan (25).

2.3.4. Ty lé tir vong va ty 1&é mac bénh
Au triing, sau 4u trung va thiéu tring cla M. rosenbergii c6 man cadm cao véi WTD, thuwdng gay ra

cac ty Ié t& vong cao trong cac giai doan song nay. Ty I& t&r vong co thé dat dén t6i da trong
khodng 5 hay 6 ngay sau khi xuat hién cac diu hiéu dai thé dau tién. R4t it sau 4u tring séng sét



dugc voi WTD sau 15 ngay trong mot 6 dich, va sau 4u trung sbng sét dwoc co thé phat trién dén
kich thwéc thwong mai gibng nhw moi sau 4u trung binh thwérng khac.

Au triing, sau 4u trung va thiéu tring ctia M. rosenbergii c6 man cam cao véi WTD, thwdng gay ty
|& t&r vong cao trong giai doan séng nay. Ty |é tw vong c6 thé dat dén téi da trong khoang 5 dén 6
ngay sau khi xuét hién cac dau hiéu dai thé. Rat it sau 4u trung bi WTD séng st dwoc sau 15
ngay trong mot 6 dich, va sau 4u trung sbng sét dwoc co thé phat trién dén kich thuwéc thwong mai

giébng nhw cac sau 4u trung binh thwdng. Cac tém trwdng thanh coé dé khang véi WTD, nhung
dong vai trd la cac mang trung (10, 13).

2.3.5. Cac yéu té méi trwong

Khong biét dwoc nhiéu vé cac yéu té méi truong. Tuy nhién, cac 6 dich WTD co thé xay ra bdi cac
thay ddi nhanh chéng vé dé man, nhiét dé va pH (1, 10).

2.4. Kiém soat va phong ngtra

Khéng c6 nghién ciru ndo dwoc tién hanh trong klem soat va phong nglra WTD. Tuy nhién, cac
bién phap phong ngtra thich hop, nhw theo doi dan giébng va sau 4u trung, va cac thwc hanh quan
ly tét c6 thé giup ngan ngtra WTD trong cac hé thdng chan nudi. Do vong doi cta M. rosenbergii la
hoan toan dat dwdi cac dieu kién duoc kiem soat, dan giong sach bénh (specific pathogen free —
SPF) va sau au trung sach bénh co thé tao ra duwgc bang cach theo doi v&i cac phwong phap
chan doan nhw ap dung phan ¢ng chudi phan t&r st dung enzyme giai ma dao nguoc (reverse-
transcription polymerase chain reaction — RT-PCR) va xét nghiém hap phu mién dich lién két
enzyme (enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA) (12, 16, 26).

2.4.1. Str dung vacccin

Hién khéng cé vaccin.

2.4.2. Héa tri liéu

Khoéng cé tac nhan hoa tri liéu nao dwgc bao cao déi véi WTD.

2.4.3. Kich thich tao mién dich

Khong cé bao cao nao hién nay vé kich thich tao mién dich dbi véi WTD.

2.4.4. Gidng dé khang

Khbéng cé bao cao.

2.4.5. Tai dan véi cac loai cé dé khang

Khéng c6 bao cao vé cé mét cac loai cé dé khang.

2.4.6. Cac tac nhan ngan chan (blocking agents)

Khong biét.

2.4.7. Sat trung trirng va au trung

Cac phwong phéap thi tuc duwgc tuan tha déi voi !(iém soat bénh do virus & loai giap xac da dugc
chi dinh. Thi dy, st dung formalin hay iodophor dé giup tiéu diét virus (4).

2.4.8. Cac thwc hanh chan nudi théng thwéong



Thyc nghiém gay nhiém xac nhan kha nang truyén lay ngang va truyén lay doc ctia WTD trong
cac hé théng chan nudi (10, 13, 18). Cac thwc hanh chan nudi tbt, nhw sat tring ddm bao cho cac
bdn nudi, ngudn nwéc va dan gidng, va sir dung dan glong c6 RT-PCR am tinh trong cac hd &p n&
- nudi 16N, c6 thé gitp ngan ngira WTD trong cac hé théng chan nudi (4, 16, 17). O day khong c6é
bang chirng ngan ngira WTD bang quay vong vu mua (crop rotation) ca vé&i trdng IGa hay chan
nudi da dang véi ca. Mot sé trang trai da quan tdm dén hodc la chan nudi tron chung tom (P.
monodon) v&i M. rosenbergii hay quay vong vu mua véi hai loai nay nhw 1a chon lwa thyc té cho
nudi dwdng va kha nang kinh té. Tinh trang nay tao nén kha nang truyén lay cac vi sinh vat gay
bénh nang né tr cac ky chu tw nhién sang cac ky chd khoéng tw nhién, nhw quan sat cla
Sudhakaran va cong sv (20) va Ravi va cong s (11) trong cac nghién ctru ctia ho. Dya vao cac
két qua clia ho, cho thay rang can ngan cadm viéc nudi trén chung M. rosenbergii v&i P. monodon
trwéc khi ban hanh moi bién phap ngén ngtra trong quan ly dbi véi WTD.

3. LAy mau
3.1. Chon lwa cac ca thé lay mau

WTD clia tdm cang nwéc ngot chil yéu dwoc chan doan do bién mau trdng & co bung va co dudi
(1, 12, 14). Tuy nhién, dau hiéu lam sang nay khong dac hiéu doi véi WTD va cac chan doan la
khoéng dé dang, dac biét la trong cac giai doan s&m cla bénh nhiém. Sau 4u trang bi nhiém WTD
thworng cd mau trdng stva va mo duc hon. Mét khi cac dau hiéu 1am sang da xuét hién, thwdng cé
kém theo tlr vong; cac ty 1& tir vong thwdng bién thién va dat dén 95%. Cac mé thuwong bi nhiém
nhét trong sau Au trung/thiéu trung giai doan dau dang hap héi 1a cac co van cda ving bung, viing
dau ngwc va dudi. Cac sau Au trung véi co trang 1a thich hop cho cac muc dich chan doan (13).

3.2. Bao quan cac mau dé g&i di

Au tring/sau 4u trung bi nhiém Vi cac d4u hiéu rd rang vé trang co thit trong ving bung duoc thu
thap tlr cac vung c6 dich. Céac mau duoec riva trong nwdc mudi vé trung, dwoc chuyen vao cac bng
v trung, chuyén dén phong thi nghiém trong nuwéc da khé va dwoc bao quan & -70°C cho dén khi
st dung (14, 16, 26). Cac mau dong lanh c6 thé dwoc si dung cho phan |ap virus va phat hién
bang RT-PCR hay ELISA (12). Cac mau cho phat hién virus bang RT-PCR c¢6 thé dwoc chuyén
dén phong thi nghiém sau khi cb dinh trong 70% ethanol (14, 16, 26). Cling xem Chwong 2.2.0.
3.3. Gom chung cac mau

Au tring hay sau 4u trung bi nhiém (tlr 5 dén 10 con) cé thé dwoc gom chung cho cac xét nghiém
theo dodi. Cling xem Chuong 2.2.0.

3.4. Cac co quan va mo t6t nhat

Thich hop la nguyén xac cta sau 4u tring (14, 16, 26). T4t ca cac co quan, ngoai trtv eyestalk va
gan tuy, cua M. rosenbergii trwong thanh déu tot cho theo ddi virus bang RT-PCR. Chén boi
(pleopod) s€ la nguon tién loi cho theo doi RNA cia MMV va XSV ma khong lam chét va khong
gay stress cho tébm giong (13).

3.5. Cac mau/mé khéng thich hop

Eyestalk va gan tuy (hepatopancreas) ctua tdbm cang trwéng thanh thi khong thich hop (13, 16).

4. Cac phwong phap chan doan

4.1. Cac phwong phap chan doan & thwe dia

4.1.1. Cac dau hiéu 1am sang



Sau 4u trung bj nhiém tré nén mé duc va phat trién thé hién mau trng, dac biét trong ving bung.
Sw bién mau tréng xay ra trwéc & dbt bung thtr nhi hodc thir ba, va dan dan lan dén ca phia truéc
IAn phia sau. Trong cac trwdng hop ndng né, sy thoai hoa cua telson va chan tiét niéu (uropod) co
thé xdy ra. Ty & t&r vong c6 thé dat dén téi da trong khoang 5 ngay sau khi xuét hién cac dau hiéu
dai thé dau tién.

4.1.2. Cac thay doi tap tinh

Cac sau au tring c6 man cam cao déi véi WTD va ty 1& t& vong dat dén toi da trong khoang 5
ngay sau khi xuat hién bien mau trang. V6 xac ndi 1én (16t xac) trong bon thé hién bat thwong va
giébng nhuw “vay mica” (1). Sau 4u trung bi nhiém thé hién yéu &t dan vé kha nang &n va boi 16i
(13).

4.2. Cac phwong phap chan doan l1am sang
4.2.1. Bénh tich dai thé

WTD & M. rosenbergii, do bi nhiém MV va XSV, chii yéu dwgc chan doan bang mau trang cua
co thit vang bung. Tuy nhién, dau hiéu lam sang nay khong dac trwng doéi voi WTD, nhwng ¢ day
cé lién quan dén cac ty lé t&r vong cao.

4.2.2. Héa chéat dung trong lam sang
Khéng cbé.
4.2.3. Vi thé bénh hoc (microscopic pathology)

Mb bi &nh hwéng nhét trong sau 4u tring bi nhiém la co van cha vung diu nguc, bung va dubi.
Cac dac trung md bao hoc bao gébm hoai t&r Zenker cép tinh cla cac co van, cé dac diém la thoai
hoa kinh (hyallne degeneration) nang né, hoai t&r va dung giai co thit. Ciing thay co6 phu trung binh
va bat thworng & cac khoang hé clia cac té bao co bi nhiém, do sy hién dién cia cac thé vui va
kiém trong bao twong cé hinh oval hay khéng déu, trong cac co thit bi nhiém (1, 7). Cac thé vui wa
kiém trong bao twong c6 hinh oval hay khéng d8u 1 thé hién bénh hoc (pathognomonic), chirng
minh dwoc trong cac md muc tiéu bang mé bao hoc (1, 7).

Sv hién dién cia MV trong cac té bao bi nhiém co thé chirng minh dwoc tir cac lat cat mé bao
hoc, st¢ dung doan tham do (probe) DNA dac hiéu véi MINV, c6 gan nhan DIG, dé lai ghép trong
phong thi nghiém (in-situ hybridisation) (16).

4.2.4. Tiéu ban wét (wet mounts)

Hién nay khéng ap dung.

4.2.5. Tiéu ban kho (smears)

Hién nay khéng ap dung.

4.2.6. Soi kinh hién vi dién tir (electron microscopy)/mé bénh hoc (cytopathology)

S dung kinh hién vi chuyén dién t& (transmission electron microscopy — TEM), cac té bao bi
nhiém thé hién hoai t&, cho thay bao twong bi mat t6 chirc. Cac nghién ctru véi TEM phat hién sw
hién dién cua cac hat virus gia hinh cau khéng c6 vé bao ngoai (non-enveloped para-spherical
virus particles) v&i cac kich thuée khac nhau trong bao twong cta cac té bao mo lién ket va té bao
co thit. Cac hat virus c@ l&n cé kich thwéc gap nam dén sau lan cac hat khac, véi dwong kinh 26 —

27 nm, va dwgc phan loai la MANV. Cac hat virus nhé hon co céu trdc twong tw (nhd hon nam dén
sau lan), v&i duwdng kinh ttr 14 — 16 nm, dwoc phan loai la XSV (10).



4.3. Cac phwong phap phat hién va nhan dién tac nhan gay bénh
4.3.1. Cac phwong phap phat hién trwc tiép

Cac phwong phap chan doan dwa vao gen di truyén va khang thé hién sin cé cho phat hién
MMNV/XSV (12, 16, 26).

4.3.1.1. Cac phwong phap soi kinh hién vi

4.3.1.1.1. Tiéu ban wot

Hién khéng ap dung.

4.3.1.1.2. Tiéu ban khoé

Hién khéng ap dung

4.3.1.1.3. Céc lat cat mau da lam cé dinh

Xem Poan 4.2.3.

4.3.1.2. Phan 1ap (isolation) va nhan dién (identification) tac nhan gay bénh

4.3.1.2.1. Té bao nudi céy (cell culture)/méi trrdng nhén tao (artificial media)

MMNV/XSV c6 thé dé& dang cho sinh si trong I6p té bao nuéi C6/36 co ngudn géc tir mudi Aedes
albopictus (19) va I6p té bao nay c6 thé dwoc nudi tao de dang trong moéi treong Leibovitz L-15 ¢6
chtra 100 don vi quoc té (International UnitsO ml™" penicillin, 100 ug ml™ streptomycin va 2,5 pg
ml™ fungizone, dwgc bo sung v&i 10% huyét thanh phéi bo, & 28°C (19). M6t I&p té bao nudi khac,
goi la I&p té bao SSN-1 c6 ngudn goc tr ca, ¢ ho trgg phan nao cho sinh séi clia cac virus nay (6).
4.3.1.2.2. Cac phuong phép phat hién khang nguyén dwa vao khéang thé

Cac phuong phap chan doan dwa vao khang thé ddi vai MMV bao gom ELISA dugc moé ta boi
Romestand & Bonami (11) hay ELISA chong I6p ba khang thé (triple-antibody sandwich [TAS]
ELISA) dwa vao mét khang thé don gia (9).

4.3.1.2.2.1. Giao thirc ELISA (12)

i) Nghién nhuy&n (homogenise) cac mau sau 4u tring tdm bi bénh hay khée manh véi dich mudi
dém phosphate (phosphate buffered saline — PBS) va dem ly tam & 10.000 g trong 15 phat. Thu
thap va bao quan dich pha noi & -20°C dé dem chan doan.

i) Khoac pha cac phién ELISA véi 50 pl mau dich phu néi méi giéng va dem 0 qua dém & 4°C.

iii) Lam két khoi (block) voi 250 ul albumin huyét thanh bo (bovine serum albumin — BSA) pha 1%
voi PBS, dé két khéi trong 1 gio & 37°C.

iv) Thém vao 50 pl IgG khang MNV pha v&i 1% BSA va du trong 2 gi & nhiét d6 phong.

v) Thém 50 pl hop chét IgG khang chudt két hop véi peroxidase & 0,4 ug ml™ va G trong 1 gio &
nhiét dé phong.

vi) Thém 50 pl chat mau orthophenylene diamine & 0,4 mg ml™ trong dich dém chét nén (substrate
buffer: citric acid 0,1 M, sodium acetate 0,1 M, pH 5,4, H,O, & ham lwgng cudi cung la 0,33%).

vii) Lam ngwng phén (ng sau 15 phat bang thém 25 pl H,SO, vao tirng giéng.



viii) Do lwéng mat dé quang hoc (optical density — OD) & 492 nm bdng may doc phién ELISA
(ELISA plate reader).

LUU Y: hai lan xa rira véi PBS sé dwoc thwe hién gitra tivng bwdc dwoc mo ta trén.
4.3.1.2.2.2. Giao thirc TAS-ELISA (9)

i) Khoac phu cac phién ELISA vé&i khang thé da gia cla thé sinh ra khang MV va G trong 2 gio’ &
37°C va bao quan & 4°C trwde khi stv dung.

ii) Lam két khéi (block) v&i 250 pl BSA 1% pha véi PBS trong 1 gi¢y & 37°C.
iii) Nghién nhuy&n cac mau sau 4u tring tém bj nhiém hay khde manh trong 0,5 ml PBS va dem ly

tam & 10.000 g trong 15 phut. Thu thap va bdo quan dich phu ndi & -20°C cho muc dich chan
doan.

iv) Thém 100 pl mau vao tirng giéng va G qua dém & 4°C.

v) Thém 50 pl khang thé don gia sinh ra khang MV pha vé&i 1% BSA va U trong 2 gi& & nhiét d6
phong.

vi) Thém 50 pl hop chét IgG khang chudt da két hop véi peroxidase & 0,4 ug ml™” va G trong 1 gi®v
& nhiét dé phong.

vii) Thém vao 50 pl chat mau orthophenylene diamine & 0,4 mg mI” pha trong dich dém chét nén
(substrate buffer: citric acid 0,1 M, sodium acetate 0,1 M, pH 5,4, H,O, & ham lwgng cudi cung la
0,33%).

viii) Lam ngwng phan (rng sau 15 phut bang thém vao ting giéng 25 pl H,SO,.

ix) Do lwéng OD & 492 nm véi may doc phién ELISA.

LUU Y: hai lan xa rira véi PBS sé dwoc thye hién gitra méi bwdc mo ta trén.

4.3.1.2.3. Cac ky thuét phan tor

4.3.1.2.3.1. Phén tng chubi phan st st dung enzyme gidi ma ddo nguoc (reverse-transcription
polymerase chain reaction — RT-PCR)

Giao thirc cho RT-PCR dé phat hién MINV/XSV duoc phat trién béi Sri Widada va cong sw (16)
va Sahul Hameed va céng sy (13, 14) dwoc khuyén ap dung cho moi tinh trang. MrNV va XSV c6
thé phat hién dwoc bang RT-PCR mét cach riéng biét, s dung cac bd doan mdi (primer) dac
trwng hay hai virus nay cé thé dwgc phat hién cung luc bang ap dung RT-PCR phirc hop mét
bwdc mot dng nghiém (single-tube one-step multiplex RT-PCR) (26). RT-PCR két 6 (nested RT-
PCR hay nRT-PCR) ciing hién s&n c6 trong thwong mai va dwoc khuyén ap dung cho theo dbi
dan giébng (broodstock) va con giéng (seed) (18).

Chiét xuét RNA toan phén (total RNA)

i) Thu thap 50 mg sau &u trung hay 100 mg co quan (mé mang, co bung, co dudi hay cac chan
boi) ttr tém cang trwdng thanh va dem nghién nhuyén trong 300 pl dich dém TN (20 mM Tris/HCI,
0,4 M NaCl, pH 7,4).

ii) Ly tam huy&n dich nay & 12.000 g trong 15 phat & nhiét dé phong va thu thap dich phu néi.

iii) LAy ra 150 pl dich phui ndi va pha vao 1 ml TRIzol. Trén déu va G trong 5 phuat & nhiét d6 phong.



iv) Sau 5 phut, thém 200 pl chloroform vao mau nay, trén déu va ly tam & 12.000 g trong 15 phut &
nhiét d6 phong.

v) Thu thap dich 16dng va chuyén vao moét dng nghiém sach, lam ngwng két RNA bang tron véi 500
pl isopropanol.

vi) U mau nay trong 10 phut & nhiét dd phong va dem ly tam & 12.000 g trong 10 phut & 4°C.

vii) Hoa tan phan RNA trdm lang trong 50 pl dich d&m TE (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA [ethylene
diamine tetra-acetic acid], pH 7,5) sau khi da rira v&i 75% ethyl alcohol.

viii) Binh lweng RNA bang do lwdong do hap phu quang hoc & 260 nm, s dung quang phd ké
(spectrophotometer) va kiém tra dé tinh khiét bang do lwong ty 1& ctia OD2go nm/OD2gonm.

Giao thtre RT-PCR

Ba phuong phap RT-PCR dwoc mo ta dé phat hién MMNV va XSV. Giao thirc dau tién la RT-PCR
mot budc dwoc diéu chinh béi Sri Widada va cong sw (16) va Sahul Hameed va cong sw (14), va
phwong phap nay cé thé ap dung duwoc d& xac nhan MANV va XSV trong sau 4u trung cla tdm
cang dwoc thu thap tir cac 6 nghi ngd dich WTD. Giao thire thi nhi la giao thirc nRT-PCR cé do
nhay dwoc mo ta bdi Sudhakaran va cong sw (18). Xét nghiém nay cé thé ap dung dwoc cho theo
ddi vé virus cho sau 4u trung, thiéu trung va tdm gidng khée manh. Giao thirc thir ba Ia mét RT-
PCR phirc hop dwoc diéu chinh b&i Yoganandhan va cdng sw (26). Giao thirc nay cé thé ap dung
cho cuing luc phat hien MANV va XSV trong cac & dich hay dé theo dai con gibng (seed) va dan
gibng (broodstock). Trong tat ca cac giao thirc dwoc mé ta & day déu sir dung mot bd kit RT-PCR
thwong mai cho phép gidi ma ddo nguoc va khuéch dai trong mét dng nghiém phan tng don 1&.

Giao thirc 1: RT-PCR cho phat hién dac hiéu MNV hay XSV trong sau &u trang hay thiéu trung da
bi nhiém (14, 16, 21):

Cac dbi chirng sau day sé dwgc bao gbm trong tirng xét nghiém phan tich RT-PCR dbi vai MINV
hay XSV: a) m6t mau md da biét am tinh voi MrNV/XSV; b) mét mau déNbiét duwong tinh vai
MMV/XSV (mé hay virus da tinh loc); va c) mét doi chirng “khéng la khuén mau”.

Vé&i RT-PCR, st dung mét b kit RT-PCR thwong mai. Phan rng dwoc thye hién trong 50 pl dich
dém RT-PCR c6 chira 20 pmol cla tirng doan méi dac hiéu véi MANV hay XSV va khuén mau
RNA (10 — 100 ng), ap dung cac chu ky sau: gidi ma ddo ngwoc (RT) & 52°C trong 30 phut; lam
thoai héa & 95°C trong 2 phut, tiép theo la 30 chu ky cla lam thoai hdas & 94°C trong 40 giay, toi
luyén & 55°C trong 40 gidy, va dudi dai & 68°C trong 1 phut, két thic véi bwdc dubi dai thém trong
10 phut & 68°C. Phan tich cac s&n pham RT-PCR bang dién di (electrophoresis) trén keo agarose
1% dwoc nhudm véi ethidium bromide va mét thang dé DNA thich hop, va doc béng may chiéu tia
cwc tim (ultraviolet transilluminator).

Mot phan (rng dwong tinh s& dwoc chi thi bang san pham 425 bp voi MANV va san pham 546 bp
voi XSV. b6 nhay cta phan tich la khoang 2,5 fg cia RNA toan phan.

Két chubi ctia doan mdi PCR cho MMNV (nhiét do t6i luyén 55°C; kich thuwéc san pham 425 bp):

Chi:éu di (forward):  5-GCG-TTA-TAG-ATG-GCA-CAA-GG-3'
Chiéu vé (reverse): 5-AGC-TGT-GAA-ACT-TCC-ACT-GG-3

Két chubi ciia doan méi PCR cho XSV (nhiét dd t6i luyén 55°C; kich thuwdc san pham 546 bp):

Chiéu di (forward):  5'-CGC-GGA-TCC-GAT-GAA-TAA-GCG-CAT-TAA-TAA-3'
Chiéu vé (reverse): 5-CCG-GAA-TTC-CGT-TAC-TGT-TCG-GAG-TCC-CAA-3’

Giao thirc 2: nRT-PCR nay la nhay hon va c6 ich cho theo déi con giéng va dan gidng (18):



V6&i nRT-PCR, bwédc dau ciia RT-PCR, nhu dwgc mé ta & giao thirc 1, s& dwoc thuc hién véi cac
doan mbdi bén ngoai (external primers) va nPCR sé& duwgc thic hién ma str dung san pham cla RT-
PCR lam khuén mau. Véi nRT-PCR, cho 2 ml sdn phdm vao mét 6ng nghiém PCR cé chira 20
hén hop phan ng (10 mM Tris/HCI, pH 8,8, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 200
UM cla tirng ANTP, 20 pmol cla tirng doan mdi bén trong [internal primer], 1,25 don vj [units]
DNA polymerase loai bén nhiét). Giao thirc nRT-PCT cho ca hai virus nay bao gdm moét khéi dau
@ 95°C trong 10 phut, sau dé la 30 chu ky trong 1 phut & 94°C, 1 phut & 55°C va 1 phat & 72°C voi
dubi dai cudi cling & 72°C trong 5 phuat. Phan tich sdn phdm cta nRT-PCR béng dién di trén keo
agarose 1%, nhudém v&i ethidium bromide va cé moét thang dd DNA thich hop, doc bdng may chiéu
tia cwc tim.

Néu sb lwong virus di cao, mot DNA c6 425 bp sé dwoc khuéch dai dbi véi MINV va DNA co 546
bp dbi véi XSV trong PCR buwéc dau. Trong buéc nPCR, mét sdn phdm 205 bp chi thi cho phat
hién MMV va mot sdn phadm 236 bp chi thi cho phat hién XSV. D6 nhay cla phat hién ctia nRT-
PCR la khoang 1000 14n cao hon so véi RT-PCR mét buérc.

Két chubi clia cac doan mbi bén ngoai cho MMV va XSV dwoc néu trong giao thirc 1 va két chudi
cua cac doan moi bén trong dwgc néu dwdi day:

Két chubi clia cac doan méi bén trong dbi véi MMV (nhiét do tdi luyén 55°C; kich thuwéc san pham
205 bp):

Chi:éu di: 5’-GAT-GAC-CCC-AAC-GTT-ATC-CT-3
Chiéu vé: 5-GTG-TAG-TCA-CTT-GCA-AGA-GG-3’

Két chudi ctia cac doan mdi bén trong dbi véi XSV (nhiét do toi luyén 55°C; kich thwéc san pham
236 bp);

Chidudi:  5-ACA-TTG-GCG-GTT-GGG-TCA-TA-3'
Chiduvé:  5-GTG-CCT-GTT-GCT-GAA-ATA-CC-3'

Giao thutre 3: xét nghiém RT-PCR phic hgp cho phat hién cung luc MrINV va XSV (26).

Dé tranh thuwc hién cung luc hai phdn 'ng RT-PCR riéng biét, c6 thé ap dung mét phwong phap
cai tién cho cung luc phat hién MNV va XSV trong mét xét nghiém RT-PCR phtrc hgp mét bwéce,
mot 6ng nghiém. Phan &ng dwoc thyc hién trong 50 ml dich dém RT-PCR cé chira 20 pmol tirng
doan mbdi dac hiéu dbi véi MMV va XSV, va khuén mau RNA (10 — 100 ng), ap dung cac chu ky
sau: gidi ma dao ngwoc & 52°C trong 30 phut; lam thoai hda & 95°C trong 2 phut, sau dé la 30 chu
Ky lam thoai héa & 94°C trong 40 giay, t6i luyén & 55°C trong 40 gidy, va dudi dai & 68°C trong 1
phat, két thic véi bwdc dubi dai thém trong 10 phat & 68°C. Phan tich cac san phdm RT-PCR
bang dién di trén keo agarose 1% dwoc nhudm véi ethidium bromide va moét thang do DNA thich
hop, doc badng may chiéu tia cwc tim.

Néu MNV va XSV hién dién trong mau, mdt DNA c6 681 bp qéi véi MNV va DNA cé 500 bp déi
v&i XSV sé dwoc khuéch dai. Sw hién dién cua ca hai sdn pham 681 bp va 500 bp chi thi sw hién
dién cia MMNV va XSV. B6 nhay phat hién cia xét nghiém RT-PCR phtrc hgp nay la khoang 25 fg
(doan) ctia RNA toan phan.

Cac két chudi doan méi PCR dbi vai MANV (nhiét d6 téi luyén 55°C; kich thwéc sdn phadm 681 bp):

Chiéu di: 5’-GAT-ACA-GAT-CCA-CTA-GAT-GAC-C-3’
Chiéu vé: 5-GAC-GAT-AGC-TCT-GAT-AAT-CC-3’

Cac két chudi doan mdi PCR dbi véi XSV (nhiét dd t6i luyén 55°C; kich thuwdc san pham 500 bp):

Chidudi:  5-GGA-GAA-CCA-TGA-GAT-CAC-G-3
Chiduvé:  5-CTG-CTC-ATT-ACT-GTT-CGG-AGT-C-3



Giao thire 4: xét nghiém RT-PCR dinh lwong

Xéit nghiém~ RT-PCR dinh lvgng (RT-gPCR) c6 thé thwe hién dé dinh lwgng MMV/XSV trong cac
mau bi nhiém, s&r dung mau xanh la SYBR, dwa vao phuwong phap dwgc mé ta béi Hernandez-
Herrera et al. va Zhang et al. (6, 27).

i) Chiét xudt RNA toan phan tir cac mau nhw phwong phap dwoc néu phan trén.

ii) U cac mau RNA & 37°C trong 1 gi» trong hén hop RT (150 ng RNA toan phén, 8 U pI™' M-MLV
RT trong dich dém, 20 ng pl™ hexaprimers [doan moi cap tam] va 0.2 mM dNTP) dé thu duoc
cDNA toan phan va dinh lwgong cDNA bang do lwong dé hap phu & 260 nm.

iii) Thyec hién RT-gPCR v6i str dung hén hop g-PCR (1 pl cDNA [10 ng], 6 pl nwée cét, 0,5 pl trng
doan mai dac hiéu voi MMV va XSV [ham Iwgng 25 mM] va 2 pl hon hep phan tng co6 chira Fast
Start Taq polymerase, hon hop dNTP, mau SYBR Green, 10 mM MgCl; va 1 ul dung dich mau).

iv) Chwong trinh PCR gbém kich hoat ban dau cho Taq polymerase trong 10 phat & 95°C, sau d6 1a
40 chu ky trong 15 giay & 95°C, 5 giay & 60°C va 10 gidy & 72°C. Cac nhiét d6 lam tan chay sé
dwoc do lwdng bang chuyén lai thanh 70°C trong 30 giay va dan dan gia nhiét dén 95°C trong 10
phut. Cac dbéi chirng phan &ng am tinh s& gdm nuwéc thay cho cDNA khudén mau trong ting lwot
chay dé dam béo khéng co virus.

v) Sé lwong cac ban sao ctia cDNA trong mau sé& duoc xac dinh bang ap dung phwong phap so Vi
tri Chu ky Chiéu sang (Light Cycler fit point method).

Két chubi ciia cac doan mdi cho MNV (nhiét dd t6i luyén 60°C; kich thwé'c san phadm 211 bp):

Chiéu di: 5’-AGG-ATC-CAC-TAA-GAA-CGT-GG-3
Chiéu vé: 5’-CAC-GGT-CAC-AAT-CCT-TGC-G-3'

Két chubi ciia cac doan mdi cho XSV (nhiét dd téi luyén 58°C; kich thwéc sdn pham 68 bp):

Chiéu di: 5-AGC-CAC-ACT-CTC-GCA-TCT-GA-3’
Chiéu vé: 5-CTC-CAG-CAA-AGT-GCG-ATA-CG-3’

4.3.1.2.3.2. Phuong phap lai ghép trong phong thi nghiém (In-situ hybridisation) (16, 28)

i) C6 dinh sau au trung bj nhiém v&i hoa chét lam ¢ dinh duwoc dém trung hoa clia Davidson ma
khong chira acid acetic (hoa chat lam co dinh thich hop véi RNA) (5).

ii) Tham nhap paraffin vao cac mé nay theo cac phwong phap chuén (2) va cét thanh cac lat day 7
pm. Bat cac lat cat nay Ién cac phién kinh hién vi cé dién tich dwong.

iii) D& khoé cac phién trong 16 & 60°C. Loai bd paraffin va tai hop nwéc qua mét chudi xt& ly bang
ethanol va nwoéc.

iv) U céc lat cat hai lan trong 5 phat véi diethylpyrocarbonate (DEPC) da dwoc xt ly véi Tris/HCI
(0,2 M, pH 7,4) va 10 phat véi DEPC da dwoc xt ly véi Tris/HCI ¢é chira 100 mM glycine.

v) Xt ly céc lat cat trong 5 phat & 37°C véi dich dém TE (10 mM Tris/HCI, 5 mm EDTA, pH 8,0) c6
chtra 10 ug ml™ proteinase K khéng chira RNAse (RNAse-free proteinase K).

vi) C6 dinh sau (post-fix) cac lat cat véi DEPC da xt ly véi PBS cé chiva 4% formaldehyde trong 5
phut.

vii) Céc lat cat nay dwoc acetyl hda (acetylated) trong 10 phut véi dich dém 0,1 M triethanolamine
(TEA), pH 8, co6 chira 0,25% (v/v) acetyl anhydride (acetyl khan).



viii) Sau khi tai hop nwéc, G cac phién & 42°C trong 16 gi® trong budng dm v&i dich dém lai ghép
(hybridisation buffer) c6 chira 40% formamide da khi ion (deionised formamide), 10% dextran
sulphate, dung dich 1 x Denhart, 4 x SSC (citrate natri chuan — standard saline citrate), 10 mM
dithiothreitol (DDT), 1 mg ml™ tRNA cGia nAm men (yeast tRNA), 1 mg ml”" DNA cua tinh dich ca
hdi da dwoc lam thoai hoa va phan doan va 40 ng ml™ doan tham do DNA da lam thoai hda cé gan
nhan digoxigenin, dac hiéu véi MINV.

ix) Rtra cac phién kinh & 37°C trong 10 phut véi 1 x SSC, trong 10 phat véi 0,5 x SSC va hai 1an
trong 5 phut véi dich dém 11l (100 mM Tris/HCI [pH 7,5], 150 mM NacCl).

x) U trong 20 phat trong dich dém IV (dich dém lIl, 1% huyét thanh dé binh thwong) & nhiét d6
phong.

xi) U cac phién trong 1 gio trong budng dm véi dich dém IIl c6 chira 1% huyét thanh dé binh
thwong va 0,1% phosphatase kiem cua ctru khang DIG (sheep anti-DIG alkaline phosphatase).

xii) Rtra cac phién can than trong 10 phut, ba 1an vé&i dich dém Il va hai 1an trong 5 phut véi dich
dém IV (100 mM Tris/HCI [pH 9,5], 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,).

xiii) Phat trlen phan rng bang U cac phién trong dich dém V c6 chira NTB va BCIP trong bdng toi
va budng am, thoi gian téi thiéu 2 gid hay qua dém. Lam ngwng phan (rng bang G cac phién trong
dich dém Il 2 x trong 15 phut.

xiv) Bém mau cho cac phién v&i 1% Nau (Brown) Bismarck, day lam kinh lén va kiém tra véi kinh
hién vi nén sang.

xv) Lai ghép dwong tinh thé hién 1a ngung két xanh dwong dam dén den trén nén dém mau co
mau vang dén nau.

4.3.1.2.3.3. Khuéch dai ddng nhiét qua trung gian vong I&p (loop-mediated isothermal
amplification) (8)

Pillai va cong sw (8) da ap dung khuéch dai dang nhiét qua trung gian vong lap (LAMP) dé chén
doan nhanh MMV va XSV trong tom cang nwéc ngot. Mot bo gom bdn doan mdi, hai bén ngoai va
hai bén trong, da dwoc thiét k& mot cach riéng biét d& phat hien MINV va XSV. Ngoai ra, mot cap
doan méi vong I&p (loop primer) d&c hiéu véi MNV va XSV da dwoc st dung dé thic déy phan
ng LAMP.

i) Chiét xuadt RNA toan phan tr cac mau nhw phuong phap dwoc mé ta phan trén.

i) Thyc hién phan rng RT-LAMP trong hén hop phan wng (2 UM trng doan méi FIP va BIP, 0,2
UM cla tirng doan mdi bén ngoai F3 va B3, 1400 uM cta hdn hop dNTP, 0,6 M betaine, 6 mM
MgSO,, 8 U Bst DNA polymerase kém theo 1 x dung dich bd sung, 0,125 U ctia AMV Rtase va
lwong chi dinh ctia khudn mau RNA, trong thé tich cubi cung 1a 25 ul), & 55, 60, 63 va 65°C cho
mdi lan, tiép theo 1a 1am bét hoat bang nhiét & 80°C trong 2 phut dé két thic phan ¢ng. Cac mau
khéng bi nhim va hén hop phan tng khéng chira khuén mau sé dwoc siv dung lam déi chirng am
tinh.

iii) Phan tich cac san phém LAMP béng dién di trén keo agarose 2%, nhudm vai ethidium bromide
va mét thang d6 danh dau DNA, doc két qua bang may chiéu tia cyc tim.

4.3.1.2.3.4. Phén tich két chudi

Dé xac nhan cac ky chi méi cé nghi nge> vé MINV/XSV, doan DNA da dwoc khuéch dai tv PCR
sé dwoc phan tich két chudi theo cac giao thirc chuén (15).

4.3.1.2.4. Tinh loc tac nhan gay bénh



MMV va XSV c6 thé lam tinh khiét dwoc theo giao thirc duwgc mé ta bdi Bonami va cong sw (3).
Phwong phap chi tiét cho tinh loc virus dwoc trinh bay nhw sau:

i) Thu thap di lwong sau Au tring tém da bi nhiém va nghién nhuyé&n véi dich dém PBS (pH 7,4),
str dung may xay mo (tissue blender).

i) Ly tam huyén dich nay & 10.000 g trong 25 phut & 4°C. Thu thap dich phu ndi va ly tam 1an niva
@ 160.000 g trong 4 gi® & 4°C.

iii) Hoa tan phan trdm lang trong PBS va chiét xuét hai ho&c ba lan véi freon (1,1,2-trichloro-2,2,1-
trifluoroethane).

iv) Thu thap 1&p dich 1dng va dem ly tdm & 160.000 g trong 4 gi&’ & 4°C.

v) Hoa tan phan tram lang v&i dich dém TN va phan tach hai virus véi tham thau (gradient) qua
sucrose 15 — 30% (w/v pha véi PBS), sau dé la thdm th4u bang CsCl.

vi) Kiém tra tinh tinh khiét cda cac virus béng kinh hién vi chuyén dién tir (TEM), st dung cac luGi
carbon khoac phla két dinh (collodion-carbon-coated), nhuém mau am vé&i 2% PTA
(phosphotungstic acid), pH 7,0.

4.3.2. Cac phwong phap huyét thanh hoc
Khong cé phwong phap nao dwoc phat trién.
5. So sanh cac xét nghiém theo muc dich st dung

Cac phwong phap hién nay sén cé cho giam sat tap trung (targeted survellance) va chan doan dbi
voi WTD duwoc liét ké trong Bang 5.1. Ky hiéu st dung trong Bang la: a = phwong phap dwoc
khuyén ap dung vi cac ly do vé kha ndng san co, tinh tién dung, c6 dd nhay va tinh dac hiéu cla
chan doan; b = phwong phap 1a chuan véi dd nhay va tinh dac hiéu tét cho chan doan; ¢ =
phwong phap da dwoc ap dung trong mot sb6 hoan canh, nhwng chi phi, tinh chinh xac hay cac
yéu tb khac lam han ché nhiéu &ng dung cta phwong phap; va d = phwong phap hién nay khong
duwoc khuyén ap dung cho muc dich nay. Cac phuwong phap nay cé mét sé nghi ngd vé kha nang
thich hop c6 lién quan dén do tin cay, do nhay, tinh dac hiéu va tinh tién dung. Tuy nhién khéng
phai tit c& cac xét nghiém dwoc liét ké trong nhém a va b déu da dwoc trai qua thé thirc chuén
héa va danh gia, nhwng ban chat tha tuc va thuc té 1a da dwoc ap dung réng rai ma khong cho ra
cac két qua nham lan, da lam cho cac phwong phap nay dwoc chap nhan.

Bang 5.1. Céc phuong phap xét nghiém cho giam sét tép trung va chén doén

i Giam sat tap trung - Chén doan | Chéan doan
Phwong phap li«u Sau au Thiéu Truwéng ban dau “ac nhan
trung trung trung thanh ;

Céc dau hiéu dai thé d c c d c d
Phén tich sinh hoc d c d d c c

Soi kinh hién vi quang hoc truc tiép d c c d c c

M6 bénh hoc (histopathology) d c c c b b

Soi kinh hién vi chuyén dién tir d d d d d a
Cac xét nghiém phan tich dwa vao

khang the ' d c d d b b
Tham do DNA - trong phong thi b c a
nghiém (DNA probes - in situ)

Phan rng chubi phan tie (PCR) a a a a a a
Phan tich két chubi d d d a d a

6. (Cac) xét nghiém dwoc khuyén ap dung cho giam sat tap trung dé tuyén bo
sach bénh trang dudi




Phwong phap cho giam sat tap trung dé tuyén bd sach bénh trdng duéi la nRT-PCR.
7. Tiéu chi két hop chan doan
7.1. Dinh nghia trwwé&'ng hop nghi ng®

Sw xuét hién ctia co thit mau trang kém theo ty 1& tw vong la trwvong hop nghi ngo vé bénh trang
dudbi. Bénh thuwdng anh huong dén céac giai doan Au trung, sau 4u trung va thiéu trung cla tom
cang M. rosenbergii va cé thé thé hién 1a ngung &n, giam hoat dong boi va bién mau trdng clia cac
co vung bung va dudi. Ty 1é t& vong dat dén tbi da 95% vao 5 ngay sau khi xuét hién bién mau
trdng. Tiéu chi két hop chan doan dwoc tom tat trong Doan 4.2 phan trén.

7.2. Dinh nghia trwwéo'ng hop da xac nhan

Céc truong hop nghi ngd dugc kiém tra trwéc bang RT-PCR va dugc xac nhan bang nRT-PCR,
phan tich két chudi, soi kinh hién vi chuyén dién t& va thdm do DNA.
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*

NB: There is an OIE Reference Laboratory for White tail 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).



