
 

QUYẾT ĐỊNH 

Ban hành Tiêu chuẩn cơ sở 

 

Căn cứ Luật Tiêu chuẩn và Quy chuẩn kỹ thuật ngày 29/6/2006; 

Căn cứ Nghị định số 127/2007/NĐ-CP ngày 01/8/2007 của Chính phủ quy 

định chi tiết thi hành một số điều của Luật tiêu chuẩn và quy chuẩn kỹ thuật; 

Căn cứ Thông tư số 21/2007/TT-BKHCN ngày 28/9/2007 của Bộ trưởng Bộ 

Khoa học và Công nghệ về việc hướng dẫn xây dựng và áp dụng tiêu chuẩn; 

Căn cứ Quyết định số 1399/QĐ-BNN-TCCB ngày 13/4/2017 của Bộ trưởng 

Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn quy định chức năng, nhiệm vụ, quyền hạn 

và cơ cấu tổ chức của Cục Thú y; 

Xét đề nghị của Trưởng phòng Thú y Thủy sản, 

 

QUYẾT ĐỊNH: 

 

Điều 1. Ban hành Tiêu chuẩn cơ sở quy tr nh phát hiện vi rút gây hội chứng 

đốm trắng (WSSV) ở tôm bằng kỹ thuật Real-time PCR; Ký hiệu: TCCS 01: 

2018/TY-TS. 

Điều 2. Đối tượng và phạm vi áp dụng: 

1. Áp dụng tại tất cả phòng thử nghiệm của các đơn vị trực thuộc Cục Thú y. 

2. Chi cục Thú y/Chi cục Chăn nuôi và Thú y và các đơn vị liên quan căn cứ 

điều kiện phòng thử nghiệm của đơn vị tham khảo, áp dụng Tiêu chuẩn cơ sở này 

cho phù hợp, hiệu quả. 

Điều 3. Tiêu chuẩn cơ sở quy tr nh phát hiện vi rút gây hội chứng đốm trắng 

(WSSV) ở tôm bằng kỹ thuật Real-time PCR (Ký hiệu: TCCS 01: 2018/TY-TS) ban 

hành k m theo Quyết định này thay thế Tiêu chuẩn cơ sở quy tr nh phát hiện vi rút 

gây bệnh đốm trắng ở tôm bằng kỹ thuật Real-time PCR (Ký hiệu: TCCS 01: 

2014/TY-TS) tại Quyết định số 9  /QĐ-T -T  ngày 12/12/201  của Cục trưởng 

Cục Thú y.  

Điều 4. Quyết định này có hiệu lực thi hành kể từ ngày ký. 

Điều 5. Chánh  ăn phòng Cục, Trưởng phòng Thú y Thủy sản và Thủ trưởng 

các đơn vị liên quan chịu trách nhiệm thi hành quyết định này./. 
 

Nơi nhận: 

- Như Điều 5; 

- Bộ trưởng Nguyễn Xuân Cường (để b/c); 

- Thứ trưởng  ũ  ăn Tám (để b/c); 

- Cục trưởng (để b/c); 

- Tổng cục Thủy sản; 

- CCT , CN&T  các tỉnh, thành phố có nuôi tôm; 

- Lưu: VT, TS.  

BỘ NÔNG NGHIỆP 

 À PHÁT TRIỂN NÔNG THÔN 

CỤC THÚ Y 

CỘNG HOÀ XÃ HỘI CHỦ NGHĨA VIỆT NAM 

Độc lập - Tự do - Hạnh phúc 

 ố:   117 /QĐ-TY-TS Hà Nội, ngày  23  tháng  02  năm 2018 



  



 

BẢN CÔNG BỐ TIÊU CHUẨN CƠ SỞ 

TCCS 01:2018/TY-TS 

 

Tên cơ quan: Cục Thú y 

Địa chỉ:  ố 15/78, Giải Phóng, Phương Mai, Đống Đa, Hà Nội 

Điện thoại:  02436.290.284 

 Fax: 02436.290.286 

 

CÔNG BỐ: 

 

Tên tiêu chuẩn: TCC  01:2018/TY-TS 

Áp dụng cho các xét nghiệm phát hiện vi rút gây hội chứng đốm trắng 

(WSSV) ở tôm bằng kỹ thuật Real-time PCR. 

Cục Thú y cam kết thực hiện xét nghiệm phát hiện vi rút gây hội chứng 

đốm trắng  ở tôm theo đúng tiêu chuẩn công bố nêu trên./. 

 Hà nội, ngày  23  tháng  02  năm 2018 

 

     

 

 

BỘ NÔNG NGHIỆP 

 À PHÁT TRIỂN NÔNG THÔN 

CỤC THÚ Y 

CỘNG HOÀ XÃ HỘI CHỦ NGHĨA VIỆT NAM 

Độc lập - Tự do - Hạnh phúc 



 

 

TCCS                        TIÊU CHUẨN CƠ SỞ 

 

 

 

 

 

TIÊU CHUẨN CƠ SỞ 

 

TCCS 01:2018/TY-TS 
 

QUY TRÌNH XÉT NGHIỆM PHÁT HIỆN VI RÚT GÂY HỘI CHỨNG 

ĐỐM TRẮNG (WSSV) Ở TÔM BẰNG KỸ THUẬT REAL-TIME PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hà Nội, ngày  23/02/2018



 

 

MỤC LỤC 

 

LỜI NÓI ĐẦU ...................................................................................................... 1 

PHẦN KHÁI QUÁT ............................................................................................. 2 

1. Tên gọi ........................................................................................................... 2 

2. Phạm vi áp dụng ............................................................................................. 2 

3. Giới thiệu ........................................................................................................ 2 

PHẦN KỸ THUẬT ............................................................................................... 3 

1. Tiêu chuẩn kỹ thuật ........................................................................................ 3 

2. Mục đích ......................................................................................................... 3 

      ch  h ệ  ................................................................................................... 3 

4. Nội dung ......................................................................................................... 3 

4.1. Nguyên tắc ................................................................................................ 3 

   4.2. Nguyên liệu hóa học và sinh học ............................................................. 3 

4.2.1. Nguyên liệu hóa học .............................................................................. 3 

4.2.2. Nguyên liệu sinh học ............................................................................. 4 

   4.3. Thiết bị và dụng cụ ................................................................................... 4 

   4.4. Cách tiến hành .......................................................................................... 5 

4 4 1  Sơ đồ thực hiện ...................................................................................... 5 

4.4.2. Chuẩn bị mẫu ......................................................................................... 6 

4.4.3. Chiết tách DNA ..................................................................................... 6 

4.4.4. Thực hiện phản ứng Real-time PCR ..................................................... 6 

4 4 5  Đọc kết quả ............................................................................................ 7 

Tài liệu tham khảo ................................................................................................. 9 

PHỤ LỤC A: CHIẾT TÁCH DNA .................................................................... 10 

PHỤ LỤC B: VẬ   Ư CHO MỘT MẪU XÉT NGHIỆM................................ 12 



 

 

 

LỜI NÓI ĐẦU 

 

TCCS 01:2018/TY-TS         h xé   gh ệ  ph   h ệ         gây hộ  

chứ g đố    ắ g (WSSV) ở  ô  bằ g kỹ  h ậ  Real-time PCR do Cục  h    

b ê  soạ   à ba  hà h    ê  ch ẩ   à  được  p dụ g  ạ   ấ  cả c c phò g  hử 

 gh ệ  của c c đơ   ị   ực  h ộc Cục  h     C c phò g  hử  gh ệ  bệ h  hủ  

sả  kh c că  cứ đ ề  k ệ  phò g  hử  gh ệ  của đơ   ị    h  ha  khảo,  p 

dụ g cho phù hợp, h ệ    ả  

Cơ   a  b ê  soạ : Cục  h     

Q  ế  đị h ba  hà h số  117/QĐ-TY-TS ngày 23  tháng 02  ă  2018 của 

Cục   ưở g Cục  h     

 

 

 

 

 

 



2 

PHẦN KHÁI QUÁT 

 

1. Tên gọi 

TCCS 01:2018/TY- S         h ph   h ệ  vi rút gây hộ  chứ g đố    ắ g 

(WSSV) ở  ô  bằ g kỹ  h ậ  Real-time PCR. 

2. Phạm vi áp dụng 

Quy trình này được  p dụ g cho xé   gh ệ  ph   h ệ         gâ  hộ  

chứ g đố    ắ g (WSSV) ở  ô  bằ g kỹ  h ậ  Real-   e PCR  Đố   ượ g  p 

dụ g là c c loà  g  p x c  hư:  ô  s  (Peneaus monodon),  ô   hẻ châ    ắ g 

(P. vanamei)…;  

Mẫ  được dù g để xé   gh ệ  là:  a g, châ  bơ , đ ô , g  p đầ   gực, 

   , cơ bụ g, ấ    ù g, hậ  ấ    ù g của c c loà   ê    ê , đố   ớ   ô   ẩ  ướp 

phả  loạ  bỏ hế  chấ   ẩ ; C a:  a g,  ế b o b ể  b . 

3. Giới thiệu 

V      gâ  hộ  chứ g đố    ắ g là  ộ  g ố g  ớ  Whispovirus  h ộc họ 

 ớ  Nimaviridae  V      dạ g h  h   ứ g, kích  hước 120x275  , có  ộ  đ ô  

phụ ở  ộ  đầ , kích  hước 70x 00     ấ  h ệ  đ c   ư g của  ô   h    bệ h 

có  hữ g đố    ắ g ở dướ   ỏ có đừờ g kí h  ừ 0,5-2,0 mm. 

Bệ h đố    ắ g lâ      ề    a đườ g  ằ   ga g là chí h. V      lâ   ừ 

các giáp xác khác (tôm, c a, châ  chèo)  h    bệ h đố    ắ g  ừ  ô    ườ g 

bê   goà  ao ho c  ga    o g ao   ô   ô   Kh   ô  bị bệ h đố    ắ g   o g ao 

sức khoẻ  ế  ho c chế  c c co   ô  khoẻ đã ă  ch  g dẫ  đế  bệ h lâ  la  cà g 

 ha h hơ .  

Q       h ph   h ệ  vi rút gây hộ  chứ g đố    ắ g (WSSV) ở  ô  bằ g 

kỹ  h ậ  Real-time PCR đ p ứ g  heo  ê  cầ  của    chức  h     hế g ớ  (OI ) 

 à  ê  cầ  của  ộ  số  ước  hập khẩ   hư  c,    
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PHẦN KỸ THUẬT 
 

1. Tiêu chuẩn kỹ thuật 

 CCS xé   gh ệ , ph   h ệ  vi rút gây hộ  chứ g đố    ắ g (WSSV) ở 

 ô  bằ g kỹ  h ậ  Real-time PCR. 

2. Mục đích 

Ph   h ệ  WSSV ở  ô  bằ g kỹ  h ậ  Real   e R -PCR  hằ  phục  ụ 

cô g   c chẩ  đo   xé   gh ệ   à phò g chố g dịch bệ h   ê   ô   

3. T ách nhiệm 

Xé   gh ệ    ê , kỹ  h ậ    ê , chẩ  đo     ê  phả   hực h ệ   heo đ  g 

        h  Phụ    ch phò g  hí  gh ệ  có    ch  h ệ  k ể    a  à đả  bảo     

    h được   â   hủ đ  g, đủ  à chí h x c  

4. Nội dung 

4.1. Nguyên tắc  

Vi rút gây hộ  chứ g đố    ắ g ở tôm được ph   h ệ  bằ g kỹ  h ậ  Real-

time PCR  ớ   ồ  xuôi WSSV1011F,  ồ   gược WSSV1079R  à đoạ  dò 

Taqman Probe WSSV-p.  

4.2. Nguyên liệu hóa học và sinh học 

4.2.1. Nguyên liệu hóa học 

-    g dịch Phospha e B ffe ed Sal  e (PBS): 

 hà h phầ  
Số lượ g 

(gram) 

NaCl 8,0  

KC1 0,2  

Na2HPO4 1,15  

KH2PO4 0,2  

Lượ g hóa chấ    ê  được cho  ào b  h  hủ     h, cho  ước cấ  2 lầ   ào 

 ừa đ  g 1 lí , kh ấ   a  hoà   oà , đ ề  chỉ h  pH 7,2 ± 0,2  à đe  hấp vô 

trùng (Autoclave) 121C, 15 phút. 

- Cồ  (  ha ol) 90% và 70% 

- Kít ch ế    ch I   MAG
®
 Virus DNA/RNA Mini Kit/ KF96, Cat. No: 

7441050100 ho c kí   ươ g đươ g  
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- Kít Platinum
® 

Quantitative PCR superMix-UDG, Cat. No: 11730-017 

ho c kí   ươ g đươ g. 

4.2.2. Nguyên liệu sinh học 

- Đoạ   ồ  (p   e s)  à đoạ  dò (probe) cho WSSV 

Tên mồi và đoạn dò T ình tự 

WSSV1011F 5’- Tgg TCC CgT CCT CAT CTC Ag - ’ 

WSSV1079R 5’- gCT gCC TTg CCg gAA ATT A - ’ 

WSSV-p 
5’- 6FAM- AgC CAT gAA gAA TgC CgT CTA TCA 

CAC A -BHQ1- ’ 

- Đoạ   ồ  (p   e s)  à đoạ  dò (p obe) k ể  so         ình ch ế    ch 

DNA 

Tên mồi và đoạn dò T ình tự 

18S Forward 5'-Cgg CTA CCA CAT CCA Agg AA-3'; 

18S Reverse 5'-gCT ggA ATT ACC gCg gCT -3' 

18S probe 5'-VIC TgC Tgg CAC CAg ACT TgC CCT C TAMRA-3' 

- Hệ  hố g đố  chứ g cho phả  ứ g Real   e PCR ph   h ệ     rút 

WSSV: 

+ Đố  chứ g â  là  ẫ   ước khô g có RNA/ NA dù g để pha loã g c c 

chấ  phả  ứ g  

+ Mẫ  đố  chứ g dươ g là  ẫ  có chứa  NA của     s gâ  bệ h đố  

  ắ g (WSSV) được ch ế    ch  ừ  ẫ  dươ g ch ẩ   

- Hệ  hố g đố  chứ g k ể  so           h ch ế    ch DNA:  

+ Mẫ  đối chứng âm là PBS dùng xử lý mẫu ho c mẫu mô tôm không 

mang vi rút WSSV. 

+ Mẫ  đối chứ g dươ g là mẫu có chứa DNA vật chủ  ho c tế bào động 

vật.  

4.3. Thiết bị và dụng cụ 

- M     ộ   ẫ  (Vo  ex). 

- M   l   â   hỏ (Ce    f ge Sp  ). 

- M   lắc  à ủ  h ệ  ( h ệ  độ  ừ  7 đế  100
o
C). 
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- M   ch ế    ch RNA/ NA  ự độ g  he  o Sc e   f c™ K  gF she ™ 

Flex;  he  o Sc e   f c™ K  gF she ™  L ho c  ươ g đươ g. 

- M   l   â  lạ h cho ố g eppe do f 1 5  l. 

- M   hấp khử   ù g A  ocla e  

- Máy Real-time PCR Stratagene Mx3005P ho c  ươ g đươ g  

-  ủ a   oà  s  h học cấp II. 

-  ủ lạ h lư    ữ ở c c  h ệ  độ: + 4
o
C; –20°C và -80

o
C. 

- M c op pe  es  à đầ   íp có lọc  ươ g ứ g lấ  được c c  hể  ích: 0,5 - 10 

µl; 10 -100 µl và 100 - 1000µl. 

- C c đĩa  hựa 96 g ế g ho c ố g  hựa chứa d  g dịch   ch ch ế , phù 

hợp  ớ      ch ế    ch RNA/ NA  ự độ g ở   ê   

- Ố g PCR 200 µl ho c đĩa PCR 200 µl 96 g ế g  

- Ố g eppe do f  hể  ích 0,5 ml và 1,5 ml. 

- Ống ly tâm  hựa  hể  ích 5 ml, 10 ml và 50 ml. 

- Cha   hủ     h 500-1000 ml. 

- B     ế , đồ g hồ ch  ê  dụ g   o g phò g  hí  gh ệ   à c c dụ g cụ 

cầ   h ế  kh c  

4.4. Cách tiến hành 

4.4.1. Sơ đồ thực hiện  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mẫ  bệ h phẩ   

Ch ế  tách DNA  

Realtime PCR  

Đọc kế    ả 

Đồ g  hấ   ẫ    o g d  g dịch PBS 

( ạo h     dịch 10%) 
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4.4.2. Chuẩn bị mẫu 

Loại mẫu được sử dụng để xét nghiệm với quy trình này có  hể là  ẫu 

 ươ  ho c mẫ  được cố định trong cồn 90%, bao gồm:  a g, châ  bơ , đ ô , 

g  p đầ   gực,    , cơ bụ g ho c ấ    ù g, hậ  ấ    ù g của c c loà  g  p x c 

 hư:  ô  s  (P. monodon),  ô   hẻ châ    ắ g (P. vanamei), … 

Dùng kẹp  à kéo  ô   ù g để  hực h ệ  c c  hao   c:   ch, cắ  lấ   ẫ   

Mẫ  được ch a  hà h 2 phầ : 1 phầ  cho  hực h ệ  xé   gh ệ   à 1 phầ  lư  

  ữ  

Mẫ  được  gh ề   h      ớ   ỷ lệ 1  hể  ích  ẫ  trong 9  hể  ích dung 

dịch   ố  đệ  PBS (Phosphate Buffered Saline), để  ạo  hà h h     dịch 10% 

(sử dụ g câ  phâ   ích câ    ọ g lượ g  ẫ  được  gh ề  để đ ề  chỉ h lượ g 

d  g dịch BPS  hằ  đả  bảo  ạo được h     dịch 10%)   h  hồ  h     dịch 

10%  ào ố g  ắp     vô trùng,  ồ  ch  ể   ào  ủ â  sâ  (-80
o
C) trong  hờ  g a  

 ố   h ể  1 g ờ   ước kh    ế  hà h ch ế  tách DNA. 

4.4.3. Chiết tách DNA 

- Quy trình ch ế  tách  NA được  hực h ệ   heo hướ g dẫ  của kí  ch ế  

tách InviMAG
®
 Virus DNA/RNA M    K  / KF96 (Phụ lục A). 

- Ho c có thể sử dụng các loại kít chiết tách khác  ươ g đươ g, phù hợp 

cho việc chiết tách DNA vi rút. 

4.4.4. Thực hiện phản ứng Real-time PCR 

- Đ t ống PCR ho c đĩa PCR 96 g ếng chứa thành phần phản ứng Real-

time PCR (Master Mix) và mẫu DNA vào máy Real-time PCR. Vận hành máy 

và cà  đ   chươ g     h  h ệ  độ  heo hướng dẫn. 

- Ch ẩ  bị Master Mix và chu kỳ l â   h ệ  được  hực h ệ   heo Bả g 1.1; 

Bả g 1 2 và Bả g 2. 

Bảng 1.1: Chuẩn bị Master Mix cho phản ứng Realtime PCR phát hiện WSSV 

theo kít Platinum
® 

Quantitative PCR SuperMix-UDG, Cat.No: 11730-017. 

STT  hà h phầ  Nồ g độ  
 hể  ích cho 1 phả  ứ g 

(µl) 

1 Nước không có RNA/DNA  6,0 

2    g dịch SuperMix  12,5 

3 Mồ  WSSV1011F 20 µM 0,5 

4 Mồ  WSSV1079R 20 µM 0,5 
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5 Đoạ  dò WSSV-p 6 µM 0,5 

   g  hể  ích d  g dịch đệ   hực h ệ  phả  ứ g 20 

6 Mẫ   NA 5 

   g  hể  ích d  g dịch  hực h ệ  phả  ứ g 25 

Bảng 1.2: Chuẩn bị Master Mix cho phản ứng Realtime PCR kiểm soát quá 

trình chiết tách DNA theo kít Platinum
® 

Quantitative PCR SuperMix-UDG, 

Cat.No: 11730-017. 

STT  hà h phầ  Nồ g độ  
 hể  ích cho 1 phả  ứ g 

(µl) 

1 Nước khô g có RNA/ NA  6,0 

2    g dịch S pe M x  12,5 

3 Mồ  18S Forward 20 µM 0,5 

4 Mồ  18S Reverse 20 µM 0,5 

5 Đoạ  dò 18 probe 6 µM 0,5 

   g  hể  ích d  g dịch đệ   hực h ệ  phả  ứ g 20 

6 Mẫ   NA 5 

   g  hể  ích d  g dịch  hực h ệ  phả  ứ g 25 

* Tùy theo kít sử dụ g mà thành phần Master Mix có thể khác nhau, việc 

 hực h ệ  chuẩn bị Master Mix nên tuân thủ  heo hướ g dẫ  của kí  được sử 

dụ g. 

Bảng 2: Chu kỳ luân nhiệt đối với máy Real-time PCR Stratagene Mx3005P 

Nh ệ  độ  hờ  g a  Số ch  kỳ 

50
o
C 02 phút (*) 01 

95
o
C 02 phút (*) 01 

95
o
C 15 giây 40  

(Ghi chú: Đối với mẫu xét 

nghiệm phát hiện WSSV trên 

tôm được xuất khẩu qua Úc, 

số chu kỳ được tăng lên 45) 

60
o
C 

60 giây 

(Gh   hậ   í  h ệ  

quang ở bước này) 

(*) Nh ệ  độ  à  hờ  g a   à  chỉ phù hợp  ớ  kít Platinum
® 

Quantitative 

PCR SuperMix-UDG, Cat.No: 11730-017. V ệc  hực h ệ  cà  đ    h ệ  độ  à 

 hờ  g a   ê    â   hủ  heo hướ g dẫ  của  ừ g kí  được sử dụ g. 

4.4.5. Đọc kết quả 

Kết quả của phản ứng Real-   e PCR được x c định dựa vào chu kỳ 

 gưỡng (Cycle threshold: Ct). 

K ể    a hệ  hố g  ẫ  đố  chứ g dươ g  à đố  chứ g â   Nế  hệ  hố g 
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 ẫ  đố  chứ g dươ g  à đố  chứ g â  là đ  g  h  đ ề  chỉ h basel  e  heo 5% 

 í  h ệ  h ỳ h   a g  à đọc kế    ả xé   gh ệ   heo basel  e  à   

+ Mẫ  đố  chứ g â  phả  cho kế    ả â   í h  

+ Mẫ  đố  chứ g dươ g phả  cho kế    ả dươ g  í h  à có g     ị C    ù g 

khớp  ớ  g     ị C  của  ẫ  đã được ch ẩ  độ   ước đó  

Nế   ộ    o g 04 hệ  hố g  ẫ  đố  chứ g là khô g đ  g  h  phả   hực 

h ệ  lạ  xé   gh ệ   

G ả   hích kế    ả phả  ứ g Real   e PCR ph   h ệ         WSSV  

-   ườ g hợp:  hực h ệ  40 ch  kỳ 

+ Mẫ  có g     ị Ct < 35 được xem là dươ g  í h 

+ Mẫ  khô g có g     ị C  là âm tính 

+ Mẫ  có g     ị C    o g khoả g 35 ≤ C  ≤ 40 được xem là  gh   gờ. 

Nhữ g  ẫ   gh   gờ  à , cầ  được  hực h ệ  lạ  xé   gh ệ  ho c sử dụ g 

phươ g ph p xé   gh ệ   ươ g đươ g kh c để khẳ g đị h kế    ả  

-   ườ g hợp:  hực h ệ  45 ch  kỳ 

+ Mẫ  có g     ị C  < 40 được xe  là dươ g  í h 

+ Mẫ  khô g có g     ị C  là â   í h 

+ Mẫ  có g     ị C    o g khoả g 40 ≤ C  ≤ 45 được xe  là  gh   gờ  

Nhữ g  ẫ   gh   gờ  à , cầ  được  hực h ệ  lạ  xé   gh ệ  ho c sử dụ g 

phươ g ph p xé   gh ệ   ươ g đươ g kh c để khẳ g đị h kế    ả  
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PHỤ LỤC A: CHIẾT TÁCH DNA 

 

a. Chuẩn bị hóa chất 

C c hóa chấ  cầ  được ch ẩ  bị  à bảo   ả   heo đ  g hướ g dẫ  của bộ 

kít InviMAG
®
 Virus DNA/RNA Mini Kit/ KF96, Cat. No: 7441050100,  ớ   hể 

 ích  ừa đủ cho số lượ g  ẫ  ch ế    ch, bao gồ : 

(1)    g dịch đệ  L s s Buffer RV 

(2)    g dịch  ửa 1 (Wash 1)  

(3)    g dịch  ửa 2 (Wash 2) 

(4) Hỗ  hợp hạ   ừ  í h (Bead M x) 

(5)    g dịch  h  hồ   NA/RNA Elution Buffer (EB) 

Nế  ch ế    ch DNA bằ g máy ch ế    ch  ự độ g  he  o Sc e   f c™ 

K  gF she ™ Flex, cầ  phả  ch ẩ  bị   ước c c đĩa chứa d  g dịch ch ế    ch 

 heo hệ  hố g của      hư sa :  

+ Đĩa Wash  g 1: 800µl d  g dịch Wash 1/g ế g;  

+ Đĩa Wash  g Wash 2  à Wash  g Wash  : 800µl d  g dịch Wash 

2/g ế g;  

+ Đĩa  l   o  B ffe : 100µl d  g dịch  B/g ế g   

b.  Tiến hành 

- H     dịch 10% của  ẫ  bệ h phẩ  được  ã đô g,   ộ  đề  bằ g     

vortex. Ly tâm  ẫ    o g     l   â  lạ h  ớ  lực l   â  2500 g/15 phút.  

- H   200µl dịch   o g bên trên sau khi l   â   ào ố g eppe do f 1,5 l 

 ô   ù g có chứa sẵ  200 µl d  g dịch đệ  L s s    ộ  đề   ẫ  bằ g     

 o  ex  à sp   để kéo c c phầ  b     ê   ắp ố g x ố g  

- Ch  ể   oà  bộ d  g dịch   o g ố g eppe do f  ào đĩa chứa  ẫ  96 

g ế g ( ỗ  g ế g  ươ g ứ g  ớ   ộ   ẫ  ch ế    ch)   ù g g ấ  d   đĩa ch  ê  

dụ g d   kí      đĩa   

- Đ   đĩa lê      lắc, ủ  h ệ   Lắc đĩa  ớ  gia  ốc 750 p /15 phút  à ở 

 h ệ  độ 65
o
C. 
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- Lấ  đĩa  a khỏ      lắc, để  g ộ    o g 5 ph  ,  h o bỏ g ấ  d   đĩa  B  

sung  420 µl d  g dịch Bead M x (gồ  có 400 µl Binding solution và 20 µl 

MAP)  ào  ỗ  g ế g  

- Ch  ể   ấ  cả c c đĩa bao gồ : đĩa   p Co bs, đĩa  l   o  B ffe , đĩa 

Wash  g Wash  , đĩa Wash  g Wash 2, đĩa Wash  g Wash 1  à đĩa chứa  ẫ  

 ào  ừ g kha  của     ch ế    ch  ự độ g  heo hướ g dẫ  của      

- Chọ  chươ g     h ch ế    ch  NA đã được cà  đ     ước đó  heo hướ g 

dẫ  của hã g sả  x ấ  kí  InviMAG
®
 Virus DNA/RNA Mini Kit/ KF96. 

- Sau 34 phút,         h ch ế    ch hoà   ấ    h  hồ   NA của  ừ g g ế g 

 ào ố g eppe do f 0.5 ml  ươ g ứ g đã gh   õ ký h ệ   ẫ    

- Bảo   ả   ẫ   NA ở 2-8
o
C trong vài   ầ   à -20

o
C   o g  hờ  g a  lâ  

hơ    
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PHỤ LỤC B: VẬT TƯ CHO MỘT MẪU XÉT NGHIỆM 

TT Tên Vật Tư 
Đơn 

vị tính 

Số 

lượng 

bình 

quân  

cho 01 

mẫu 

Diễn giải 

1 

Cryotube 1,8ml free 

RNA/ NA ( ắp      goà , 

 ự đứ g) 

Cái 7 

1 c  : chứa  ẫ  

2 c  : ch ẩ  bị  ẫ  đố  chứ g  

1 c  : chứa P o e  ase K wo k  g 

solution 

1 c  : chứa Ca   e  RNA wo k  g 

solution 

1 cái : chứa p imer & probes 

1 cái : ch ẩ  bị  as e    x 

2 

Cryotube 5ml free 

RNA/ NA ( ắp      goà , 

 ự đứ g) 

Cái 2 

1 c  : chứa  l   o  B ffe  

1 c  : chứa B  d  g Sol   o   à 

MAP solution 

3 PCR tube 0,5 ml Cái 3 Lư  g ữ  ẫ  RNA/ NA 

4    p PCR có  ắp 0,2 l Cái 1 Nhân gene rRT-PCR 

5 

InviMag® Virus 

DNA/RNA Mini Kit/ 

KF96(480 test/ kit) 

Kit 0,0069 Ch ế    ch RNA ho c  NA 

6 Ethanol Absolute ml 7,15 
B  s  g  ào d  g dịch  ửa 1,  ửa 

2 

7 KF ml tube Cái 3 Ch ế    ch RNA ho c  NA 

8 KF ml Tip Combs Cái 1 Ch ế    ch RNA ho c  NA 

9   be l   â   hựa 50  l Cái 3 

1 c  : chứa d  g dịch L s s 

1 c  : chứa d  g dịch  ửa 1 

1 c  : chứa d  g dịch  ửa 2 

10 
Finntip Multistepper 1500µl 

sterile 
Cái 5 

1 c  : cho d  g dịch  ửa 1 

2 c  : cho d  g dịch  ửa 2 

1 cái: cho Lysis Solution vào 

eppendorf 

1 c  : cho  l   o  B ffe   ào đĩa 

ch ế  x ấ  
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TT Tên Vật Tư 
Đơn 

vị tính 

Số 

lượng 

bình 

quân  

cho 01 

mẫu 

Diễn giải 

11 Micropipet filter tip 1000µl Cái 8 

2 cái: Mix Proteinase K và 

Carrier RNA 

  c  : ch  ể   ẫ  + L s s 

Sol   o   ào đĩa ch ế  x ấ  

1 cái: cho Binding Solution vào 

ố g c  o  be 5 l 

1 cái: cho MAP Solution vào ố g 

cryotube 5 ml 

1 cái: cho Binding Solution và 

MAP sol   o   ào đĩa ch ế  

x ấ  

12 Micropipet filter tip 200µl Cái 8 

  c  : cho  ẫ   à đố  chứ g  ào 

       eppe do f chứa L s s 

Solution 

  c  : cho  h  hoạch RNA/ NA 

1 c  : ch ẩ  bị  as e    x 

1 cái: phân phố  Mas e    x  ào 

đĩa PCR 

13 Micropipet filter tip 20µl Cái 3 Ch ẩ  bị  as e    x 

14 Micropipet filter tip 10µl Cái 6 

1 c  : ch ẩ  bị  as e    x 

1 c  : đưa  ẫ  RNA/ NA  ào 

đĩa PCR chứa  as e    x 

4 c  : đưa  ẫ  RNA/ NA đố  

chứ g  ào đĩa PCR chứa 

master mix 

15 Q ầ   o bảo hộ dù g 1 lầ  Bộ 2 Xử lý  ẫ  

16 Gă g  a  Đô  8 

4 đô : xử lý  ẫ  

2 đô : ch ế  x ấ  RNA/ NA 

2 đô : ch ẩ  bị  as e    x 

17 Khẩ    a g N95 Cái 2 Xử lý  ẫ  

18 
Primers và Probe WSSV 

(2000  es /bộ) 
Bộ 0,0028 Nhân gene rPCR 

19 
Primers và Probe 18S 

 (2000  es /bộ) 
Bộ 0,0028 Nhân gene rPCR 
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TT Tên Vật Tư 
Đơn 

vị tính 

Số 

lượng 

bình 

quân  

cho 01 

mẫu 

Diễn giải 

20 

Invitrogen
TM

Platinum
®
Qua

ntitative PCR SuperMix-

UDG (100 react with 50µl/ 

reaction) 

Kit 0,0275 
Nhân gene rRT-PCR: 25 µl/ 

reaction 

 

 

 


