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QUY TRINH CHAN DOAN BENH VIRUS BOM TRANG TREN CAC LOAI THUQC HO TOM HE
BANG KY THUAT
Polymerase Chain Reaction

1 Poi twong va pham vi ap dung

1.1 Quy trinh nay quy dinh trinh tw, ndi dung phwong phap phat hién virus gay hoi chirng dém trérlg
(sau day goi tat Ia bénh virus dém trang) bang k¥ thuat Polymerase Chain Reaction (sau day goi tat la
PCR).

1.2 Quy trinh nay dé chan doan bénh virus dom trang trén tom b6 me, tém giéng, tdm nudi thwong
pham clia cac loai tdm thudc ho tém He bang k¥ thuat PCR.

C6 thé str dung Quy trinh nay dé chan doan bénh virus dém trdng cho céac loai giap xac khac.
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3 Giai thich thuat ngdv
Trong Quy trinh nay, cac thuat nglr dwdi day duoc hiéu nhu sau:

3.1 K§ thuat Polymerase chain reaction (PCR) 1a k§ thuat st dung chudi cac phan (rng néi ti€p nhau
dung dé khuéch dai s6 lwgng ban sao ctia mot trinh tw ADN dich thdng qua cac chu ky gom 3 budc:
bién tinh ADN, bat cap b6 sung v&i moi va tdng hop mach méi nhdr enzym ADN polymerase.

3.2 ADN polymerase la enzym téng hgp nén mach ADN mé&i tr mot mach khuén, cé thé tham gia vao
qué trinh sao chép.

3.3 Bp (Base pair) la cap lién két A -T hodc C - G trén mot phan t&r ADN mach kép va la don vi do
chiéu dai ctia mot phan t&r ADN.

3.4 Moi (Primer) la mot trinh tw ADN ngan, bat cap vai mot mach khuén ADN cé mang mét dau 3'-OH
tw do gilp ADN polymerase bat dau tdng hop mach méi.

3.5 MGi xudi va moi nguoc: dwgc hiéu theo chiéu ctia phién ma nguoc.

3.6 Su hién tinh (Denaturation) la sw bién tinh ctia ADN tach tr mach kép sang dang mach don. Tac
nhan gay nén su bién tinh thuong la nhiét.

3.7 Phién mang tom la phan cau tao gém nhiéu to mang hop thanh mang tdm. Cac to mang gom cac
t€ bao cé chirc nang chinh la ho hap.

4 Thiét bi , dung cu, méi va héa chat

4.1 Thiét bi, dung cu

4.1.1 B6 nghién mau vo trang.

4.1.2 May tron mau.

4.1.3 May khuay ttr.

4.1.4 May cét nuéc.

4.1.5 May ly tam (t6c do khéng nhd hon 13.000 vong/pht).
4.1.6 May luan nhiét.

4.1.7 B0 dién di gdbm ngudn va bon dién di ngang.

4.1.8 Ban doc két qua véi tia UV , buéc séng 302 nm.

4.1.9 B0 phan chup anh dé Iwu két qua.



4.1.10 Ta lanh nhiét do -200C hoac thap hon.

4.1.11 Ta lanh nhiét do 4oC.

4.1.12 Ta thao tac vo trung.

4.1.13 TG sy dung cu.

4.1.14 Lo vi song (microwave).

4.1.15 Céan phan tich (d6 chinh xac t¢i 0.001 g).

4.1.16 Micropipette cac loai: 1 - 5; 5 -10; 20 -100 va 100 -1000 ml.
4.1.17 6ng eppendorf chuyén dung cho PCR céc loai: 1,5 ml va 0,5 ml.
4.1.18 bau tip c6 loc.

4.2 Mbi, héa chat

4.2.1 Moi

M®i dac hiéu clia virus gay hdi chirng dém trdng (WSSV) str dung trong k§ thuat PCR 2 bwédc gdm co
moi xudi (146F1, 146F2) va moi nguoc (146R1, 146R2) dwoc thi€t ké tlr trinh tww DNA Sall 146. Trinh
twr moi cu thé nhu sau:

146F1: 5 ACT ACT AAC TTC AGC CTA TCT AG 3’ (mbi xudi);
146R1: 5TAA TGC GGG TGT AAT GTT CTT ACG A 3' (mbi nguoc);
146F2: 5GTA ACT GCC CCT TCC ATC TCC A 3’ (mbi xudi);

146R2: 5' TAC GGC AGC TGC TGC ACC TTG T 3’ (mdi ngwoc).

Nong do clia moi sir dung trong phan tich dwgc pha lodng thanh 25 mM trong dung dich dém TBE.
Dém TBE cé thanh phan nhu sau: 10 mM Tris -HCI (pH = 8,0) va 1 mM EDTA.

4.2.2 Hba chét

4.2.2.1 Dung dich dé tach chiét ADN: sodium dodecyl sulfat - NaOH (SDS - NaOH)
NaOH 0,5 N (20 X): hoa tan 2 g NaOH trong 100 ml nwéc cat vo trang.

SDS 0,25 % (20 X): hoa tan 0,25 g SDS trong 100 ml nwéc cat vé trung (khong duoc hap vo tring).
4.2.2.2 Dung dich NaOH 0,025 N - SDS 0,0125 %

NaOH 0,5 N: 5 ml

SDS 0,25%: 5 ml

Nwéc cat vo trung vira da: 100 ml

B&o quan dung dich & nhiét do 4oC.

4.2.2.3 Master mix: lwgng PCR master mix cho 50 ml phan &rng khuéch dai gom:
Taq ADN Polymerase: 1,25 units

Tris-HCI (pH = 8,8 & nhiét d6 250C): 75 mM

(NH4)2S04: 20 mM

MgCl2: 1,5 mM

Tween 20: 0,01%

dATP, dCTP, d GTP va dTTP: 0,2 mM méi loai

4.2.2.4 Thang ADN fX174/Haelll

4.2.2.5 Dung dich dém TBE (Tris - axit boric - EDTA)

EDTA (ethylene diamine tetra acetic) 0,5 M: hoa tan 93,05 g EDTA trong 350 ml nwéc roi chinh cho
dung dich c6 pH = 8 bang NaOH. Sau d6, thém nuwéc cat cho di 500 ml. Ti€n hanh hap vo tring va
bado quan & nhiét do trong phong.

TBE 1 X:

Tris: 108 g

Axit boric: 55 g
EDTA 0,5 M: 40 ml



Pha ché dung dich 10 X (dam dac 10 lan) bang cach hoa tan 108 g Tris va 55 g axit boric trong
khoang 600 ml nwéc. Sau do, thém 40 ml EDTA 0,5 M r6i chinh thé tich bang nwéc cho da 1 lit. Bao
qguan & nhiét dé trong phong. Khi str dung méi pha lodng véi nwéc céat vo tring thanh dung dich 1 X.

4.2.2.6 Agarose 1% trong dung dich TBE

4.2.2.7 Dung dich nap méau (bromophenol blue va glycerol) 6 X gbm: bromophenol blue 0,25 % va
glycerol 40 %

4.2.2.8 Dung dich ethidium bromide (10 mg/ml)

5 Chuan bi mau

5.1 S8 lvgng mau

5.1.1 B&i v&i mau tdm hau &u trang (postlarvae)

Lwong mau dung cho mdi phan (rng la 100 cé thé 14y nguyén con.

5.1.2 D6i v&i mau tém b6 me

Lwong mau dung cho méi phan (rng la 100 mg |8y & phién mang tdm hoac cudng mat hodc chan boi.
5.1.3 B6i v&i mau tdm thwong phdm

Lwong mau can dung cho mdi phan tng 1a 100 mg ldy & phién mang tdm. Miu tdm thwong phdm
dugc lay trong 2 trwdng hop:

a. Néu ao c6 tém bi bénh, phai Idy mau khoang 10 - 20 ca thé cé dau hiéu bénh Iy ré nhat.

b. N&u ao tdm dang phat trién binh thwdng hoic khong thdy ddu hiéu bénh ly, phai 1dy ngau nhién
khoang 20 - 30 ca thé.

5.2 Yéu cau déi véi mau dé phan tich

Mau phai dwoc 1dy khi tdm con séng va dwoc bao quan ngay trong con 95 %. Thé tich con str dung
dé bao quan phai khdng nhé hon 3 1&n so véi thé tich mau can phan tich. Sau khi ¢6 dinh, mau duoc
Iwu gilr & nhiét d6 khoang 25 - 300C trong 1 tuan lé. Khi can bao quan mau lau hon nira phai thay con
ma&i.

6 Phwong phap tién hanh
6.1 Xt ly mau

6.1.1 Mau dwoc nghién trong bd nghién mau vé trang (4.1.1) véi 900 ml dung dich tach chiét ADN
(4.2.2.1). Dung dich sau khi nghién duoc don vao eppendorf 1,5 ml (4.1.17) dé lam bién tinh bang
cach dun s6i cach thay trong khoang 5 -10 pht r6i lam lanh nhanh bang cach cho vao nuwéc da.
6.1.2 Tién hanh ly tam dich nghién trong 5 phut bang may ly tam (4.1.5) vai t6c do 13.000 vong/phdt.
Sau d6, thu phan dich n6i dé thirc hién phan ting PCR. Néu mau chuwa duoc phéan tich ngay phai bao
quan mau & nhiét do -200C trong vong 1 tuan I€.

6.2 Phan &ng khuéch dai PCR

Phan (rng gébm hai lan khuéch dai dac hiéu mot doan gen clia WSSV duwa trén cap moi dac hiéu
(4.2.1). Dung cdp moi 146F1, 146R1 dé khuéch dai lan 1 cho san pham cé do6 dai 1441 bp va cip moi
146F2, 146R2 d€ khuéch dai lan 2 cho san pham khuéch dai c6 do dai 941 bp.

6.2.1 Budc khuéch dai lan 1
Thanh phan 50 ml phan &ng PCR buéc 1 nhu sau:

6.2.1.1 B6i véi mau thir: hit 46 ml PCR master mix cho vao 6ng eppendorf 0,2 ml r6i thém vao 1 ml
mdi 146F1 va 146R1 c¢6 ndng dd 25 mM (4.2.1) va 2 ml dich chiét ADN tlr mau can phan tich thu
dwoc tai Diéu 6.1.2.

6.2.1.2 M&u d6i chirng duong: thay dich chiét ADN tlr mau can phan tich bang dich chiét ADN tir mau
bénh dém tréng da biét.

6.2.1.3 Mau d6i chitng am: thay dich chiét ADN tlr mau can phan tich bang nuwéc cét vé tring.

6.2.2 Buéc khuéch dai lan 2

Hut 46 ml PCR master mix cho vao 6ng eppendorf 0,2 ml rdi thém vao 1 ml méi mdi 146F2 va 146R2
c6 ndng dod 25 mM (4.2.1) va 2 ml san pham khuéch dai lan 1.

Phan &ng khuéch dai PCR ca 2 buwédc dugc thue hién trén may luan nhiét (4.1.6) va cai dat véi cling
mot ché dé phan &ng.

Ché d0 phan (rng khuéch dai: & nhiét d6 940C trong 4 phut (1 chu ky); & nhiét dé 940C trong 1 pht;
@ nhiét d0 550C trong 1 phut; & nhiét dd 720C trong 2 phut (39 chu ky); & nhiét dd 720C trong 2 phut
(1 chu ky); & nhiét dé 40C cho dén khi phan tich.



San pham khuéch dai budc 2 duoc dién di ngay trén thach agarose 1% (4.2.2.6) cé chira ethidium
bromide (4.2.2.8).

6.3 Tién hanh dién di
6.3.1 Chuan bi gel agarose 1%

Gel agarose dwoc pha trong dung dich dém TBE 1 X (4.2.2.5). Sau khi dun chay hoan toan thach, dé
ngudi t&i nhiét do khodng 600C rdi thém vao 5 ml dung dich ethidium bromide (4.2.2.8). va100 ml
agarose (4.2.2.6). Gel agarose dugc dé vao khudn cé san cac lugc dé tao giéng. Gel dién di phai co
doé day khoang 3 - 4 mm. Gel sau khi da chuan bi phai dwgc ngam chim trong dung dich dém TBE 1
X.

6.3.2 Khay dién di
Khay dién di chtra dung dich dém TBE 1 X (4.2.2.5).
6.3.3 bién di

Tron 10 ml san pham khuéch dai (6.2) véi 2 ml dung dich nap mau (4.2.2.7) rdi cho vao cac giéng
thach. Bién di trong thai gian 30 phit & dién thé 100 V va cwong dé 50 mA.

7 Boc két qua

Két qua duwoc doc trén ban doc véi tia UV (bwdc séng 302 nm). San pham khuéch dai dac hiéu cua
WSSV & budc 1 1a 1441 bp va bwéce 2 1a 941 bp.

Can ctr vao thang ADN chu@n, mau dugc xac dinh la dwong tinh hay am tinh véi WSSV dya trén san
pham khuéch dai dac hiéu ctia buwéc khuéch dai lan 1 va 2.

8 Quy dinh vé dam bao an toan
Trong qua trinh ti€n hanh thao tac phai thwc hién dang cac quy dinh sau day:

8.1 Thudc nhudm ethidium bromide la mét chat doc c6 thé gay ung thu cho ngudi va déng vat. Do do,
khi str dung hoéa chat nay phai mang gang tay va kinh bao hd. Dung dich sau khi s&r dung phai cho
chay qua than hoat tinh trwéc khi d6 bo.

8.2 Chi duoc bat dén cuc tim UV dé quan sat két qua sau khi da dong kinh bao vé.

8.3 Nghiém cém str dung cac dung cu lién quan dén san pham sau khuéch dai cho viéc chuan bi
mau.

8.4 Phong thi nghiém phai b6 tri riéng biét khu chuén bi mau trude khi khuéch dai va khu xir Iy san
pham sau khi khuéch dai dé tranh hién twgng nhiém chéo gay két qua dwong tinh gia.



