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truong vé nhing vudéng méc xay ra lién
quan dén viéc nhap khau va st dung
phé liéu nhap khau lam nguyén liéu san
xuit dé dude giai quyét kip thoi.

Piéu 10. X ly vi pham

1. Té chiic, ca nhan nhap khau, st dung
phé& liéu nhap khiau lam nguyén liéu san
xuit vi pham cac quy dinh vé bao vé
mdi truong thi tily mic do ma bi xu ly
theo quy dinh hién hanh vé xi phat vi
pham hanh chinh trong linh vuc bao vé
moéi truong hoac bi truy ctiu trach nhiém
hinh su.

2. Can bo, cong chic trong khi thi
hanh ¢éng vu ma khong lam day du
trach nhiém dé gy hau qua xau hodc
gay phién ha, sach nhiéu cho to chic, ca
nhan nhap khau, st dung phé liéu nhap
khau lam nguyén liéu san xudt thi tuy
muc dd ma bi xt 1y ky luat hoac bi truy
citu trach nhiém hinh su.

Chuwong 111
PIEU KHOAN THI HANH

Piéu 11. T4 chic thuc hién

1. Cuc Bao vé moi truong co trach
nhiém huéng din, theo doi, kiém tra viéc
thuc hién cac quy dinh vé bao vé mai
trudng d61 véi phé litu nhap khau lam
nguyén liéu san xudt; dinh ky sau (6)

thang, mét (1) nam béo cio Bj trudng vé

tinh hinh thuc hién.

2. Thanh tra Bé c6 trach nhiém phéi
hop véi Cuc Bao vé méi trudng trong

cong tac kiém tra phat hién vi pham; kip
thoi thanh tra, xt 1y theo tham quyén
hoic kién nghi xu ly dé1 véi cac vi pham.

3. Trong qua trinh thuc hién Quy dinh
nay, néu phat sinh nhing kho6 khan,
vuéng mic, cac Bo, nganh, dia phuong,
cac td chiic va ca nhan phan anh kip tha
vé B6 Tai nguyén va Moi truong dé xem

xét, gial quyét./.

BO TRUONG BO TAI NGUYEN
VA MOI TRUONG

Mai Ai Truc

D8674710
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BO THUY SAN

AV

QUYET DINH ctia Bo trudng Bé
Thuy san s6 04/2004/QD-BTS
ngay 01/4/2004 vé viéc ban
hanh Tiéu chuin cip Nganh.

BO TRUONG BO THUY SAN

Can cit Nghi dinh s6 43/2003/ND-CP
ngay 02 thing 5 ndm 2003 cua Chinh
pht quy dinh chic ndang, nhiém vu,
quyén han va co cdu té chitc cua B Thity

san;
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Theo dé nghi cua Vu trudng Vu Khoa
hoc, Cong nghé,

QUYET DINH:

Piéu 1. Ban hanh Tiéu chudn cdp

Nganh sau day:

28 TCN 202: 2004 - Quy trinh chén
doan bénh virus dém triang trén cac loai
thudc ho tom He bang ky thuat Poly-

merase chain reaction.

Piéu 2. Tiéu chuan trén khuyén khich
ap dung cho cac co s kiém tra, kiém
nghiém vé bénh thuy san trong pham vi
ca nudc va ¢6 hiéu luc thuc hién sau 15

ngay, ké tit ngay dang Cong bao.

Piéu 3. Chanh Van phong B6; Thu
trudng cac Vu, Cuc, Thanh tra Bo; Thu
truéng cac don vi truc thude Bo; Giam
doc cac S Thuy san, Sd Nong nghiép va
Phat trién néng thén c6 quan 1y thuy
san; cac cd so kiém tra, kiém nghiém vé
bénh thuy san néi tai Diéu 2 va cac don
vi ¢6 lién quan khéac chiu trach nhiém thi

hanh Quyét dinh nay./.

KT. BO TRUGNG BO THUY SAN

Thi trudng

Nguyén Viét Thang

TIEU CHUAN NGANH THUY SAN
28 TCN 202 : 2004

QUY TRINH CHAN DOAN BENH VIRUS

POM TRANG TREN CAC LOAI THUOC

HO TOM HE BANG KY THUAT
POLYMERASE CHAIN
REACTION

The procedure for diagnosis of white
spot disease in Penaeid shrimp by
Polymerase Chain Reaction

(ban hanh kém theo Quyét dinh s6 042004 /
QD-BTS ngay 01/4/2004 ciia Bé
truong Bo Thuy san).

Loi noi dau

84 * www.ThuVienPhapLuat.com

28 TCN 202 : 2004 (Quy trinh chan defin
bénh virus dém trang trén cac loai th@c@
ho tém He bang ky thuat Po]ymerai_%eg
chain reaction) do Vién Nghién ciu nuﬁiﬁ
tréng thuy san II bién soan, Vu Khoa hoc®
Cong nghé dé nghi, B6 Thuy san band&
hanh theo Quyét dinh s 04/2004/QD-BTS;,
ngay 01 thang 4 nam 2004.

wSof

1. Déi tuong va pham vi ap dung =

1.1. Quy trinh nay quy dinh trinh tu,
ndi dung phuong phap phat hién virus
gay hoi ching dém tring (sau day goi
tat 1a bénh virus dém trang) bang ky
thuat Polymerase Chain Reaction (sau
day goi tit 1a PCR).

1.2. Quy trinh nay dé chan doan bénh
virus dom trang trén tom bd me, tém
giong, tom nudi thuong pham cua céac loai
tom thudc ho tom He bang ky thuat PCR.

C6 thé st dung Quy trinh nay dé chéan
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doan bénh virus dém tréng cho cac loai
giap xac khac.

2. Tai liéu tham khao
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C.H., Hsu H.C., Chiu Y.L., Chang C.F.,
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(1996). White spot syndrome baculovirus
(WSBV) detected in cultured and captured
shrimps, crabs and other arthropods. Dis.
Aquat. Org., 27, 215-225.

2.3. Lo C.F., Leu J.H., Ho C.H., Chen
C.H., Peng S.E., Chen Y.T., Chou C.M,,
Yeh P.Y., Huang C.J., Chou H.Y., Wang
C.H. & Kou G.H. (1996). Detection of
baculovirus associated with white spot
syndrome (WSBV) in penaeid shrimps
using polymerase chain reaction. Dis.
Aquat. Org., 25, 133-141.

2.4. Newton C.R. and Graham A.
(1994). PCR. The Alden Press Ltd, Ox-
ford, UK.

3. Giai thich thuat ngw

Trong Quy trinh nay, cac thuat ngt
duéi day duge hidu nhu sau:

3.1. Ky thudt Polymerase chain reaction
(PCR) 12 ky thuat s& dung chudi cac
phan tng noéi tiép nhau dung dé khuéch
dai s6 lugng ban sao cia méot trinh tu
ADN dich théong qua céc chu ky gom 3
budc: bién tinh ADN, bit cip bd sung véi
moi va tong hdp mach mdi nhd enzym

ADN polymerase.

3.2. ADN polymerase 1a enzym tong hgp
nén mach ADN mdi ti mot mach khuon,
¢6 thé tham gia vao qua trinh sao chép.

3.3. Bp (Base pair) la cip lién két A -T
ho#c C - G trén mdt phan ti ADN mach
kép va la don vi do chiéu dai caa mot
phéan tu ADN.

3.4. M6i (Primer) 12 mét trinh tu ADN
ngén, bt cip véi mot mach khuon ADN
c6 mang mot dau 3’-OH tu do giup ADN
polymerase bit ddu tong hgp mach méi. 2

3.5. M6i xubi va moi nguoc: duge hiéu
theo chiéu cua phién ma ngude.

ThuVienPhapLuat.com

3.6. Su bién tinh (Denaturation) la su
bién tinh cia ADN tach tu mach kép
sang dang mach don. Tac nhan gay mén’,
su bién tinh thuong 1a nhiét.

WWWW,

36741
845 668
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3.7. Phién mang tém 1a phan ciu tao?
gom nhiéu td mang hgp thanh mang#
tom. Céc to mang gom cac t& bao c6 chicE

nang chinh 1a ho hép.

oft -

4. Thié€t bi, dung cu, moi va hoa
chat

4.1. Thiét bi, dung cu

4.1.1. Bo nghién mau v trung.

aw

4.1.2. May trén mau.
4.1.3. May khudy tir.
4.1.4. May cat nudc.

4.1.5. May ly tam (téc d6 khong nho
hon 13.000 vong/phit).

4.1.6. May luan nhiét.

4.1.7. B6 dién di gom ngudn va bon dién
di ngang.
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4.1.8. Ban doc két qua véi tia UV, budc
song 302 nm.

4.1.9. Bb phan chup anh dé luu két qua.

4.1.10. TG lanh nhiét dé -20°C hoic
thap hon.

4.1.11. Ta lanh nhiét do6 4°C.
4.1.12. T4 thao tac vé trung.
4.1.13. T sy dung cu.

4.1.14. Lo vi séng (microwave).

4.1.15. Can phén tich (d6 chinh xac téi
0.001 g).

4.1.16. Micropipette cac loai: 1 - 5; 5 -10;
20 -100 va 100 -1000 ul.

4.1.17. 6ng eppendorf chuyén dung cho
PCR céc loai: 1,5 ml va 0,5 ml.

4.1.18. Au tip c6 loc.
4.2. Mbi, hoa chit
4.2.1. Méi

Méi ddc higu cla virus gay héi ching
dom trdng (WSSV) sit dung trong ky
thuat PCR 2 buéc gém c¢6 mdi xudi
(146F1, 146F2) va moi ngude (146R1,
146R2) dudc thiét k& ti trinh tu DNA
Sall 146. Trinh tu méi cu thé nhu sau:

146F1: 5° ACT ACT AAC TTC AGC
CTA TCT AG 3 (mdi xudi);

146R1: 5'TAA TGC GGG TGT AAT
GTT CTT ACG A 3’ (mbi ngudgc);

146F2: 5GTA ACT GCC CCT TCC
ATC TCC A 3 (mbi xudi);

146R2: 5 TAC GGC AGC TGC TGC
ACC TTG T 3 (mdi ngugc).

Nong d6 cia mdi st dung trong phén
tich duge pha loang thanh 25 uM trong
dung dich d¢m TE. Pém TE c6 thanh phan
nhu sau: 10 mM Tris -HCI (pH = 8,0) va
1 mM EDTA.

4.2.2. Hbéa chat

=
4.2.2.1. Dung dich d€ tach chiét ADI\E
sodium dodecyl sulfat - NaOH (SDSA

ap

NaOH) é
i

NaOH 0,5 N (20 X): hoa tan 2 g NaOIé
trong 100 ml nudc cdt vo trung. E
SDS 0,25% (20 X): hoa tan 0,25 g SDY
trong 100 ml nudc cat vo trung (khén&
duge hap vo trung). E
F

4.2.2.2. Dung dich NaOH 0,025 N - SD%
0,0125% #
5

NaOH 0,5 N: 5 ml 4
=

SDS 0,25%: 5 ml
Nuéc cit vo trung vita da: 100 ml
Bao quan dung dich ¢ nhiét do 4°C.

4.2.2.3. Master mix: lugng PCR master
mix cho 50 ul phan tng khuéch dai gém:

Taq ADN Polymerase: 1,25 units

Tris-HCI (pH = 8,8 6 nhiét d6 25°C): 75 mM

(NH)),SO,: 20 mM
MgCl,: 1,6 mM

Tween 20: 0,01%
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dATP, dCTP, dGTP va dTTP: 0,2 mM
moi loai

4.2.2.4. Thang ADN ¢X174/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 nudc réi chinh cho dung dich c6 pH =
8 bang NaOH. Sau d6, thém nude cét cho
di 500 ml. Tién hanh hap vé trung va
bao quan 6 nhiét d6 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
1an) bang cach hoa tan 108 g Tris va 55 g
axit boric trong khoang 600 ml nudc. Sau
d6, them 40 ml EDTA 0,5 M réi chinh
the tich bing nudc cho du 1 lit. Bao quan
¢ nhiét dé trong phong. Khi stt dung méi
pha lodng véi nudce cdt vo trung thanh
dung dich 1 X.

4.2 2.6. Agarose 1% trong dung dich
TBE

4.2.2.7. Dung dich nap mau (bromophe-
nol blue va glycerol) 6 X gbm: bromophe-
nol blue 0,25% va glycerol 40%

4,2.2.8. Dung dich ethidium bromide
(10 mg/ml)

5. Chuian bi miu
5.1. S& lugng mau

5.1.1. Da1 v61 mAu tom hau &u trung
(postlarvae)

Lugng mau dung cho méi phan ting la
100 ca thé 14y nguyén con.

5.1.2. D61 v6i mau tom bd me

Lugng miu dung cho méi phan tng la
100 mg ldy 6 phién mang tom hoac
cudéng mat hodc chan boi.

5.1.3. D&i v61 mau tdm thuong pham

Lugng maAu can dung cho méi phan
ung la 100 mg 1ay ¢ phién mang tom.
Mau tém thuong phdm duge 14y trong 2
truong hop:

a) Néu ao c6 tdbm bi bénh, phai 14y maiu
khoang 10 - 20 ca thé c6 ddu hiéu bénh
Iy rd nhat.

www. ThuVienPhapLuat.com

b) N&u ao tdbm dang phat trién binh .
thuong hodc khong thiay dau hiéu bénh g
ly, phai 14y ngau nhién khoang 20 - 30 =
ca thé. ”

5.2. Yéu cau déi v6i mau dé phan tich

ft = Tel: +84-8-3

MAu phai dude 1ay khi tém con song va
duge bao quan ngay trong cén 95%. Thé ©
tich con sit dung dé bao quan phai khong E
nhé hon 3 1an so véi thé tich mau can
phén tich. Sau khi ¢§ dinh, mau dugc luu
gill ¢ nhiét do khoang 25 - 30°C trong 1
tuan 1&. Khi cAn bao quan mau lau hon
nita phai thay con méi.

6. Phuong phap tién hanh
6.1. Xt Iy mau

6.1.1. Mau dudc nghién trong bd nghién
mau vo trung (4.1.1) véi 900 ul dung dich
tach chiét ADN (4.2.2.1). Dung dich sau
khi nghién dude don vao eppendorf 1,5 ml
(4.1.17) dé 1am bién tinh bing cach dun
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soi cach thuy trong khoang 5 -10 phit réi
lam lanh nhanh bang cach cho vao nuéc
da.

6.1.2. Tién hanh ly tAm dich nghién
trong 5 phut bing may ly tam (4.1.5) véi
téc do 13.000 vong/phit. Sau d6, thu
phin dich ndi dé thuc hién phan tng
PCR. Néu miu chua dude phan tich
ngay phai bao quan méu & nhiét do -20°C
trong vong 1 tuan lé.

6.2. Phan ting khuéch dai PCR

Phan ting gém hai lan khuéch dai dac
hiéu mot doan gen cuia WSSV dua trén
cidp moi dic hiéu (4.2.1). Dung cap moi
146F1, 146R1 dé khuéch dai lan 1 cho
san phiam c6 d6 dai 1441 bp va cap moi
146F2, 146R2 dé khuéch dai 1an 2 cho
san pham khuéch dai c6 do dai 941 bp.

6.2.1. Budc khuéch dai lan 1

Thanh phan 50 ul phan dng PCR budc
1 nhu sau:

6.2.1.1. D61 véi mau thu: hut 46 pl
PCR master mix cho vao éng eppendorf
0,2 ml rdi thém vao 1 ul méi 146F1 va
146R1 c6 nong d6 25 uM (4.2.1) va 2 ul
dich chiét ADN tit mau can phan tich
thu dugc tai Diéu 6.1.2.

6.2.1.2. MAu d61 ching duong: thay
dich chiét ADN tif mAu can phéan tich
bang dich chiét ADN tit mau bénh dom
trédng da biét.

6.2.1.3. Mau d6i ching am: thay dich
chiét ADN t mAu cdn phan tich bing
nudc cidt vo trung.

6.2.2. Buéc khuéch dai 1an 2

Hut 46 ul PCR master mix cho vao 6ng
eppendorf 0,2 ml roi thém vao 1 pl moi
moi 146F2 va 146R2 c6 nong do 25 uM
(4.2.1) va 2 ul san pham khuéch dai lan 1.

Phan tng khuéch dai PCR ca 2 budc
dudge thuc hién trén may luan nhiét
(4.1.6) va cai dat véi cung mot ché do
phan tng.

Ché d6 phan tng khuéch dai: ¢ nhiét
do 94°C trong 4 phut (1 chu ky); ¢ nhiét ¢
do 94°C trong 1 phut; ¢ nhiét do 55”0%
trong 1 phut; ¢ nhiét do 72°C trong 2;_
phut (39 chu ky); ¢ nhiét do 72°C trong 2%
phut (1 chu ky); ¢ nhiét do 4°C cho dén:
khi phan tich.

San pham khuéch dai budc 2 dudc dién
di ngay trén thach agarose 1% (4.2.2.6
¢6 chia ethidium bromide (4.2.2.8).

e
* Tel: +84-8-3845 6\6'54 * www. Thu

¥
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6.3. Tién hanh dién di

6.3.1. Chuéan bi gel agarose 1%

t

Gel agarose dudc pha trong dung dich.s
dém TBE 1 X (4.2.2.5). Sau khi dun (:hé.j,-,"g
hoan toan thach, dé ngudi téi nhiét do=
khoang 60°C r6i thém vao 5 pl dung dich
ethidium bromide (4.2.2.8). va 100 ml
agarose (4.2.2.6). Gel agarose dudge dé vao
khuén cé sén cac luge dé tao giéng. Gel
dién di phai ¢6 d6 day khoang 3 - 4 mm.
Gel sau khi da chuan bi phai duge ngam
chim trong dung dich dém TBE 1 X.

6.3.2. Khay dién di

Khay dién di chia dung dich dém TBE
1 X (4.2.2.5).

6.3.3. Dién di
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Tron 10 pl san pham khuéch dai (6.2)
v6i 2 ul dung dich nap mau (4.2.2.7) rdi
cho vao cac giéng thach. Dién di trong
thoi gian 30 phiut ¢ dién thé 100 V va
cuong do 50 mA.

7. Poc két qua

Két qua duge doc trén ban doc véi tia
UV (buée séng 302 nm). San pham
khuéch dai dic hiéu caa WSSV 4 bude 1
1a 1441 bp va budc 2 1a 941 bp.

Can ct vao thang ADN chudn, miu
dudc xac dinh 1a duong tinh hay 4m tinh
véi WSSV dua trén san pha&m khuéch dai
dic hiéu cua budc khuéch dai 1an 1 va 2.

8. Quy dinh vé dam bao an toan

Trong qua trinh tién hanh thao tac
phai thuc hién didng cac quy dinh sau
day:

8.1. Thuéc nhudm ethidium bromide la
mot chat doc co thé gay ung thu cho ngusi
va dong vat. Do d6, khi st dung héa chat
nay phai mang ging tay va kinh bao hé.
Dung dich sau khi st dung phai cho chay
qua than hoat tinh trudc khi d6 bo.

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

8.3. Nghiém cdm su dung cac dung cu
lién quan dén san phdm sau khuéch dai
cho viéc chuin bi méu.

8.4. Phong thi nghiém phai bé tri riéng
biét khu chudn bi mau trudc khi khuéch
dai va khu xit 1y sdn phdm sau khi
khuéch dai dé tranh hién tugng nhiém
chéo gay két qua duong tinh gia./.

BO THUONG MAI

QUYET DINH cta B trudng Bo
Thwong mai sé 404/2004/
QDP-BTM ngay 01/4/2004 vé
viéc ban hanh Danh muc hang
tiéu dung dé phuc vu viéc xac
dinh thoi han ndp thué nhap
khau.

BO TRUONG BO THUONG MAI

Cdn c& Nghi dinh s6 29/2004 /ND-CP
ngay 16/01/2004 cua Chinh phu quy
dinh chitec nang, nhiém vu, quyén han va
co cdu té chite cia Bé Thuong mai; |

845 6684 * W‘W.ThuﬂenPhapLuat.com

Cdn cit Nghi dinh s6°94/1998 | ND-CP
ngay 17/11/1998 ciia Chinh phii quy -
dinh chi tiét thi hanh Ludt sita ddi, bs' =
sung mot sé diéu cua Ludt Thué xudt =
khdu, thué nhap khdu sé 04/1998/QHIO *
ngay 20/5/1998;

aw oft

Sau khi trao déi véi cdc B, nganh hitu
quan,

QUYET DINH:

Diéu 1. Ban hanh kém theo Quyét
dinh nay Danh muc hang tiéu dung dé
phuc vu viéc xac dinh thoi han nop thué
nhap khau.

Diéu 2. Quyét dinh nay c6 hiéu luc thi
hanh sau 15 ngay, ké ti ngay dang
Coéng bao va thay thé cho Quyét dinh sé



