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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện để thiết lập, tối ưu hoá quy trình realtime PCR phục vụ chẩn đoán và kiểm soát 

bệnh DIV1 trên tôm. Mẫu plasmid chứa hai đoạn gen đích của DIV1 là MCP và ATPase được sử dụng để thiết lập và 

tối ưu hoá quy trình với lượng mồi dò probe ở các nồng độ 0,1; 0,15 và 0,2µM. Độ nhạy, hiệu suất, mức độ đặc hiệu, 

mức độ ổn định giữa các lần xét nghiệm và kết quả đối sánh liên phòng thí nghiệm được chuẩn hoá trong và ngoài 

nước được sử dụng để đánh giá hiệu quả và giá trị sử dụng của quy trình. Kết quả nghiên cứu cho thấy quy trình 

realtime PCR ở nồng độ mồi dò 0,2µM cho thấy khả năng phát hiện tối ưu nhất. Giới hạn phát hiện của phản ứng lần 

lượt là 13,6 và 14,3 bản sao plasmid/phản ứng, hiệu suất lần lượt là 98,9% và 92,6%. Phản ứng có độ đặc hiệu cao 

(không có phản ứng với các mẫu tôm dương tính với WSSV, IHHNV, AHPND, EHP) và ổn định (CV < 15%). Kết quả 

nghiên cứu cho thấy hai quy trình realtime PCR sử dụng plasmid chứa gen MCP và ATPase đã được thiết lập và tối 

ưu hoá trong nghiên cứu này đảm bảo độ tin cậy và có thể ứng dụng để tầm soát và kiểm soát bệnh DIV1 cho các 

phòng thí nghiệm tại Việt Nam.  

Từ khoá: Realtime PCR, thiết lập, tối ưu, plasmid, DIV1. 

Establishment and Optimization of Realtime PCR Assays  
for Detecting Disease in Shrimp Caused by Decapod Iridescent Virus 1 

ABSTRACT 

The study was conducted to establish, optimize and validate the real-time PCR assay for the detection of 

Decapod iridescent virus 1 (DIV1) and control of this disease in shrimp. The plasmid samples containing two target 

genes MCP and ATPase of DIV1 were used to establish and optimize the procedure using different probe 

concentrations 0.1, 0.15 and 0.2µM. The sensitivity, performance, specificity, inter-assay stability, and interlaboratory 

matching results from nationally and internationally standardized laboratories were used to evaluate the efficacy and 

validity of these real-time PCR assays. The results of real-time PCR using plasmids containing target MCP and 

ATPase genes at a probe concentration of 0.2µM revealed the best detection ability. The reaction detection limits 

were 13.6 and 14.3 plasmid copies/reaction with the efficiency at 98.9% and 92.6%, respectively. The assays 

exhibited high specificity (no reaction to all shrimp-positive samples for WSSV, IHHNV, AHPND, and EHP) and high 

stability (CV < 15%). The study results showed that two real-time PCR assays using plasmids carrying target MCP 

and ATPase genes of DIV1 established in this study could ensure reliability and applicability to laboratories for 

screening and controlling DIV1 disease in Vietnam. 

Keywords: Real-time PCR, procedure establishment, optimization, MCP and ATPase genes, plasmids, DIV1. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Decapod Iridescent Virus 1 (DIV1) đþĉc 

phát hiện læn đæu tiên vào đæu nëm 2014 trên 

tôm càng đỏ (Cherax quadricarinatus) täi tînh 

Phúc Kiến (Fujian) cûa Trung Quốc (Xu & cs., 
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2016). Sau đó DIV1 đþĉc xác định là nguyên 

nhân gây chết hàng loät tôm chân tríng ć một 

số tînh ven biển cûa Trung Quốc. Kết quâ 

giám sát trong nëm 2017-2018 đã phát hiện 

đþĉc DIV 1 ć 11 trong số 16 tînh cûa Trung 

Quốc. Nëm 2019, bệnh do DIV1 xây ra nghiêm 

trọng ć toàn bộ lþu văc Đồng bìng Châu 

Giang. Tháng 2 nëm 2020 bệnh xuçt hiện trć 

läi ć tînh ć Quâng Đông, thû phû nuôi tôm ć 

Trung Quốc, ânh hþćng đến 25% diện tích tôm 

nuôi trong vùng (NACA, 2020). Tháng 7 nëm 

2020, DIV1 đã phát hiện đþĉc ć càng tôm đỏ, 

tôm chân tríng và tôm sú nuôi täi Đài Loan 

(OIE, 2020b). Các loài tôm mén câm vĆi virus 

DIV1 bao gồm tôm nþĆc lĉ, nþĆc mðn và tôm 

nþĆc ngọt nhþ tôm chån tríng (Penaeus 

vannamei), tôm càng xanh (Macrobrachium 

rosenbergii), tôm càng đỏ (tôm càng Úc) 

(Cherax quadricarinatus), tôm hùm nþĆc ngọt 

hay tôm hùm đçt (Procambarus clarkia), tôm 

càng sông (Macrobrachium nipponense) và tôm 

gai (Exopalaemon canrinicauda), tôm sú 

(Penaeus monodon), tôm thẻ Nhêt (Panulirus 

japonicus) (Chen & cs., 2019; OIE, 2020a; Qiu 

& cs., 2023).  

Một số nþĆc nuôi tôm phát triển hoðc nhêp 

khèu nhiều tôm quy định phâi có kiểm dịch 

DIV1 âm tính ć tôm nhêp khèu (Hàn Quốc, Úc, 

New Zealand) (Biosecurity New Zealand, 2022) 

và một số bang ć Mỹ yêu cæu tôm vên chuyển 

nội địa phâi có chĀng nhên DIV1 âm tính 

(USAD, 2022). Mäng lþĆi Trung tâm Nuôi 

trồng thûy sân châu Á Thái Bình DþĄng 

(NACA) và Tổ chĀc Thú y thế giĆi (OIE- 

WOAH) đã xếp bệnh do DIV1 trong danh mýc 

bệnh truyền nhiễm phâi báo cáo (NACA, 2019; 

WOAH, 2022,). Theo khuyến cáo cûa NACA, ć 

cçp khu văc và quốc gia cæn tëng cþąng nëng 

lăc cho việc xây dăng quy trình chèn đoán, xét 

nghiệm virus DIV1 và đåy là công cý hĂu hiệu 

để giám sát, kiểm dịch tôm giống và phát hiện 

sĆm dịch bệnh (NACA, 2020). Tÿ thông tin về 

tình hình dịch bệnh do virus DIV1 trên tôm tÿ 

Trung Quốc, OIE và NACA khuyến cáo các 

nþĆc trong khu văc về nguy cĄ xåm nhiễm cûa 

DIV1. Do vêy, Việt Nam cæn phâi phát triển 

đþĉc phþĄng pháp xét nghiệm DIV1 sĆm để 

thăc hiện các biện pháp tæm soát, kiểm soát 

bệnh, đðc biệt ć tôm giống, tôm bố mẹ và sân 

phèm nhêp khèu tÿ các nþĆc có nguy cĄ låy lan 

mæm bệnh vào Việt Nam, cüng nhþ xét 

nghiệm, chĀng nhên các lô tôm xuçt khèu tĆi 

các nþĆc có yêu cæu sân phèm tôm không 

nhiễm DIV1. Nhìn chung, triệu chĀng lâm 

sàng và bệnh tích đäi thể cûa bệnh do DIV1 

không điển hình và có nhiều đðc điểm giống vĆi 

các bệnh phổ biến ć tôm, đðc biệt ć tôm chân 

tríng, vì vêy các phþĄng pháp chèn đoán, xét 

nghiệm trong phòng thí nghiệm đã đþĉc các 

nhà khoa học nghiên cĀu, phát triển nhìm 

phát hiện chính xác virus DIV1 nhþ Nested 

PCR (Qiu & cs., 2017), Recombinase 

polymerase amplification (RPA) (Chen & cs., 

2020), tuy nhiên phþĄng pháp realtime PCR có 

nhiều þu điểm nhþ độ nhäy cao, đánh giá đþĉc 

mĀc độ nhiễm nðng nhẹ cûa méu.  

Một trong nhĂng khó khën hiện nay là việc 

tiếp cên méu dþĄng tính gðp khó khën vì chþa 

có báo cáo nào về bệnh DIV1 ć Việt Nam. Nếu 

đþa méu virus dþĄng tính vào để nghiên cĀu, 

xây dăng quy trình xét nghiệm ć Việt Nam 

cüng tiềm èn nguy cĄ låy lan mæm bệnh. 

Nghiên cĀu này đþĉc thăc hiện để thiệt lêp và 

tối þu hoá quy trình xét nghiệm bìng realtime 

PCR sā dýng plasmid chĀa đoän gen đích cûa 

virus DIV1 là biện pháp tối þu nhçt hiện nay. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

- Plasmid pUC57-DIV1 và Plasmid pUC-

GW-Kan chĀa đoän gen đích cûa DIV1.  

- Đối chĀng âm là DNA tách chiết tÿ tôm 

säch bệnh SPF cûa têp đoàn Việt Úc 

- Méu tôm dþĄng tính các bệnh đốm tríng 

(WSSV), hoäi tā gan týy cçp (AHPND), vi bào 

tā trùng (EHP), hoäi tā cĄ quan täo máu và cĄ 

quan lêp biểu mô (IHHNV) để đánh giá độ đðc 

hiệu cûa phþĄng pháp.  

- Kit nhân gen QuantiTectR Probe PCR Kit 

(Qiagen); máy realtime (CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection System) và các nguyên vêt 

liệu, hóa chçt thiết bị phù hĉp.  
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp tối ưu hoá quy trình 

xét nghiệm realtime PCR sử dụng 

plasmid-DNA 

Trong nghiên cĀu, tÿ việc tham khâo hai 

quy trình realtime PCR gốc cûa Qiu & cs. (2018; 

2020) sā dýng hai gene major capsid protein 

(MCP) và ATPase (đåy là hai gene đðc trþng và 

có vai trò quan trọng trong phân tích phâ hệ và 

so sánh giĂa các loài virus), chúng tôi tiến hành 

thiết lêp, tối þu hoá phþĄng pháp realtime PCR 

sā dýng plasmid DNA.  

- Phân Āng DIV1-MCP- real-time PCR 

phát hiện gene đích MCP cûa DIV1 sā dýng 

Plasmid pUC57-DIV1 chĀa đăng gen MCP cûa 

DIV1 độ dài 200bp (6,81 × 1011 bân sao) đþĉc 

cloning và tổng hĉp bći Công ty Genewiz Inc 

(South Plainfield, Hoa KĊ) vĆi clone ID là ZB 

1922-3/N429463. 

- Phân Āng DIV1-ATPase real-time PCR 

phát hiện gene đích ATPase cûa DIV1 sā dýng 

Plasmid pUC-GW-Kan chĀa đăng gen ATPase 

cûa DIV1 có độ dài 620bp (5,71 × 1011 bân sao) 

đþĉc cloning và tổng hĉp bći Công ty Genewiz 

Inc. (South Plainfield, Hoa KĊ) vĆi clone ID là 

LB6855-6/A663496. 

- Số lþĉng bân sao (copy) cûa plasmid trong 

méu chuèn đþĉc xác định theo hþĆng dén täi 

Website: http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html.  

Mỗi bân sao plasmid đäi diện cho 1 gene đích hay 

1 virus. 

Các cðp mồi và probe tþĄng Āng vĆi hai 

phþĄng pháp DIV1-MCP- real-time PCR và 

DIV1-ATPase real-time PCR sā dýng trong 

nghiên cĀu đþĉc trình bây ć bâng 1. 

Theo hþĆng dén sā dýng kít nhân gen 

QuantitectR Probe PCR, nồng độ cuối cùng cûa 

probe có thể sā dýng tÿ 0,1µM đến 0,2µM. 

Trong nghiên cĀu này, tiến hành thā nghiệm tối 

þu hóa phân Āng real time PCR vĆi 03 quy trình 

phân Āng tþĄng Āng vĆi nồng độ cuối cùng cûa 

probe læn lþĉt là 0,1µM; 0,15µM; 0,2µM, vĆi 

nồng độ plasmid pUC57-DIV1 và pUC-GW-Kan 

đþĉc pha loãng theo dãy tÿ 100 tĆi 105 læn pha 

loãng. Quy trình tối þu hoá sā dýng cùng lþĉng 

Plasmid DNA và thay đổi hàm lþĉng proble 

đþĉc mô tâ ć bâng 2. 

Bâng 1. Trình tự nucleotide của cặp mồi và đoạn dò (probe) cho phân ứng real time PCR 

Phương pháp Tên mồi/dò Trình tự nucleotide Nguồn 

Real-time PCR 

(DIV1-MCP- real-time 
PCR) 

142F 5'-AAT CCA TGC AAG GTT CCT CAG G-3 ' Qiu & cs. 
(2020) 

142R 5'-CAA TCA ACA TGT CGC GGT GAA C-3' 

Probe 5'-6 FAM-CCA TAC GTG CTCGCT CGG CTT CGG-TAMRA-3 ' 

Real-time PCR 

(DIV1-ATPase- real-
time PCR) 

SHIV-F 5′-AGG AGA GGG AAA TAACGG GAA AAC-3′ Qiu & cs. 
(2018) 

SHIV-R 5′-CGT CAG CAT TTG GTT CAT CCA TG-3′ 

SHIV- P (Probe) 5′- FAM-CTG CCC ATC TAA CAC CAT CTC CCG CCC- TAMRA -3′ 

Bâng 2. Các quy trình giám định DIV1 bằng Plasmid DNA với nồng độ probe khác nhau* 

Thành phần QT1-probe 0,1µM QT2-probe 0,15µM QT3-probe 0,2µM 

Nước cất 17.5 17.25 17 

2X Reaction Mix 25 25 25 

Mồi xuôi 142F (20µM) 1 1 1 

Mồi ngược 142R (20µM) 1 1 1 

Probe(10µM) 0,5 0,75 1 

Đối chứng âm DNA (tôm SPF)  3 3 3 

DNA (plasmid) 2 2 2 

Tổng 50 50 50 

Ghi chú: *: Chu trình nhiệt cho phân ứng realtime PCR theo hướng dẫn của Kit nhân gen QuantiTectR Probe 

PCR Kit (Qiagen): 50C - 2 phút, 95C - 15 phút, 40 chu kỳ: 95C - 15 giây 60C - 60 giây. 
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2.2.2. Phương pháp đánh giá, xác nhận giá 

trị sử dụng quy trình  

Độ nhạy phân tích 

Độ nhäy phân tích đþĉc xác định thông qua 

giĆi hän phát hiện (LOD - limit of detection) cûa 

phân Āng. LOD cho biết lþĉng bân sao cûa gen 

đích cûa virus DIV1 tối thiểu mà xét nghiệm 

phát hiện đþĉc trong một phân Āng (OIE, 

2019a). Méu đối Plasmid DNA chþa đoän gen 

đích đþĉc pha loãng theo cĄ số 10 vĆi nồng độ tÿ 

109 đến 100. Phân Āng realtime PCR đþĉc thăc 

hiện ć các méu vĆi các nồng độ plasmid-DNA đã 

pha loãng, mỗi nồng độ lðp läi 3 læn, vĆi thành 

phæn phân Āng và chu trình nhiệt lăa chọn sau 

khi đþĉc tối þu hoá. GiĆi hän phát hiện (LOD) 

là số lþĉng cûa bân sao plasmid täi độ pha loãng 

cuối cùng có 100% số méu lðp läi có phân Āng 

(OIE, 2019a; Toohey-Kurth & cs., 2020).  

Phân tích đường chuẩn và đánh giá hiệu 

suất của phân ứng real time PCR 

Các máy real-time PCR có chþĄng trình tă 

động xác lêp đþąng chuèn và các giá trị nhþ Hiệu 

suçt phân Āng (E), hệ số tþĄng quan R2 và độ dốc. 

Đþąng chuèn thể hiện mối quan hệ tþĄng quan 

giĂa chu kì ngþĈng (Ct) phát hiện vĆi nồng độ 

bân sao cûa gene đích có trong méu  

(Toohey-Kurth & cs., 2020; Johnson & cs., 2013). 

Đþąng chuèn đþĉc biểu diễn bìng đþąng 

tuyến tính: y = mx + b, trong đó: y: biểu thị giá 

trị Ct; x: log nồng độ bân sao cûa gen đích virus 

DIV1; m: độ dốc. 

Hiệu suçt phân Āng E% bìng công thĀc:  

E% = [10-1/slope -1] × 100%. Hiệu suçt cûa phân 

Āng realtime PCR đät yêu cæu khi: E có giá trị 

trong khoâng 90% đến 105-110%, Độ dốc có  

giá trị trong khoâng tÿ -3,1 đến -3,6 và R2 có giá 

trị ≥ 0,98 

Độ đặc hiệu phân tích của phân ứng 

realtime PCR  

Độ đðc hiệu phân tích cûa phân Āng 

realtime PCR trong phát hiện DIV1 là khâ nëng 

phát hiện duy nhçt đối vĆi sinh vêt mýc tiêu 

DIV1 mà không có phân Āng chéo vĆi các sinh 

vêt gây bệnh phổ biến ć tôm và bộ gen cûa méu 

tôm säch bệnh.  

Để đánh giá độ đðc hiệu cûa phân Āng 

reatime PCR phát hiện DIV1 có độ đðc hiệu cao, 

các méu tôm dþĄng tính vĆi các nhân gây bệnh 

bệnh Đốm tríng (WSSV), Hoäi tā gan týy cçp 

(AHPND), vi bào tā trùng (EHP), hoäi tā dþĆi 

vỏ và cĄ quan täo máu (IHHNV) và méu âm 

tính tÿ tôm säch bệnh đþĉc lþu giĂ và cung cçp 

bći Trung tâm Chèn đoán Thú y Trung þĄng 

đþĉc sā dýng để đánh giá. Thí nghiệm đþĉc lðp 

läi 3 læn vĆi mỗi méu mæm bệnh dþĄng tính và 

méu tôm säch bệnh.  

Mức độ ổn định/ biến thiên của phân ứng 

Độ lðp läi cûa thā nghiệm là thþĆc đo să 

thống nhçt cûa các kết quâ trong và giĂa các læn 

xét nghiệm khi sā dýng một phþĄng pháp thā 

nghiệm, trên cùng thiết bị, hóa chçt, cùng 

phòng thí nghiệm khi đþĉc thăc hiện bći một 

hay nhiều ngþąi khác nhau. Trong nghiên cĀu 

này hai cán bộ cûa Trung tâm Chèn đoán Thú y 

Trung þĄng đþĉc giao để thăc hiện cùng quy 

trình và đánh giá đánh giá thông qua hệ số biến 

thiên (CV) hay độ lệch chuèn tþĄng đối (RSD), 

theo công thĀc:     
 

SD 100
RSD % CV %

x
, 

trong đó: 
 





2

i
x x

SD
n 1

. Trong đó SD: độ 

lệch chuèn; n: số læn thí nghiệm; xi: Giá trị tính 

đþĉc cûa læn thā nghiệm thĀ “i”; x : Giá trị trung 

bình cûa các læn thā nghiệm. Giá trị RSD hay  

CV <15% có thể đþĉc chçp nhên (Eileen, 2010). 

So sánh kết quâ liên phòng  

Thăc hiện so sánh liên phòng vĆi các phòng 

thí nghiệm khác (xét nghiệm tái lðp) khi quy 

trình xét nghiệm áp dýng vĆi trang thiết bị, 

nguyên liệu täi phòng thí nghiệm khác cho kết 

quâ xét nghiệm tþĄng đồng đâm bâo kết quâ có 

tính thống nhçt và ổn định, có thể là giâi pháp 

thay thế việc thăc hiện giai đoän hai cûa quá 

trình phê duyệt phþĄng pháp (OIE, 2019a. 

Chapter 1.1.2). 

Để đánh giá mĀc độ chính xác cûa quy trình 

reatime PCR sā dýng Plasmid DNA để xét 

nghiệm DIV1 đã xåy dăng, bộ méu bao gồm méu 

02 plasmid DNA (méu dþĄng), 01 méu âm tính 

(DNA tÿ tôm säch bệnh) đþĉc bâo quân và gāi tĆi 

các các phòng thí nghiệm trong trong hệ thống 
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cûa Cýc Thú y gồm Chi cýc Thú y Vùng II 

(RAHO2), Vùng III (RAHO3), Vùng VI (RAHO6) 

và Vùng VII (RAHO7) để xét nghiệm theo quy 

trình đã xåy dăng vĆi các trang thiết bị, nguyên 

liệu sïn có, kết quâ sẽ đþĉc đối sánh kết quâ vĆi 

kết quâ thăc hiện täi Trung tâm Chèn đoán Thú 

y Trung þĄng (NCVD). Quy trình cüng đþĉc thăc 

hiện vĆi méu plasmid đối chĀng dþĄng chuèn 

đþĉc phòng thí nghiệm tham chiếu thuộc Trung 

tâm phòng chống bệnh têt, CISRO, Úc cung cçp.  

2.2.3. Xử lý số liệu 

Số liệu thu thêp tÿ các kết quâ nghiên cĀu 

đþĉc phân tích thống kê mô tâ trên phæn mềm 

Excel 2013 vĆi các giá trị ć däng giá trị trung 

bình ± SD. Kết quâ phån tích độ nhäy, độ đðc 

hiệu và độ ổn định cûa quy trình đþĉc thăc hiện 

trên các phæn mềm tích hĉp cûa máy reatime 

PCR (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 

System) sā dýng trong quá trình nghiên cĀu.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quâ xác định nồng độ probe tối ưu 

cho phân ứng realtime PCR sử dụng 

plamid để phát hiện DIV1 

Sau khi đánh giá kết quâ về mĀc độ phân 

Āng về Ct cûa 3 quy trình sā dýng probe ć các 

nồng độ pha loãng plasmid khác nhau, kết quâ 

thu đþĉc đþĉc trình bày ć bâng 3. 

Kết quâ bâng 3 cho thçy khi thăc hiện trên 

cùng méu pha loãng cûa plasmid, quy trình 3 

(QT3) có khâ nëng phát hiện tốt hĄn hĄn 2 quy 

trình còn läi. VĆi méu có nồng độ bân sao 

plasmid nhỏ nhçt (pha loãng đến 10-9) QT3 vén 

có phân Āng ć 1 trong 3 méu lðp läi. Nhþ vêy 

QT3 vĆi nồng độ probe cuối cùng 0,2µM có độ 

nhäy cao hĄn so vĆi QT1 và QT2 sā dýng nồng 

độ probe læn lþĉt là 0,15 và 0,1µM. Do đó, QT3 

đþĉc lăa chọn để tiếp týc đánh giá các giá trị sā 

dýng cûa phþĄng pháp. 

3.2. Kết quâ đánh giá độ nhạy phân tích 

3.2.1. Kết quả phân tích độ nhạy của DIV1-

MCP - real-time PCR 

Kết quâ phân Āng DIV1-MCP-real-time PCR 

theo QT3 vĆi méu Plasmid pUC57-DIV1 chĀa 

đăng gen MCP cûa DIV1 đþĉc pha loãng cûa tÿ 

1,36 × 109 đến 1,36 × 100 bân sao plasmid/phân 

Āng, mỗi nồng độ lðp läi 3 læn, méu đối chĀng 

âm là méu DNA tÿ tôm SPF. Kết quâ thể hiện ć 

hình 1 và hình 2. 

Kết quâ phân tích cho thçy ć nồng độ pha 

loãng cuối cùng tþĄng Āng vĆi 1,36 × 101 bân sao 

plasmid tçt câ 3 méu lðp läi (100% lðp läi) có 

phân Āng (giá trị Ct: 35,47; 37,24; 38,67). Nhþ 

vêy, giĆi hän phát hiện cûa DIV1-MCP-real-

time PCR là LOD = 13,6 bân sao plasmid DNA/ 

phân Āng. 

So sánh vĆi tiêu chèn đät cûa phân Āng 

realtime PCR vĆi E có giá trị trong khoâng 90% 

đến 105-110%, Độ dốc có giá trị trong khoâng tÿ 

-3,1 đến -3,6 và R2 có giá trị ≥ 0,98. Kết quâ xây 

dăng đþąng chuèn tÿ phæn mềm cûa máy 

Reatime PCR cho thçy kết quâ đþąng tuyến 

tính đþĉc xây dăng cho phân Āng DIV1-MCP-

real-time PCR là y = 40,85 -3,349x, có hệ số 

tþĄng quan cao R2 = 0,991, Độ dốc = -3,35 trong 

ngþĈng cho phép và hiệu suçt cao E = 98,9%. 

Nhþ vêy kết quâ cho thçy quy trình cûa phân 

Āng DIV1-MCP-real-time PCR có độ nhäy cao.

Bâng 3. Kết quâ giá trị Ct trung bình  

của các quy trình phân ứng thử nghiệm với các nồng độ probe được thử nghiệm 

Phương pháp Nồng độ Probe (µM) 
Hệ số pha loãng plasmid chứa gen đích của DIV1 

10
-4 

10
-5 

10
-6 

10
-7 

10
-8 

10
-9 

DIV1-MCP real-
time PCR 

QT1-probe 0,1µM 22,89 26,58 29,53 33,88 37,31 - 

QT2-probe 0,15µM 22,75 26,67 29,44 33,67 36,85 - 

QT3-probe 0,2µM 22,52 26,10 29,42 33,21 36,20 38,16 

DIV1-ATPase 
real-time PCR 

QT1-probe 0,1µM 23,15 27,01 29,67 34,89 37,73 - 

QT2-probe 0,15µM 23,03 26,39 29,07 33,76 36,45 - 

QT3-probe 0,2µM 22,55 26,07 29,02 32,95 36,35 39,22 
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Hình 1. Kết quâ phân tích độ nhạy của quy trình DIV1-MCP real-time PCR 

(LOD 1-10: 1,36 × 109 đến 13,6 × 100 bân sao plasmid/ phân Āng) 

 

Hình 2. Kết quâ xây dựng đường chuẩn  

và hiệu suất của phân ứng DIV1-MCP-real-time PCR 

3.2.2. Kết quả phân tích độ nhạy của DIV1-

ATPase real-time PCR 

Kết quâ phân Āng DIV1-ATPase real-time 

PCR theo QT3 vĆi méu Plasmid pUC-GW-Kan 

chĀa đăng gen ATPase cûa DIV1 đþĉc pha 

loãng cûa tÿ 1,43 × 109 đến 1,43 × 100 bân sao 

plasmid/phân Āng, mỗi nồng độ lðp läi 3 læn, 

méu đối chĀng âm là méu DNA tÿ tôm SPF. 

Kết quâ thể hiện ć hình 3 và hình 4. 

Kết quâ phân tích cho thçy ć nồng độ pha 

loãng cuối cùng tþĄng Āng vĆi 1,43 × 101 bân 

sao plasmid tçt câ 3 méu lðp läi (100% lðp läi) 

có phân Āng (giá trị Ct: 35,47; 37,24; 38,67). 

Nhþ vêy, giĆi hän phát hiện DIV1-ATPase 

real-time PCR là LOD = 14,3 bân sao plasmid 

DNA/phân Āng. 

So sánh vĆi tiêu chèn đät cûa phân Āng 

realtime PCR vĆi E có giá trị trong khoâng 90% 

đến 105%, Độ dốc có giá trị trong khoâng tÿ -3,1 
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đến -3,6 và R2 có giá trị ≥ 0.98. Kết quâ xây 

dăng đþąng chuèn tÿ phæn mềm cûa máy 

Reatime PCR cho thçy kết quâ đþąng tuyến 

tính đþĉc xây dăng cho phân Āng DIV1-ATPase 

real-time PCR là y= 40,335-3,513x, có hệ số 

tþĄng quan cao R2 = 0,997, vĆi độ dốc = -3.51 

thuộc ngþĈng cho phép và Hiệu suçt đät yêu 

cæu E = 92,6%.  

3.3. Kết quâ phân tích độ đặc hiệu của 

phân ứng 

Kết quâ kiểm tra câ 2 quy trình DIV1-

MCP-real-timePCR và DIV1-ATPase real-

timePCR cho các méu tôm dþĄng tính vĆi vĆi 

WSSV, IHHNV, AHPND, EHP đþĉc thể hiện ć 

hình 5. 

 

Hình 3. Kết quâ phân tích độ nhạy của quy trình DIV1-ATPase real-time PCR 

(LOD 1-10: 1,43 × 109 đến 1,43 × 100 bân sao plasmid/1 phân Āng) 

 

Hình 4. Kết quâ xây dựng đường chuẩn  

và hiệu suất của phân ứng DIV1-ATPase real-time PCR 
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Ghi chú: A: DIV1-MCP-real-timePCR; B: DIV1-ATPase real-timePCR; Mẫu 1-3: Dương tính với WSSV;  

Mẫu 4-6: Dương tính với IHHNV; Mẫu 7-9: Dương tính với AHPND; Mẫu 10-12: Dương tính với EHP; P: Đối 

chứng dương plasmid; N: Đối chứng âm. 

Hình 5. Kết quâ phân tích độ đặc hiệu của 2 quy trình realtime PCR 

 
 

Ghi chú A: Độ nhạy phân tích (LOD) 5-10: 1,36 × 105 đến 13,6 bân sao plasmid/phân ứng; 11: Đối chứng âm; 

B: Đường chuẩn và hiệu suất. 

Hình 6. Xét nghiệm lặp lại DIV1-MCP real-time PCR  

  

Ghi chú: A: Độ nhạy phân tích (LOD) 5-10: 1,43 × 105 đến 1,43 × 100 bân sao plasmid/ phân ứng; 11: Đối chứng 

âm. B: Đường chuẩn và hiệu suất. 

Hình 7. Xét nghiệm lặp lại DIV1-ATPase real-time PCR 
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Bâng 4. So sánh liên phòng kết quâ xét nghiệm DIV1 

Phương pháp Ký hiệu mẫu 
Kết quả phát hiện 

NCVD RAHO 2 RAHO 3 RAHO 6 RAHO 7 

DIV1-MCP  
real-time PCR 

DIV-1 Dương tính Dương tính Dương tính Dương tính Dương tính 

DIV-2 Dương tính Dương tính Dương tính Dương tính Dương tính 

DIV-3 Âm tính Âm tính Âm tính Âm tính Âm tính 

DIV1-ATPase  
real-time PCR 

SHIV-1 Dương tính X X Dương tính Dương tính 

SHIV-2 Dương tính X X Dương tính Dương tính 

SHIV-3 Âm tính X X Âm tính Âm tính 

Ghi chú: X: Không xét nghiệm. 

Bâng 5. Giá trị Ct của mẫu tham chiếu liên phòng giữa NCVD và CISRO  

 
Ký hiệu mẫu  

từ PTN tham chiếu 

Kết quả xét nghiệm theo QT của NCVD Kết quả tham chiếu 
(CISRO) Lần 1 Lần 2 

DIV1-MCP real-time PCR 2009-02-1003 32,2 31,3 33,6 

2009-02-1004 26,3 26,6 27,1 

Neg - -  

DIV1-ATPase real-time PCR 1812-07-1002 21,7 22,4 25,6 

1812-07-1004 26,9 28,7 32,4 

Neg - -  

Bâng 6. Tổng hợp kết quâ đánh giá  

giá trị sử dụng phương pháp DIV1-MCP real-time PCR và DIV1-ATPase real-time PCR  

Thông số Tiêu chí đánh giá (tham khảo) Kết quả 

Độ đặc hiệu phân tích (ASp) Không có phản ứng chéo với các vi sinh vật gây bệnh phổ biến ở 
tôm và nền mẫu  

Đạt 

Độ nhạy phân tích (ASe) - LOD   

DIV1-MCP realtime PCR 1,2 bản sao (Qiu & cs., 2020) 13,6 bản sao/pư  

DIV1-ATPase real-time PCR 4 bản sao (Qiu & cs., 2018) 14,3 bản sao/pư 

Hiệu suất (E) 90 ≤ E ≤ 105-110% (Toohey-Kurth & cs., 2020; Johnson & cs., 2013) 

E = 106,8% (Qiu & cs., 2020) ; E = 100,8% (Qiu & cs., 2018) 

E = 92,5-104,5% 

Hệ số tương quan (R) R
2
 ≥ 0,99 (Toohey-Kurth & cs., 2020; Johnson & cs., 2013). Đạt (R

2
 = 0,991 và 0,997) 

Độ lặp lại CV ≤ 15% (Eileen, 2010) Đạt 

So sánh liên phòng  Tương đồng  Đạt 

 

Kết quâ phân tích cho thçy câ hai quy trình 

xét nghiệm DIV1-MCP-real-timePCR và DIV1-

ATPase real-time PCR đều có độ đðc hiệu cao vĆi 

DIV1, không gây kết quâ dþĄng tính giâ hay 

phân Āng chéo vĆi các bệnh thþąng gðp trên tôm.  

3.4. Kết quâ phân tích mức độ ổn định/ biến 

thiên của phân ứng 

Quy trình real-time PCR xét nghiệm DIV1 

đþĉc thăc hiện lðp läi bći nhân viên khác nhau, 

täi thąi điểm khác nhau trong cùng phòng thí 

nghiệm cûa Trung tâm Chèn đoán thú y Trung 

þĄng. Kết quâ về mĀc độ ổn định đþĉc thể hiện 

ć hình 6 và 7. 

Kết quâ phân tích, hệ số biến thiên (CV) 

giĂa hai læn xét nghiệm cûa hai nhån viên đều 

cho CV < 15%, độ lệch chuèn thçp < 10% giá trị 

trung bình. Kết quâ này cho thçy kết quâ real-
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time PCR có mĀc độ ổn định cao giĂa các læn xét 

nghiêm lðp läi vĆi mĀc độ biến thiên nìm trong 

giĆi hän cho phép.  

3.5. Kết quâ đối sánh liên phòng  

Kết quâ phân tích và so sánh liên phòng vĆi 

4 phòng thí nghiệm Chi cýc Thú y Vùng II, 

Vùng III, Vùng VI và Vùng VII sā dýng quy 

trình xét nghiệm DIV1 tÿ kết quâ thiết lêp và 

tối þu ć nghiên cĀu này đþĉc thể hiện ć bâng 4. 

Nhþ vêy kết quâ so sánh liên phòng cho 

thçy să tþĄng đồng cao về kết quâ xét nghiệm 

giĂa đĄn vị xây dăng và tối þu hoá quy trình 

(NCVD) và các phòng thí nghiệm täi các chi cýc 

thú y vùng 2, 3, 6 và 7, chĀng tỏ mĀc độ đâm 

bâo về tính chính xác cûa quy trình xét nghiệm 

và có thể Āng dýng täi các phòng thí nghiệm ć 

Việt Nam.  

Kết quâ tham chiếu về giá trị Ct cûa méu 

Plamid phòng thí nghiệm tham chiếu cûa Trung 

tâm phòng chống bệnh têt, CISRO, Úc đþĉc 

trình bày ć bâng 5. 

Kết quâ đối sánh liên phòng cho thçy kết 

quâ phân tích 2 méu dþĄng và 1 méu âm cho kết 

quâ tþĄng đồng giĂa hai phòng thí nghiệm. Về 

giá trị Ct ć kết quâ phân tích méu theo DIV1-

MCP real-time PCR có să tþĄng đồng cao hĄn so 

vĆi giá trị Ct ć kết quâ phân tích méu theo DIV1-

ATPase real-time PCR. Tuy nhiên să chênh lệch 

là không đáng kể, hệ số biến thiên (CV) < 15%. 

Kết quâ xét nghiệm DIV1 âm tính ć méu 

tôm dþĄng tính vĆi WSSV, IHHNV, VAHPND 

và EHP, cho thçy hai phþĄng pháp real-time 

PCR không có phân Āng chéo vĆi các tác nhân 

phổ biến gây bệnh ć tôm, khîng định DIV1-

MCP real-time PCR và DIV1-ATPase real-time 

PCR có độ đðc hiệu cao.  

GiĆi hän phát hiện LOD 100% cûa hai 

phþĄng pháp real-time PCR thăc hiện täi phòng 

thí nghiệm cûa Trung tâm Chèn đoán thú y 

Trung þĄng læn lþĉt là 13,6 và 14,3 bân sao 

plasmid DNA/phân Āng. Thăc tế, độ nhäy phân 

tích trong nghiên cĀu này thçp hĄn so công bố 

cûa tác giâ trþĆc đó, điều này có thể do nguyên 

liệu sā dýng và bộ kit xét nghiệm khác nhau. 

Tuy nhiên, kết quâ này tþĄng đồng vĆi một số 

phþĄng pháp real-time PCR đþĉc OIE khuyến 

cáo áp dýng phát hiện các tác nhân gây bệnh 

phổ biến ć động vêt thuỷ sân và động vêt trên 

cän nhþ real-time PCR phát hiện vi khuèn gây 

hội chĀng gan týy cçp (VpAHPND) (Han & cs., 

2015), virus IHHNV (Tang & Lightner, 2001) và 

IMNV (OIE, 2023) có LOD là 10 bân sao 

plasmid/phân Āng). Real-time PCR phát hiện 

phát hiện TSV có LOD là 100 bân sao plasmid/ 

phân Āng (Han & cs., 2015).  

Hai phþĄng pháp real-time PCR có hiệu 

suçt phân Āng cao (E = 92,5-104,5%) khi xét 

nghiệm phát hiện DIV1 ć méu tôm. Kết quâ cûa 

phân Āng ổn định qua các læn xét nghiệm lðp läi 

và tþĄng đồng giĂa các phòng thí nghiệm.  

4. KẾT LUẬN 

Hai phþĄng pháp real-time PCR phát hiện 

DIV1 sā dýng plasmid chĀa gen MCP và ATPase 

cûa DIV1 đã đþĉc xây dăng và tối þu hoá thành 

công, có hiệu suçt, độ nhäy phån tích, độ đðc hiệu 

phân tích cao. Kết quâ cûa phân Āng ổn định qua 

các læn xét nghiệm lðp läi và tþĄng đồng giĂa các 

phòng thí nghiệm trong và ngoài nþĆc.  

DIV1-ATPase real-time PCR và DIV1-MCP 

real-time PCR là hai quy trình phát hiện gen 

đích khác nhau (ATPase và MCP), do đó có thể 

sā dýng kiểm tra chéo trong trþąng hĉp méu có 

kết quâ xét nghiệm nghi ngą.  
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