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L&i n6i dau
TCVN 10781:2015 hoan toan twong dwong véi ISO/TS 13136:2012;

TCVN 10781:2015 do Ban ky thuat tiéu chudn qudc gia TCVN/TC/F13
Phuong phép phén tich va ldy mau bién soan, Téng cuc Tiéu chuan Do luvéng

Chét lwong tham dinh, Bd Khoa hoc va Coéng nghé céng bb.
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Loi gi¢i thiéu

Escherichia coli sinh doc tb Shiga (STEC) la E. coli gdy bénh cé thé gay tiéu chay ciing nhw cac bénh
nghiém trong hon & ngu®i nhw xuat huyét dai trang va hdi chirng ure huyét cao-tan huyét (HUS). Méac
du STEC ¢6 thé thudc vé mét lwong I6n cac nhdm huyét thanh, cac nhém huyét thanh nay lién két
virng ch&c v&i phan Ién cac dang bénh, cu thé |a HUS, thudc nhdm huyét thanh 0157, 0111, 0103 va
0145 (Tai liéu tham khao [1]).

Tiéu chun nay s dung cac danh phap dwéi day:
—  stx: cac gen sinh ddc té Shiga (d6ng nghia vé&i vxb);
—  Stx: doc tb6 Shiga ( ddng nghia véi Vix: Verocytotoxin);

—  STEC: Escherichia coli sinh doc tb Shiga (déng nghia véi VTEC: Escherichia coli sinh Verocytotoxin).
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Vi sinh vat trong thwc pham va thirc an chan nuéi — Phwong phap
phat hién vi sinh vat gay bénh trong thwc pham bang phan trng
chudi polymerase (PCR) th&i gian thwc — Phéat hién Escherichia
coli sinh doc té Shiga (STEC) va xac dinh cac nhém huyét thanh
0157, 0111, 026, 0103 va 0145

Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection
of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and the determination of

0157, 0111, 026, O103 and O145 serogroups

CHU Y — Can xem xét moi STEC c6 kha ning gay bénh cho ngwi va cé kha niang gay bénh
nghiém trong phu thudc vao hd so nguy co clia thwe pham (thwc pham &n lién véi thwe phadm
dworc tiéu thu sau khi xtr ly cong nghé nhw tiét tring, nau chin v.v... dé giam thiéu vi khuan cé

trong thwc pham) va tinh trang strc khée ctia ngwoi tiéu thu thwe pham do.

Ngoai ra, cac loai vi khuan nay cé bé gen véi tinh mém déo cao, c6 thé cé bé tri khac la ctia gen
déc c6 kha ning lam tang cac nhém huyét thanh gay bénh méi nhw E. coli 0104 sinh déc t6
Shiga gay bénh dinh ruét lam xay ra dich HUS bung phat & Dirc va Phap vao thang 5 va thang 6
nam 2011. E. coli thuéc cac nhém cé kiéu huyét thanh khong dién hinh méi cé thé sinh ra twr

mot thwe khuan stx-cai bién b&i mét ching E. coli thuéc cac nhém gay bénh khac véi STEC.
Cac chung khéng dién hinh d6 ndm trong pham vi ap dung cua tiéu chuan nay va cé thé phat
hién dwoc vi ching khang dinh sw cé6 mét cta cac gen stx.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh viéc nhan biét Escherichia coli sinh doc t6 Shiga (STEC) bang cach phat hién

cac gen dwoi day:
a) cac gen doc chinh cua STEC, stx va eae (Tai liéu tham khao [2][3]);

b) cac gen lién quan dén cac nhom huyét thanh 0157, 0111, 026, 0103 va 0145 (Tai liéu tham khao
[3114])-
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Trong moi trwéng hop, khi moét hodc ca hai gen stx dwoc phat hién thi cAn phan 1ap ching.

Viéc phan lap STEC tir cac mau khang dinh dwong tinh véi sy c6 mét cla cac gen quy dinh cac nhém
huyét thanh trong pham vi ap dung cua tiéu chuan nay cé thé dwoc thuc hién dé dang bang cach st
dung cac k¥ thuat tdng sinh nhdm huyét thanh dac hiéu [vi du: k§ thuat phan tach mién dich-tir tinh

(immunomagnetic separation-IMS)].

Nguyén tic str dung phan (rng chudi polymerase thoi gian thuc (real-time PCR) la cong nghé chuan dé

phat hién cac gen déc va cac gen lién két nhdm huyét thanh.
Tiéu chuan nay ap dung cho:
1) céac san phdm dung cho ngudi va dung lam thire &n chan nudi;
2) cac mau mdi trwong trong khu vire san xuét va ché bién thuwc pham;
3) cac mau méi trwdng trong khu vire san xuét ban dau.
2 Tailiéu vién dan
Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi

nam céng bd thi ap dung phién ban dwoc néu. Di véi cac tai liéu vien dan khdng ghi nam céng bé thi

ap dung phién ban méi nhét, bao gém ca céac stra dbi, bd sung (néu co).

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vét trong thuc phdm va thire &n chdn nubi — Yéu cau chung va hudng

dan kiém tra vi sinh vat.

TCVN 7682 (ISO 20838), Vi sinh vét trong thuc phédm va thic &n chdn nubi — Phan (ng chudi
polymeraza (PCR) dé phét hién sinh véat gay bénh ttr thuc pham — Yéu cau vé khuéch dai va phat hién

dbi véi céc phuong phap dinh tinh.

ISO 22174, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction (PCR) for the
detection of food-borne pathogens — General requirements and definitions (Vi sinh vét trong thuc phadm
va thire &n chan nudi — Phan ung chudi trung hop dé phat hién sinh véat géy bénh tir thuc phédm — Yéu

cau chung va dinh nghia).

3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuan nay s dung cac thuat ngi¥ va dinh nghia sau:

3.1
Escherichia coli sinh doc té Shiga (Shiga toxin-producing Escherichia coli)
STEC

Cac chidng E. coli c6 chivra cac gen ma hoa Stx.
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3.2

Escherichia coli sinh doc té6 Shiga gay tén thwong két dinh va pha huy/STEC gay ton thwong
dang két dinh va pha huy (Shiga toxin-producing Escherichia coli causing the attaching and effacing
lesion)/(STEC causing attaching and effacing lesion)

Cac chung E. coli co cac gen ma hda Stx va cac gen eae ma hoéa intimin.

CHU THICH: Su két hop nay clia cac gen doc la thuong lién quan dén hau hét voi cac dang bénh nghiém trong gay ra bi
STEC.

3.3

Escherichia coli sinh ddc t6 Shiga thuéc cac nhém huyét thanh cé kha nang gay bénh cao/STEC
thuéc cac nhém huyét thanh cé kha nang gay bénh cao (Shiga toxin-producing Escherichia coli
belonging to highly pathogenic serogroups)/(STEC belonging to highly pathogenic serogroups)

Céc chiing E. coli c6 cac gen ma hoa Stx, gen eae ma hda intimin va thuéc moét trong cac nhém huyét
thanh 0157, 0111, 026, 0103 va 0145.

CHU THICH Céc dinh nghia tir 3.1 dén 3.3 dwoc tdng hop tir cac di liéu dich té& hoc vé bénh gay ra bdi STEC do cac té
chtrc nhw Trung tam Kiém soat Dich bénh Hoa Ky quan ly, tai Chau Au do Trung tdm Phong chéng va Kiém soat Dich bénh

Chau Au va Co quan An toan Thyc phdm Chau Au quan ly.

4 Nguyén tac

4.1 Yéu cau chung

Phwong phap quy dinh bao gém cac bwéc trinh tw nhw sau:
a) tang sinh vi khuan;

b) tach chiét axit nucleic;

c) phat hién cac gen doc;

d) phat hién cac gen lién quan dén nhom huyét thanh;

e) phan lap tir cac mau dwong tinh.

Hinh A.1 1a so d& quy trinh sang loc.

4.2 Tang sinh vi khuan

Tang sb lwong cac té bao STEC can phat hién bang cach G phan mau thir trong méi trwdng dinh

dwdng 1éng khong chon loc dwgc chon tu:

a) canh thang trypton-dau twong cai bién (canh thang trypton-dau twong cé bd sung mudi mat Sé 3
1,5 g/l, mTSB) ¢ bb sung novobiocin (MTSB+N) 16 mgl/l.



TCVN 10781:2015
b) nwdc dém pepton (BPW);

c) canh thang trypton-dau twong cai bién (canh thang trypton-dau twong cé bé sung mubi mat Sé 3

1,5 g/l, mTSB) ¢c6 bb sung acriflavin (mTSB+A) 12 mg/l dé phan tich siva va cac san pham sira.

Can str dung mTSB khi phan tich cac nén mau nghi ngd c6 mure vi sinh vat nhiém ban cao. Novobiocin
va acriflavin (rc ché sw phat trién cla cac vi khudn Gram dwong va thic day sy phat trién cta té bao
Gram am, bao gdbm ca STEC. BPW duoc str dung dé phan tich cac mau duoc coi la cé chiva vi khuén
dich bi trc ché (vi du: cac san phadm déng lanh) dé& phuc hdi cac t& bao STEC bj (rc ché va cac mau dy

kién mirc vi sinh vat nhi&m ban thap hon murc vi sinh vat nhiém ban trong mau tuoi.

CHU THICH: Viéc bd sung novobiocin con gay tranh cai va da dwoc nhiéu tac gid nghién clru. Thuc té quan sat cho thay
ndng d6 e ché tbi thidu clia khang sinh déi véi STEC khong phai 0157 1a thdp hon so véi cac ching 0157 (Tai liéu tham
kh&o [5]). Viéc bd sung novobiocin vao mTSB téng sinh & ndng d6 théng thwérng 20 mg/ml, nhw quy dinh trong TCVN 7686
(1SO 16654)" dwdng nhw lam e ché sy phat trién khoang mdt phan ba cac chiing khéng phai 0157 (Tai liéu tham khao [6])
lam tang nguy co cho két qua am tinh gia.

4.3 Tach chiét axit nucleic

Téch chiét axit nucleic theo cac yéu cau cla hé théng phat hién da s dung.

4.4 Gen dich

Axit nucleic da tinh sach dwoc st dung dé phat hién cac gen dich dwéi day:

— céc gen doc chinh clia STEC: gen stx, ma héa cac doc t Shiga va gen eae, ma héa protein cé khdi
lwong 90 kDa, intimin lién quan dén sy két dinh va co ché pha hiy sy két dinh, d&c diém dién hinh cta
cac chiing STEC gay bénh. Cac gen stx ma héa mét ho cac doc té6 bao gbm hai kiéu chinh: stx1 va
stx2. stx2 gbm bay bién thé dwoc cdng nhan (il stx2a dén stx2g) (Tai liéu tham khao [22]). Chi c6 cac
bién thé stx2a, stx2b, stx2c dwgc tim thdy 1a dwoc sinh ra bdi cac chiing STEC néu trong Diéu 1, vi
vay tao thanh cac gen ma hoa Stx dich néu trong tiéu chuan nay. S lwong bd sung vao Ngan hang

Gen twong (rng v&i cac gen ma hda bién thé stx2 1a:
— stx2a: X07865
— stx2b: L11078
— stx2c: M59432

— gen eae ma héda intimin.

— céac gen rfbE(0157), wbdl(0111), wzx(026), ihp1(0145) va wzx(0103) dwoc nhan biét theo cac

nhém huyét thanh twong tng.
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4.5 Phat hién
Tién hanh phat hién cac gen dich theo hé thdng phat hién da dwoc st dung.
4.6 Phanlap

Néu nghi ngdr c6 mat STEC thi tién hanh phan 1ap. Néu phat hién c6 mét trong cac nhém huyét thanh
duwoc quy dinh trong pham vi 4p dung cla tiéu chuan nay thi tién hanh tang sinh nhém huyét thanh dac
hiéu (vi du: IMS) bang cach nudi cay trén thach trypton-mat-glucuronic (TBX) hodc méi trwérng chon loc
d&c trwng néu cd (xem Phu luc F, Cha thich 2 va Chu thich 3) dé tao thuan tién cho viéc phan lap
STEC ra khdi hé vi sinh vat nén.

5 Dich pha lodng, méi triré'ng nuéi cay va thudc thir

Chi st dung thudc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc cét vé trung hodc nwédc da khir khoang hoac

nuwdc co chat lwong twong dwong, trir khi co quy dinh khac.
5.1 Méi trwong nudi cay

5.1.1 Canh thang trypton-dau twong cai bién (mTSB)
5.1.1.1 MGéi trwong co ban

Thanh phan va pH

San pham phan hly tir casein bang enzym 179

San pham phan hiy tir dau twong bang enzym 39
D(+)-Glucose 25¢g

Natri clorua 59

Dikali hydrophosphat (K;HPO,) 449

Mudi mat S6 3 159

Nwéc dén 1 000 ml
pH 7,4 £0,2

Chuan bij

Hoa tan cac thanh phan hoac méi trwong khan trong nwéde. Dung may do pH, chinh pH dén pH 7,4 £ 0,2
& 25 °C va khty trung bang néi hap & 121 °C trong 15 min.
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5.1.1.2 Dung dich novobiocin

Thanh phan

Novobiocin 0,16 g
Nwoc 10 ml
Chuan bij

Hoa tan novobiocin trong nwéc va khir tring bang cach loc qua mang loc ¢& 16 0,22 pm hoéc 0,45 pm.
Chuén bi dung dich nay trong ngay s dung.

5.1.1.3 Dung dich acriflavin

Thanh phan

Acriflavin 0,12g
Nwoc 10 ml
Chuan bi

Hoa tan acriflavin trong nwéc va khir trung bang cach loc qua mang loc ¢& 16 0,22 pm hodc 0,45 pm.
Chuén bi dung dich nay trong ngay s dung.
5.1.1.4 Chuan bi méi trwéng hoan chinh

Ngay trwdc khi str dung, cho 1 ml dung dich novobiocin (5.1.1.2) hoac dung dich acriflavin (5.1.1.3) vao
1 000 mI mTSB (5.1.1.1) da lam lanh.

Néng dd cubi ciia novobiocin phai la 16 mg/l mTSB.
Néng dé cubi clia acriflavin phai la 12 mg/l mTSB.
5.1.2 Nwéc dém pepton (BPW)

Thanh phan va pH

Pepton 10g
Natri clorua 5049
Dinatri phosphat (Na;HPO,) 3,59

Kali dihydrophosphat (KH.PO,) 1,59
Nuoc dén 1 000 ml

pH7,0+0,2

10
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Chuan bij

Hoa tan cac thanh phan hoac bét khd trong nwéc. Dung may do pH, chinh pH dén pH 7,0 + 0,2 &
25 °C, sir dung bang may do pH va tiét tring bang ndi hdp & 121 °C trong 15 min.

5.2 Thuéc thir dung dé tach chiét axit nucleic

Thudc ther dung dé tach chiét axit nucleic khéng duoc liét ké & day ma phu thudc vao phwong phap da

dwoc chap nhan (9.3).

5.3 Thubc thtr dung cho PCR

Xem TCVN 7682 (ISO 20838).

5.3.1 Oligonucleotid (moi) va mau do phat hién

Céac mdi va mau do dung dé phat hién cac trinh tw gen dich dac hiéu bang PCR chuén va real-time
PCR duorc liét ké trong Phu luc C va Phu luc E.

6 Thiét bi, dung cu

Chi str dung céc thiét bi, dung cu phong thtr nghiém vi sinh [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] va cu thé

nhuv sau:

6.1 Noi cach thay hodc khéi én nhiét, c6 thé duy tri & nhiét do dén 100 °C.
6.2 Ta am, theo TCVN 6404 (ISO 7218), c6 thé duy tri & nhiét do 37 °C + 1 °C.
6.3 Thiét bi tach chiét axit nucleic

Thiét bi thich hop phu thudc vao phwong phap dwoc chip nhan (néu can).

6.4 Pipet, dung tich t&r 1 ul d&n 100 pl, pht hop vé ISO 7550.1°)

6.5 Ong nghiém nhé real-time PCR c¢6 thanh méng (0,2 ml/0,5 ml éng phén (ng), khay vi thé PCR

nhiéu giéng ho&c dung cu bang chat déo trong subt thich hop khac dung mét 1an.

6.6 Chu trinh nhiét. Mot sb loai thiét bi c6 s&n va cé thé lwa chon theo nguyén tac cla phong thiy

nghiém.
6.7 Thiét bi phat hién san pham PCR
Phat xa anh sang sau phép thtr PCR 5’ nuclease bang thiét bj real-time PCR.

6.8 BO tron kiéu nhu déng, cé cac tui vo tring, co thiét bj diéu chinh téc d6 va thoi gian.

11
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7 Lay mau

Viéc lay mau khdng quy dinh trong tiéu chuén nay. Xem céc tiéu chuén cu thé dbi véi san pham cé lién

quan hoac cac quy dinh cu thé. Néu khdng, cac bén cd lién quan can thda thuan vé van dé nay.

M3u glri dén phong thtr nghiém phai 1a mau dai dién. Mau khéng bi hw hdng trong subt qué trinh bao

quan ho&c van chuyén.

8 Chuén bj miu thir

Chuén bi mau thir theo tiéu chuan cu thé ddi vdi sdn phadm cd lién quan. Néu khéng, cac bén cé lién

quan can thda thuan vé van dé nay.

9 Cach tién hanh
9.1 Phan mau thir va huyén phu ban dau
9.1.1 Yéu cau chung

S dung lwong méi trwéng téng sinh can thiét dé thu dwoc dung dich pha lodng cubi cung 107" cla

phan méau tht ban dau.
9.1.2 Dbi vé&i cac nén mau gia dinh cé hé vi sinh vat nén & mirc cao

Dbi v&i cac nén mau dang rén, chuyén phan méau thi (x g) trong diéu kién vo trung vao tdi cta bd tron
nhu déng c6 chira sé&n 9x ml mTSB da dwoc bd sung novobiocin hodc acriflavin (5.1.1.4). Tét nhét 1a

dung cac tui co loc.
DPdng héa mau trong bd trén nhu ddng [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] (6.8).

Dbi v&i cac nén mau dang 16ng, dung pipet vo tring chuyén phan mau thir (x ml) vao éng hoac lo cé

chira s&n 9x ml mTSB tang sinh d& dwoc bd sung novobiocin hoac acriflavin (5.1.1.4).
9.1.3 Doi vé&i cac nén mau gia dinh c6 vi khuan dich bj trc ché

Dé cac san phdm déng lanh ra dong & nhiét dd phong, sau d6 chuyén phan mau the (x g hodc x ml)

sang tui cGa bd trén nhu déng hodc éng cé chira sé&n 9x ml BPW (5.1.2) va tién hanh nhuw trén.
9.2 Tang sinh

9.21 U

U tdi cGa bo trén nhu ddng, édng hodc lo (9.1.2) & 37 °C + 1 °C trong 18 h dén 24 h.

12
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9.2.2 Kiém soat qua trinh (d6i v&i real-time PCR)
Thuwc hién kiém soat qua trinh theo 1SO 22174.

Hwéng dan vé viéc kiém soat khuéch dai bén trong (IAC) va kiém soat qua trinh néu trong Phu luc D va
C.3.8.

9.3 Tach chiét axit nucleic

S dung quy trinh tach chiét axit nucleic thich hop dbi v&i vi khudn Gram am. Tat ca cac phwong phap
c6 trong Tai liéu tham khao [10]. Ngoai ra, cé thé st dung cac bo kit thwong mai theo huwéng dan cla

nha san xuat.

9.4 Khuéch dai PCR (d6i véi real-time PCR)

9.4.1 Yéu cau chung

Phwong thuc khuéch dai PCR dwoc quy dinh dwa trén khuéch dai real-time PCR.

Thuc hién tit ca cac yéu cau dbi véi phwong thirc khuéch dai PCR theo quy dinh trong TCVN 7682
(ISO 20838).

Céac mdi va cac mau do phat hién dbi véi real-time PCR dwoc quy dinh trong Phu luc E.
9.4.2 Phat hién cac san pham PCR

Anh sang phat xa ngay khi sinh ra trong qua trinh khuéch dai dwoc bat gitr bang thiét bi.
9.4.3 Dién giai cac két qua PCR

Cac két qua PCR thu dwoc, bao gbm ca cac kiém soat quy dinh trong I1SO 22174 va trong Phu luc D
duoc gidi thich bang phan mém két ndi vai thiét bi. Trong subt qua trinh khuéch dai, phan mém giam
sat qua trinh khuéch dai PCR 5’ nuclease bang phan tich phat xa huynh quang ctia chat mau chi thi dbi
véi tirng mau, R,.. AR, la R, trir di cwéng dd mau cia dwdng nén dworc thiét 1ap trong vai chu trinh dau
tién. Vao cudi chu trinh PCR, phan (ng dwoc coi la dwong tinh, néu dwong AR, vuot qua nguwdng,
duoc xac dinh bang 10 1an do léch chudn cla phat xa dwdng nén trung binh tinh dwoc gitra vai chu
trinh dau tién. Nguwéng chu trinh, C;, dwoc xac dinh la sb chu trinh ma tai d6 gia tri huynh quang AR,

clia mau vwot qua gia tri ngwdng xac dinh dwoc.

Néu céc gia tri khéng rd rang, thi kiém tra lai duwéng phat xa. Cac mau dwong tinh cho db thi tang rd vé

sw phat huynh quang, bat dau tlr mét sé chu trinh twong &ng véi C.

Néu cac kiém soat cho két qua khdng nhw dy doan thi 13p lai quy trinh.

13
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Phwong phap nay dwoc thuc hién theo cac bwdc lién tiép (xem so d6 trong Hinh A.1) nhw sau:

— buwéc 1: phat hién cac gen ma héa Stx va gen eae (phuwong phap PCR A trong Phu luc E — buwéc

nay ciing cé thé dwoc thwe hién bang phuong phap PCR kép).

— bwéc 2 a): cac mau duong tinh déi véi cac gen stx va gen eae dugc kiém tra vé nhém huyét thanh

phan t& (phwong phap PCR B trong Phu luc E);

— buwdc 2 b): cac mau dwong tinh dbéi véi cac gen ma hoa Stx dwoc phan 1ap dén ching — phuong
phap tang sinh d&c hiéu nhém huyét thanh (vi du: IMS) cé thé dwoc sir dung dé cai thién qua trinh
phan lap STEC tlr cac mau dwong tinh véi mét trong cac nhém huyét thanh nam trong pham vi ap

dung cla tiéu chuan nay (xem 9.5 va Hinh B.1).
9.5 Phan lap chung

Can phan lap cac ching STEC dé khang dinh rang cac tin hiéu PCR dwong tinh dwoc tao ra t cac

gen c6 mat trong cung t& bao vi khuan sbng.

Trong trwdng hop dwong tinh véi mét trong cac gen lién quan dén cac nhém huyét thanh néu trong
pham vi 4p dung cua tiéu chuan nay, thi cé thé dung phwong phap ting sinh dac hiéu nhém huyét
thanh dé tao thuan loi cho buédc phan lap bang cach céy truc tiép vi sinh vat trén méi trwdng ran thich

hop va sang loc cac khuén lac cé gen doc.

Cac quy trinh PCR chuén va real-time PCR néu trong Phu luc C hoac Phu luc E hoac s dung quy
trinh b4t ky khac twong dwong véi quy trinh PCR dé khang dinh sy c6 mat cia cac gen doc trong cac

khuén lac phan lap duorc.

So db6 quy trinh phan 1ap STEC dwoc néu trong Hinh B.1 va quy trinh phan 1ap dwoc néu trong Phu luc F.

10 Biéu thj két qua

a) cac mau am tinh déi v&i cac gen stx: STEC khdng phét hién co trong phan mau thir x g hodc x ml
[xem TCVN 6404 (ISO 7218)].

Khi khéng c6 mét gen stx thi dirng quy trinh khdng xac dinh tiép cac gen eae ma héa intimin hodc cac

gen lién quan dén cac nhém huyét thanh trong pham vi 4p dung cla tiéu chuan nay.
Néu khong thwe hién dwgc qua trinh phéan 1ap tir cac mau dwong tinh dé sang loc gen stx thi:
b) cac mau dwong tinh vé&i gen stx: phat hién STEC gia dinh trong phan mau thir x g hodc x ml.

c) cac mau dwong tinh véi gen stx va gen eae: phat hién STEC gia dinh gay két dinh va gay phan

hay trong phan mau thr x g hodc x ml.
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d) cac mau dwong tinh vé&i gen stx va gen eae ciing nhw cac gen c6 lién quan dén mét trong
cac nhéom huyét thanh néu trong pham vi ap dung cua tiéu chuan nay: phat hién gid dinh STEC

ctia nhém huyét thanh XX" trong phdn mau thir x g hodc x ml.
Néu thuwc hién dwoc qué trinh phan 18p va khang dinh tir cac mau dwong tinh dé sang loc gen stx:

e) cac chung E. coli phan lap dwong tinh vé&i gen stx: c6 mét STEC trong phan méau thr x g hoac

x ml.

f) cac chang E. coli phan lap dwong tinh vé&i gen stx va gen eae: c6 mat STEC gay két dinh va

gay phan hay trong phan mau thir x g hoac x ml

g) cac chung E. coli phan lap dwoc dwong tinh véi cac gen stx va gen eae ciing nhw cac gen
c6 lién quan dén mét trong cac nhém huyét thanh néu trong pham vi ap dung cua tiéu chuan

nay: c6 mat STEC clia nhém huyét thanh XX? trong phan méau th&r x g hodc x ml.
11 D liéu vé hiéu ning

111  Phuwong phap real-time PCR néu trong tiéu chudn nay da dwoc danh gid xac nhan theo
ISO 16140:2003!"". Vi tam th&i chi c6 TCVN 7686 (ISO 16654)!"% dwoc dung lam phwong phap chuén
dé phat hién E. coli 0157 trong thwc phdm nén phwong phap nay chi dwgc NF danh gia, xac nhan va
chirng nhan (Tai liéu tham khao [7]) dé phat hién chi STEC thudc nhém huyét thanh O157.

Tiép theo nghién ctvu nay, mét phan ciia phwong phap ¢6 lién quan dén STEC 0157 da dwoc AFNOR
chirng nhan la twong dwong véi tiéu chuan ISO 16140:2003 (chirng nhan sb GEN 25/04-11/08). Hb so

danh gia xac nhan hoan chinh cé san trong Tai liéu tham khao [7].

11.2 M6t sb dac tinh vé hiéu nang giai doan sang loc real-time PCR cla phwong phap da dwoc xac
dinh trong cac nghién clru da duwoc cdng bd. Cu thé, do nhay va gidi han phat hién cia phuong phap
real-time PCR dwoc xac dinh bang cach sir dung cac dich pha lodng cla cac plasmid cé chiva gen
dong vo tinh ma hda cac gen dich khac nhau (Tai liéu tham khéo [8]). Két qua cha nghién ciru nay

dwoc néu trong Bang 1.

Y XX cho th&y nhém huyét thanh dwoc xac dinh béi sy c6 mat clia cac gen dang nghién ctru.

2 XX cho thay nhém huyét thanh chiing phan lap dugc thudc vao viéc nghién clru sy c6 mat clia cac gen twong tng hodc
viéc xac dinh.
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Bang 1 — D6 nhay va gi¢i han phat hién cua phép phan tich PCR 5’ nuclease

déi véii mot s6 gen dich néu trong tiéu chuan nay (Tai liéu tham khao [8])

Gi®i han phat hién Hiéu suét
Gen dich Sé 1an sao chép/phan tng %
stx1 5 94,7
stx2 5 94
rfbE 1 94,2
whbd/ 5 94
wzx 5 97,7
ihp1 5 99,6

Mbt nghién ciru khac (Tai liéu tham khao [17]) & xem xét hiéu nang cla cac phwong phéap tiép can

real-time PCR trong qué trinh sang loc hén hop ching cdy STEC thudc cac nhém huyét thanh trong

pham vi ap dung cla tiéu chuan nay, véi chiing phong thi nghiém K-12 (C600). Cac két qua dwoc néu

trong Bang 2.

Bang 2 - Phat hién s6 lwong STEC thap trong méi trwdng hén hop

(phu hop véi Tai liéu tham khao [15])

Kiéu huyét | . Gia tr G
thanh STEC Sx1/she2 cae rfbE wbd1 wzx ihp1 fliC wzx
(0157) | (0111) | (0103) | (O145) (H7) (026)
2dén3 |28dén31|31dén32| — — — — — 31 dén 33
026:H11
10 dén 20 [25 dén 27 |28 dén 29| — — — — — 29
2dén3 [29dén30|31dén32| — —  |32@én33| — — —
0103:H2
10 8én 20 |26 dén 27 | 29 dén 30| — — 29 @én 31 — — —
2 dén 3 |26 dén 27| 30 dén 31 — 30 dén 31 — — — —
0111:[H8]
10 dén 20 (24 dén 25 | 29 dén 30 _ 27 dén 28 — — — —
2dén3 [32dén33|31dén32| — _ 31dén34| — —
0145:[H28]
10 dén 20 (30 dén 32 | 29 dén 31 — — — 30 — —
2dén 3 (29 dén 30| 29 dén 31|31 dén 32 — — — 33 dén 38 —
0157:H7
10 dén 20 |26 dén 28 | 26 dén 29| 29 dén 31 — — — 31 dén 33 —
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11.3 Tiéu chuén nay duoc st dung trong nghién ctru cong tac lan thir ba do Phong thi nghiém chuan
cta Lién minh Chau Au (EURL) td chirc nam 2009 vé E. coli bao gébm ca STEC. Nghién ctru nay bao
gdm viéc kiém tra tap hop nam mau gac bdng mé phdng (bot bién da dwoc lam dm) cé chira cac vi
sinh vat can nghién ctru, bao gbm ca STEC 0157 va STEC 026, cung véi hé vi sinh vat nén (Bang 3).
Chon cac mau gac béng mé phdng lam nén mau dé phan tich trong cac phép thir thanh thao theo
nguyén tic co trong cac hwéng dan cliia Co quan An toan Thyc phdm Chéau Au cho céac ké hoach thir
nghiém tiép theo dbi véi STEC [TCVN 7686 (ISO 16654)]™.

C6 14 phong thir nghiém dat chuén quéc gia (NRL) vé E. coli tham gia nghién ctu. Viéc danh gia hiéu

qua cta phuong phap dbi véi STEC khéng phai 0157 (STEC 026) cho cac gia tri nhw sau:
D6 nhay (Se): 100 % [95 % trong khodng tin cay (Cl) tr 96,97 % dén 100 %];

D6 nhay (Sp): 99,62 % [95 % trong khoang tin cay (CI) tir 97,5 % dén 100 %].

Cac két qua phan tich cia méi NRL dwoc néu trong Bang 4.

Céac NRL ciing dwoc yéu cau phan lap STEC khéng phai 0157 c¢6 trong cac mau. Két qua cla buéc

phan Iap néu trong Bang 5.

Bao céo cac két qua phan tich day di ctia nghién ctru cong tac EU-RL-STEC lan th 3 dwoc cong khai

rong rai.

Bang 3 — Thanh phan mau trong nghién ciru cdng tac EURL-STEC lan thir 3

Cac gia tri tinh bang don vi hinh thanh khuén lac trén mililit

Mau/chat nhiém ban Mau A Mau B Mau C Mau D Mau E
STEC 0157 5 2% 10° 20 0 0
stx1, stx2, eae
STEC 026 0 40 4x10° 40 0
stx1, eae
E. coli 10° 10° 10° 10? 10?
K. pneumoniae 2 x10° 2 x10° 2 x 102 2 x10° 2 x10°
S. faecalis 5x 10? 5x 10? 5x 10? 5x 10? 5x 10?

D6 khéng ddm bao do mé rong, U, co lién quan véi mire ching céy 1a 0,22 log:o(CFU/mI) dbi véi cac
chiing E. coli xac dinh dwoc theo TCVN 9332:2012 (ISO/TS 19036:2006).2”!
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Bang 4 — Phat hién cac gen ddc va cac gen c6 lién quan dén nhém huyét thanh

trong cac mau dwoc tang sinh bang phwong phap real-time PCR

(phan sang loc clia phwong phap; nghién ciru cong tac EURL-STEC lan thir ba)

Phong thtr nghiém tham gia

Gen dich Mau

L'I L2 L4 I-7 L8 L9 L12 L14 L15 L17 L21 L22 L25 L30

A + + + + + + + + + + + + + + +

B + + + + + + + + + + + + + + +

stx? C + + + + + + + + + + + + + + +
D + + + + + + + + + + + + + + +

E - - - - - - - - - - - - - - -

A + + + + + + + + + + + + + + +

B + + + + + + + + + + + + + + +

eae C + + + + + + + + + + + + + + +
D + + + + + + + + + + + + + + +
E|l-|-1-1-1-1-1-1-1-1+1-=-1-=1-=1-=1-

A - - - - - -

B + + + + + + + + + + + + + + +

026 C + + + + + + + + + + + + + + +
D + + + + + + + + + + + + + + +

E - - - - - - - - - - - - - - -

A - - - - - - - - - - - - - - -

B - - - - - - - - - - - - - - -

0111 cl|l -[-1-1-1-1-1-1=-=1-=-1-=-1-=-1-=-71-=717-=71-
D - - - - - - - - - - - - - - -

E - - - - - - - - - - - - - - -

A - - - - - - - - - - - - - - -

B - - - - - - - - - - - - - - -

0103 cl-[|-]1-=-1=-1-1-=-1-=-1-=-1=-1="71=1-=-1-1-=71-
D - - - - - - - - - - - - - - -

E - - - - - - - - - - - - - - -

A - - - - - - - - - - - - - - -

B - - - - - - - - - - - - - - -

0145 cl-|-1-1-=-1-1-=-1=1-=-1=1=-1-=-1=1-=71-=17-=
D - - - - - - - - - - - - - - -

E - - - - - - - - - - - - - - -

® Bang nay bao gdm ca stx71 hoac stx2.

Bang 5 — Phan 1ap STEC 026 tir cac mau dworc ting sinh dwong tinh véi RT PCR
(Khang dinh cac dich ciy dwong tinh bang cach phan 1ap cac phan cé ching bi anh huéng,
nghién clru cdng tac EURL-STEC lan thir ba)

Phép x Gia tri Phong thtr nghiém
the | M| dung | L L L[ b e [ e | L L | L | L | Lo | Ly | s | Lo
+ + + + + + + + + + + + + + +
Phan + + + + + + + + + + + + + + +
lap 026
+ + + + + + + + + + + + + + +
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Phu luc A
(Quy dinh)

So d6 quy trinh sang loc

Phan mau tht» x g hodc x ml
9 x mI mTSB + N/A hoac BPW

Tang sinh tr 18 h dén 24 h
& nhiét do 37 °C+1°C

Phan mau tht (1 ml) cla dich cay,
tinh sach ADN, phat hién gen stx va gen eae

s N

Két qua dwong tinh déi voi stx va eae:
phép thir déi v&i cac gen cé lien quan  Két qué dwong tinh dbi vai stx:
dén nhém huyét thanh. Phan lap (xem Phu luc B)
Phan Iap (xem Phu luc B)

Két qua am tinh dbi voi stx:

Bé&o cdo két qua Bao cao ket qua Bao cao két qua

Hinh A.1 — So d6 quy trinh sang loc
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Phu luc B
(Quy dinh)

So d6 quy trinh phan lap va khang dinh®

Néu mau Ia dwong tinh ddi véi mét trong cac gen ¢6 lién quan dén nhém huyét thanh néu trong pham
vi 4p dung cua tiéu chuan nay thi cé thé tang sinh mét nhém huyét thanh d&c hiéu (SSE) dé tao thuan

tién cho qua trinh phan 1ap.

Canh thang tang sinh hoac SSE duoc céy vach trén mai trwéng ran thich hop.
Utlr18h dén24 h@37°C+1°C

Chon dén 50 khuan lac c6 hinh thai clia E.coli. Cy diém trén moi truong thach
dinh dwdng (NA) (cac khuan lac don 1&) va H,O (méi ving 10 khuan lac). Tién
hanh phat hién stx va eae trén cac khuan lac da phan lap hodc huyén phu

|

Néu khuan lac duong tinh voi s co mat ctia cac gen da xac dinh & budc sang
loc thi tién hanh buwérc tiép theo. Néu mt vung dwong tinh thi G NA. Phép thir
cac khuén lac riéng 1é thwc hién trén vung dwong tinh néu trén

|

Xac dinh cac khuan lac dwong tinh 1a E.coli va kiém tra lai nhom huyét thanh néu mau dwong
tinh v&i nhdm huyét thanh dac hiéu PCR (vi dy: bang phan (rng PCR hodc phan (rng ngwng
két mién dich

|

Déc tinh bd sung (tuy chon): gtvi chiing vi sinh vat dén phong thtr nghiém chuan

Bé&o cao két qua

Hinh B.1 — So d6 quy trinh phan lap va khang dinh

¥ Xem Phu luc F.
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Phu luc C

(Tham khao)

Nhan biét Escherichia coli sinh déc t6 Shiga (STEC) bang phwong phap
khuéch dai PCR da méi cac gen doc va phat hién cac san pham cua phan (rng PCR
bang dién di trén gel agarose

C.1 Yéu cau chung

STEC la cac chiing Escherichia coli c6 chiva thé thwe khuan phan gidi mang cac gen méa hoa sinh déc
td Shiga (Tai liéu tham khao [12]). Thwc hién phwong phap quy dinh trong Phu luc nay dé phat hién sw
c6 méat cac gen ma hda Stx trong chiing cdy E. coli bang PCR da mdi, dé& nhan biét chung 1a STEC.
Viéc xac dinh sy cd méat cac gen eae ma hoa intimin ciing bao gdm trong phu luc nay vi né lién quan

dén cac chiing STEC gay bénh & nguoi.

S dung cac cap moi stx1FIstx1R va stx2FIstx2R (Tai liéu tham khao [11]), ¢ thé phat hién dwoc cac
gen stx1 va stx2, twong ng. Gen stx2 xac nhan tat ca cac bién thé cla stx2, trir stx2f. Tuy nhién, bién
thé nay khong dwoc coi la anh hwéng duwoc dén sirc khde cong ddng, ma phan Ién quan sat dwoc
trong STEC dwoc phan lap tir cac loai chim (ISO/TS 19036%%). Cac mdi dwoc st dung dé& phat hién

eae (Tai liéu vién dan [11]) xac nhan tit ca cac bién thé da hinh ghi dwoc clia gen nay.

CANH BAO - Phwong phap néu trong phu luc nay st dung cac dich cay vi khuan thuan khiét

chi dé khang dinh cac chung phan lap dwoc.
C.2 Chir viét tat

S.U.: Pon vi mAu.

C.3 Cach tién hanh

C.3.1 Nguyén tic cua phwong phap

Phwong phap nay dwa trén sy khuéch dai cac vung ADN dac hiéu béng PCR ttr mét khuédn mau ADN,

v&i cac oligonucleotid khéi dong buéc dau phan ng PCR.

Viéc phat hién cac gen stx1, stx2 va eae duwoc thuc hién bang phan irng PCR da mdi st dung cac moi

d&c hiéu (Bang C.1). Phwong phap nay bao gém cac budc dwdi day:
— chuén bj khuén mau;

— chuan bi phan trng PCR;

— xac dinh céc két qua PCR béang dién di trén gel agarose.
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C.3.2 Chuan bj khuén mau

Dich nudi cdy dwoc cly vach trén mdi trwdng rén, vi du: thach trypton-dau twong (TSA), duoc thuc

hién nhuv sau:
— dung que cdy vong vo trung 1 pl ldy mét khuan lac don 1& cuta vi khuén;

— chuan bj khuén mau béng cach tao huyén phu vi khuan trong 100 ul nwéc milliQ® da loc qua bo loc

vo tring ¢& 16 0,22 ym va dun sbi trong 10 min.
C.3.3 Chuan bi phan &ng PCR

Déi véi méi mau thir, chun bi 50 pl cho phan &ng [chat d8m phan (»ng 1%, MgCl, 1,2 mmol/l, méi
deoxynucleotidetriphosphat (ANTP) 0,2 mmol/l, méi méi 50 pmol, 2 don vi Taq polymerase va 10 l
khuén mau ADN]. Xac dinh thé tich thubc thr theo thé tich cubi clia phan &ng. S dung nudc milliQ

cho cac phan &ng PCR.

Trong mdi phép phan tich PCR, gdbm cé moét kiém soat dwong tinh va hai kiém soat am tinh. Kiém soat
duwong tinh 1a mét khudn mau ADN thu dwoc tir mot chling E. coli c6 cac gen doc can thor nghiém, mét
kiém soat am tinh la ADN t chiing E. coli khdng gay bénh (khdng cé cac gen ddc tiém &n) va mot kiém

soat am tinh con lai la t khuén mau khéng cé6 ADN mau thir.

Gitr cac mau phan (rng trong chu trinh nhiét da dwoc cai dat theo chwong trinh nhiét néu trong Tai liéu
tham khao [11] (Bang C.1).

C.3.4 Dién ditrén gel agarose

Chuén bj 20 g/l gel agarose trong 1x tris/borat/EDTA (TBE) hoac tris/axetat/EDTA (TAE). Cho vao méi
giéng gel v&i 15 pl méi loai thudc thtr hdn hop PCR véi chat nhudém & ndng dd cudi 1x. Cho chay céac
mau chat dém 1x (TBE hodc TAE) & dién ap khong dbi (100 V). St dung chét danh dau co khéi lwong

phan t& phu hop véi khéi lwong phan tir chinh xac can khuéch dai (xem Bang C.1).

CANH BAO - Can lwu y riang s phan bé chinh xac dai bang la mét diém rat quan trong trong
viéc danh gia sw c6 mat cta cac gen ddc. Can dam bao cac dai bang dworc tao ra b&i cac ching

déi chirng phu hop chinh xac véi khéi lwong phan tir dw kién.

Ethidi bromua can duwoc bd sung vao gel agarose dé hién thi ADN. Thubc thtr nay la chat xen gitra gay
dot bién ADN thworng duoc st dung 1am chat nhudm mau axit nucleic trong cac phong thi nghiém sinh

hoc phan tir. Khi tiép xuc véi anh sang UV, thube thir phat huynh quang cé mau dé-da cam. Trwdc khi

Y miliQ 1a tén thwong mai clia san phdm dwoc cung cip béi Millipore Corporation. Théng tin nay dwa ra dé tao thuan tién cho

ngudi st dung tiéu chuan va khoéng &n dinh s dung san phdm nay. Cac san phadm tuong tw c6 thé dwoc siv dung néu cho
céac két qua twong duwong.
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rét gel agarose vao khuén gel dién di, ndng d6 cudi cia ethidi bromua dwoc bb sung phai la 0,5 pg/ml.

Ngoai ra, gel agarose c6 thé dwoc nhudm mau sau khi dién di trong dung dich ethidi bromua 0,5 pg/ml.

Dung dich nhuém gel khac v&i ethidi bromua la c6 sén va dwoc st dung theo hwéng dan cla nha san

Xuét.
C.3.5 Thiét bi, dung cu

Chi str dung céc thiét bi, dung cu phong thtr nghiém vi sinh [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] va cu thé

nhuv sau:

C.3.5.1 Tu hat vé trung, loai dung cho PCR.

C.3.5.2 Pipet vo6 trung, dung tich 1 ml.

C.3.5.3 Vong cay vé trung, dung cho vi khuan.
C.3.5.4 Lo thay tinh borosilicat, dung tich 500 ml.
C.3.5.5 Xyranh thuy tinh borosilicat, dung tich 500 ml.
C.3.5.6 Xyranh thuy tinh borosilicat, dung tich 1 lit.
C.3.5.7 Ta &m, c6 thé duy tri nhiét do & 37 °C + 1 °C.
C.3.5.8 Can ban ky thuat.

C.3.5.9 Noi hap ap luc.

C.3.5.10 Gia d& Pipet.

C.3.5.11 Micropipet.

C.3.5.12 DAu tip micropipet, vo trung.

C.3.5.13 Ong li tam nhé, dung tich 1,5 ml.

C.3.5.14 f)ng PCR, dung tich 0,2 ml hoac 0,5 ml.
C.3.5.15 Chu trinh nhiét.

C.3.4.16 May khuay tu.

C.3.5.17 Que khuay tir.

C.3.5.18 May khtr ion miliQ.
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C.3.5.19 Thiét bi dién di.
C.3.5.20 May roi UV.

C.3.5.21 May lam da lanh.
C.3.5.22 Lo visoéng.

C.3.6 Thudc thir va méi trwvéng

Chi st dung cac thubc thr loai tinh khiét phan tich va nwéc cit hodc nwédc da khir khoang hodc nwéc

c6 do tinh khiét twong dwong, trir khi c6 quy dinh khac.

C.3.6.1 Dia thach.

C.3.6.2 Dung dich géc dNTP.

C.3.6.3 Dung dich oligonucleotid téng hop.

C.3.6.4 Polymerase ADN Taq va dung dich dém phan rng 10x c6 hoac khéong co MgCls.
C.3.6.5 Dung dich dém chay dién di.

C.3.6.6 Chat danh dau khéi lwong phan tir ADN.

C.3.6.7 Chat nhuém mau.

C.3.6.8 Agarose

C.3.6.9 Dung dich ethidi bromua hoac chat nhuém gel ADN khéc.
C.3.7 An toan va thiét bi bao vé

Mét sb chiing STEC c6 thé lay nhiém sang nguwdi véi liéu lwong rat thdp va co thé gay bénh nghiém
trong. Cac bénh truyén nhiém bi mac tw phong th&r nghiém phai dwoc bao cdo. Vi vay thao tac véi
STEC can phéi c6 thwc hanh phong thir nghiém tét va sir dung céac thiét bj bao vé. Ethidi bromua la
chéat gay dot bién gen va 1a chat doc, vi vay can s dung cac tdm bdo vé cung véi cac thiét bi bao vé
phu hop (4o choang phong thir nghiém va gang tay cao su). Anh sang UV ¢6 thé gay hai cho mét vi

vay viéc sr dung cac man chan polymetylmeacrylat va kinh bdo ho Ia bat budc.
C.3.8 Cac chung déi chirng va kiém soat qua trinh

St dung chiing STEC c6 chira cac gen stx1, stx2 va eae lam ching kiém soat dwong tinh dbi voi tat
ca cac gen nay. Vi du: ching déi chirng E. coli 0157 EDL933 (WDCM 00188) (Tai liéu tham khao
[12][13]).
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S dung moi chiing E. coli K12, cling nhw MG1655 |am chiing kiém soat am tinh.

Viéc kiém soat phwong phap PCR duoc thwe hién theo quy dinh trong C.3.2. Mau kiém soat co thé
dwoc chuan bj trwdc va dwoc bdo quan trong 10 yl dung dich chuan bj sdn, mau nay dung duwoc trong
8 thang & - 20 °C.

C.3.9 Dién giai cac két qua

Céac mau cho cac phan doan khuéch dai co kich thwéc du kién (xem C.3.4 va Bang C.1) dworc coi la

dwong tinh ddi v&i cac gen dich co lién quan.

Trong méi phan (rng, bao gébm ca cac mau kiém soat dwong tinh va kiém soat am tinh, cho cac két qua
dwong tinh va am tinh twong ng. Néu cac mau kiém soat cho cac két qua khoéng chinh xac thi lap lai

toan bo quy trinh.

DPanh gia, xac nhan sadn pham khuéch dai bang trinh ty trwc tiép hodc bang cac phuong phap thich
hop khac cé thé 1a khong can thiét vi phwong phap nay dung dé khang dinh cac ching phan lap duwoc

va phu thudc vao phuong phap real-time PCR dbi v&i cac dac tinh twong tw.

Viéc xac nhan cac san pham khuéch dai (vi du: bang trinh tw truc tiép hodc bang cach phan tich

endonuclease gidi han) can duoc thuc hién khi thu dwoc cac két qua khong rd rang.

Bang C.1 — Cac phan doan khuéch dai cé kich thwéc dw kién

Gen dich Tén moi'" Trinh tw moi C& san pham khuéch dai
eae eaeAF GAC CCG GCA CAAGCATAAGC
384
eaeAR CCA CCT GCA GCAACAAGAGG
stx1 stx1F ATA AAT CGC CAT TCG TTG ACT AC
180
stx1R AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC
stx2 (nhém) Stx2F GGC ACT GTC TGAAAC TGC TCC
255
stx2R TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCTG
Chu trinh nhiét"" 35 chu trinh PCR, mé&i chu trinh gdm c: giai doan bién tinh trong 1 min & 95 °C, giai doan bt c&p trong
2 min & 65 °C & 10 chu trinh dau tién, bién tinh dé&n 60 °C tr chu trinh 11 dé&n chu trinh 15 (1 °C trén chu trinh) va giai doan
kéo dai trong 1,5 min & 72 °C, tang dén 2,5 min tr chu trinh 25 dén chu trinh 35.

25



TCVN 10781:2015

Phu luc D
(Tham khao)

Kiém soat dé khuéch dai bén trong

C6 thé st dung ba phép kiém soat dd khuéch dai bén trong phan trng real-time PCR:

- TagMan® 1a kiém soat dwong tinh bén trong ngoai sinh. Bd kit thudc thtr bao gdm tat ca cac thubc
ther can thiét (mdi, Vic™®, mau do, ADN dich IAC va dung dich (rc ché). Can pha lodng AND dich IAC
10 lan dé thu dwoc khoang 100 ban sao trén mdt phan ¢’ng PCR. Chiéu dai sdn phdm PCR khéng

duwoc cong khai véi khach hang.

- Débi v&i phép tinh pUC 19 théng thwdng dwa vao kiém soat dd khuéch dai bén trong IAC, xem Tai
lieu tham khao [27]. Nén st dung khoang 100 ban sao ADN dich (pUC 19) trén phan trng PCR. C& IAC
12 119 bp.

- C6 thé str dung plasmid tai t6 hop (dwoc goi la plAC-STEC) trong thir nghiém real-time PCR dbi v&i
gen stx dac hiéu”. IAC nay co6 chira phan doan ADN don dong vé tinh trong viing EcoRI ctia pUC 19
dwoi day:

5-ATTTTTGTTACTGTGACAGCTGAAGCTTTACGTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCC
TTGCGTATAGATGTTGATCTTACATTGAACTGGGGAATT-3' (cac chi in dam: cac mdi xudi va moi

nguoc cla gen stx1/stx2 lién két trinh tw cac vi tri lién tiép; trinh tw gach chan: cac vi tri lién két IAC-

mau do).

IAC ddng khuéch dai v&i cac gen stx sir dung cung cac méi la stx (Phu luc E), dwéi cac diéu kién nhuw
nhau va trong cung 6ng PCR."" IAC dwoc phat hién bang cac mau do ADN dac hiéu (5’ [Red640]-
CAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCG-[BHQ2] 3’ bao gém ca trong hén hgp PCR & ndng d6 gibng vai
néng d6 cla cac mau do AND gen stx1 va gen stx2 (c& hai dwoc danh d4u bang [floresxein] va BHQ1]
tai vang két thiuc 5’ va 3’ twong ng). Can s dung téng sb 64 ban sao IAC trén mét phan ¢ng PCR.
Céc san phdm PCR cua IAC dai 96 bp. Viéc thuc hién phwong phap real-time PCR dbi véi gen stx-IAC

cho thay viéc sir dung cac mau thuc pham bi nhiém ban tw nhién hodc nhan tao (Tai liéu tham khao [5]).

Ciing c6 thé st dung hé cac thdng thir hai va thir ba lam kiém soat qua trinh chiét bang cach bd sung

100 ban sao plasmid pUC 19 ho&c pIAC-STEC vao mau dang 16ng trwédc bwdc tinh sach ADN.

% TagMan 13 tén thwong mai clia san phdm dwoc cung cép béi Applied Bioystems. Thong tin nay dwa ra tao thuan tién cho
ngudi st dung tiéu chuan va khéng &n dinh s dung san phdm nay. Cac san phadm tuwong tw c6 thé dwoc siv dung néu cho
céac két qua twong duwong.

® vic la tén thuong mai clia san phdm dwoc cung cip bdi Applied Bioystems. Théng tin nay dwa ra tao thuan tién cho ngudi
st dung tiéu chuan va khéng 4n dinh st dung san phdm nay. Céc san phdm twong tw cé thé dwoc st dung néu cho céc két
qua twong dwong.

" Gém théng tin riéng.
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Phu luc E
(Tham khao)

M6i va mau do dung cho phép phan tich PCR

Nguyén tac real-time PCR dworc quy dinh dwa trén viéc str dung cac mdi va cac mau do duwdi day lam
thudc thtr d6i chirng. Tuy nhién, cac phwong phap khac bao gébm ca viéc sir dung cac moi va cac mau
do khac véi diéu kién cac mdi va cac mau do dé da dwoc cdng nhan twong dwong véi cac mdi va cac
mé&u do néu trong Bang E.1 va E.2, phu hop véi cac nguyén téc néu trong ISO 16140:2003"",

E.1 Moiva mau do
Bang E.1 va E.2 cung cép céc trinh tw méi va trinh tw mau do, twong (ng dbi vai:
- Viéc phat hién cac gen stx va eae bang phwong phap real-time PCR (PCA A);

- Viéc phat hién cac gen co lién quan dén nhém huyét thanh s& dung phwong phap real-time PCR
(PCR B).

Trong Bang E.1 va Bang E.2, cac chét chi thi huynh quang va chét hdp thu huynh quang khéng dwoc
nhan biét vi diéu nay phu thudc I&n vao cac thiét bi real-time PCR c6 sén trong trng phong thir

nghiém.

Bang E.1 — Cac m6i va mau do thoai héa dwoc dung cho phan trng PCR 5’-nuclease

Gen dich Trinh tw moi xuéi, méi ngwoc va mau do Kich thwéc Vi tri B6 sung vao
(tte dau 5’ dén dau 3')° amplicon |trong trinh tw| Ngan hang Gen
bp S6
stx1 TTT GTY ACT GTS ACAGCW GAAGCY TTACG 878 dén 906
Tai liéu CCCCAGTTCARW GTRAGRTCMACRTC 131 938 dén 1008 M16625
tham khao [3]| M&u do-CTG GAT GAT CTC AGT GGG CGT TCT TAT GTAA 941 dén 971
stx2° TTT GTY ACT GTS ACAGCW GAAGCY TTACG 785 dén 813
Tai liéu CCCCAGTTCARW GTRAGRTCMACRTC 128 887 dén 912 X07865
tham khao [3]| M&u ddo-TCG TCA GGC ACT GTC TGAAAC TGC TCC 838 dén 864
eae CATTGATCAGGATITTICTGGTGATA 899 dén 924
Tai liéu CTCATG CGGAAATAGCCGTTA 102 1000 dén 979 Z11541
tham khao [2]| M&u do-ATA GTC TCG CCA GTATTC GCC ACC AAT ACC 966 dén 936

@Trong trinh tw Y 14 (C,T), trinh tw S 1a (C, G), trinh tw W 1a (A,T), trinh tw R 1a (A,G), trinh tw M 1a (A, C).

® Qua trinh t& hop mdi/mAu do nay nhan dang tat ca cac bién thé clia gen stx2 triv gen stx2f.
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Bang E.2 — Méi va mau do dwoc dung dé khuéch dai cac gen dac hiéu khang nguyén O

trong phan irng PCR 5’-nuclease

Gen dich Trinh tw moi xuéi, méi ngwoc va mau do Kich thwéc Vi tri B6 sung vao
(nhém huyét (ttr dau 5’ dén dau 3’)° amplicon |trong trinh tw [Ngan hang Gen
thanh) bp S6
rfbE (0157) | TTT CAC ACT TAT TGG ATG GTC TCAA 348 dén 372
Tai liéu CGATGAGTT TAT CTG CAA GGT GAT 88 412 dén 435 AF163329
tham khao [3] | MAu do-AGG ACC GCA GAG GAA AGA GAG GAA TTAAGG 381 dén 410
wbdl (0O111) | CGAGGC AACACATTATAT AGT GCTTT 3464 dén 3489
Tailieu | TTT TTG AAT AGT TAT GAA CAT CTT GTT TAGC 146 |3579 g&n 3600 AF078736
tham khao [3] | M&u do-TTG AAT CTC CCA GAT GAT CAA CAT CGT GAA 3519 dén 3548
wzx (026) | CGC GAC GGC AGA GAA AATT 5648 dén 5666
Tai liéu AGCAGGCTTTTATATTCTCCAACTTT 135 5757 dén 5782| AF529080
tham khao [3] | MAu do-CCC OGT TAA ATC AAT ACT ATT TCA CGA GGT TGA 5692 d&n5724
ihp1 (0145) | CGATAA TAT TTA CCC CAC CAG TACAG 1383 dén 1408
Tai liéu GCCGCCGCAATGCTT 132 1500 dén 1514| AF531429
tham kh&o [3] | M&u do-CCG CCA TTC AGA ATG CAC ACAATATCG 1472 dén 1498
wzx (0103) | CAAGGT GAT TAC GAA AAT GCATGT 4299 dén 4323
Tai liéu GAA AAAAGC ACC CCC GTACTT AT 99 4397 dén 4375 AY532664
tham khao [4] | M&u do-CAT AGC CTG TTG TTT TAT 4356 dén 4373
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Phu luc F
(Quy dinh)

Phan lap cac ching STEC

Ap dung cac quy trinh quy dinh dé phan lap cac ching STEC tir cac mau dwong tinh bang phuong
phap real-time PCR.

a) Trong trwong hop dwong tinh véi mét trong cac gen lién két véi cac nhém huyét thanh trong pham
vi &p dung cua tiéu chuén nay, thi cé thé tang sinh nhém huyét thanh dac hiéu (SSE) trén dich cay tang

sinh con lai dé tao diéu kién thuan tién cho qua trinh phan lap STEC (xem Chua thich 1).

b) Céy vach dich cy tang sinh hodc SSE trén TBX hodc méi trwéng thich hop khac (xem Chu thich 2).
U trong 18 h dén 24 h & 37 °C + 1 °C.

c) LAy 50 khuan lac c6 hinh thai E. coli hodc c6 hinh dang dac trung (xem Chu thich 5) va cly diém
trén thach dinh duéng (NA) (xem Chu thich 3) va nwéc (cac khuan lac cé thé dwoc khoanh ving thanh

tbng sb 10 khuan lac méi viing trong nuwéc).

d) Tién hanh phat hién cac gen ma hoéa stx trén cac khuan lac phan lap dugc hodc trén cac vung

nwéc (xem Chu thich 4).

e) Néu vung nuwéc 1a dwong tinh, quay ngwoc lai NA va phan tich cac khuan lac don I tao thanh

nhém dwong tinh dé lwa chon mét khuén lac dwong tinh don 18.

f) Nhan biét cac khuan lac 1a E. coli va khdng dinh sw c6 mét clia gen eae va nhém huyét thanh néu
duwoc nhan biét trong bwdc sang loc (& day la: st dung phwong phap PCR B néu trong Phu luc E),
xem Chu thich 5.

g) Céac mau phan lap c6 thé dwoc gliri dén cac phong thtr nghiém chuan dé phan tich cac déc tinh tiép

theo.

CHU THICH 1: C6 thé thuc hién tang sinh nhém huyét thanh d&c hiéu béng cach st dung cac hé théng thu nap mién dich

nhw IMS hoéc twong dwong. Nhin chung, can tham khao cac hwéng dan clia nha san xuét.

CHU THICH 2:  Déi véi cac mau dwong tinh 0157, c6 thé cac phwong phap néu trong TCVN 7686 (ISO 16654)" hoac cac
phwong phap khac dwoc danh gia, xac nhan theo ISO 16140-2""% |3 thich hop. Chiing E. coli 0157 1&n men dwong sorbitol
nhay véi telurit co trong méi trwong CT SMAC duoc chi ra trong OSP 1664.1'" Vi vay, st dung dia phan 1ap SMAC thi hai

khéng c6 cac chat khang sinh la thich hop. Khi khéng cé cac khudn lac am tinh véi dwdng sorbitol trén dia thach, thi néu rd

phuong phap sang loc cac khuén lac dwong tinh véi dwéng sorbitol.
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Dé phan 1ap ching STEC 026 c6 thé dung méi trwdng rén khac (MacConkey) co chira ramnose thay vi
chira lactose thwong mai c6 ban sdn (RMAC). Diéu nay rat hiéu qua trong viéc phan biét cac ching

STEC 026 khéng lIén men ramnose tr cac vi khuén E. coli khac.

CHU THICH 3: Mét s loai méi triwérng thach dinh dwéng thwong mai cé ban s&n dé dung cho dia hodc tw chuan bj tir bot
khé. Méi treerng thach dinh duéng khong chon loc (& day 1a: TSA) la thich hop dé duy tri cac khuan lac cho phan tich cac dac
tinh tiép theo. Thach enterohemolizin ciing cé thé dworc sir dung, loai thach nay co lgi thé phat hién qua trinh enterohemolizin

phd bién ctia STEC gay bénh trén nguoi.

CHU THICH 4: Phuong phap real-time PCR dwoc quy dinh trong tiéu chuan nay cé thé dugc dung dé& khéng dinh sw co6 mat
cac gen stx va gen eae trong cac chiing phan lap duwgc. Phuong phap PCR théng thudng cé thé duoc st dung lam phwong
an thay thé (Phu luc C).

CHU THICH 5:  C6 thé khang dinh khuén lac 13 E. colibang cach s dung nhiéu kit thir sinh hoa thwong mai hodc béng cach

danh gia qua trinh sinh indol. C6 thé khing dinh nhém huyét thanh bang phuong phap PCR hodc bdng sw ngung két voi
khang huyét thanh thwong mai.
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