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L&i néi dau
TCVN 7786:2007 hoan toan tuong duong vai ISO 14675:2003:

TCVN 7786:2007 do Ban ky thuat tidu chudn TCVN/TC/F12
Sira va san pham sira bién soan, Tdng cuc Tiéu chudn Do
ludng Chat lugng dé nghi, B& Khoa hoc va Cdng nghé cong bd.
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Lai gidi thiéu

Cac phuong phap doc quyén nhu phuong phap ELISA khong thé mé ta trong cac tiéu chuan riéng ré.
Do d6, muc dich cla tiéu chudn nay nham dua ra cac hudng dan vé cac thdng sé cd ban can thiét dé
danh gia/xac nhan cac phép phan tich mién dich enzym canh tranh dé dinh luong aflatoxin M. trong

sifa va san pham sifa.

Mét vai dang phép thr dinh Iugng hoa hoc mién dich ¢é s3n hién hanh, cling chung nguyén tic co ban
clia phan tich mién dich enzym canh tranh. Tuy nhién, do dang phép thit vé phan tich vi dia 96 giéng
thuting dugc sir dung déi véi hau hét cac phép dinh lugng, nén cac théng sé dugdc néu trong tiéu chudn
nay dugc chdp nhan riéng biét cho dang phép thir nay va coé thé khong can thiét phai ap dung toan bd
cho dang phép th{r khac.
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Xuat ban 1an 1

Sira va'san pham Sita - Hudng din mé ta chuin vé
cac phép phan tich mién dich enzym canh tranh -
Xac dinh ham lugng aflatoxin M,

Miik and milk products — Guidelines for a standardized description of competitive

enzyme immunoassays — Determination of aflatoxin M, content

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay dua ra cac hudng dan vé sl dung cac phuong phap sang loc dung dé xac dinh ham lugng
aflatoxin M, trong sita va san phdm sifa, dufa vao cac phép phan tich mién dich enzym canh tranh.

Vé muc dich hdp phép, cac két qua phan tich mién dich enzym duong tinh cdn phai thir khdng dinh
b&ng phuong phap chudn da dugc chap nhan. Tuy nhién, tuy thudc vao phép thir tuan theo cac yéu
cau dudi day, ma cac phép phan tich mién dich enzym c6 thé dudc sif dung dé ki€ém soat chat luong

théng thudng, d&c biét khi can chimg minh suf khong c6 mat aflatoxin M, trén gi6i han qui dinh.

2 Nguyén tic

Cac phuong phap hoa hoc mién dich dugc dua trén kha nang lién k&t clia cac khang thé vai cac chat
cu thé. Viéc két hop thuan nghich gilra cac khang thé va cac khang nguyén tuong (g cla chung dugc
goi 1a phan (ng phan (ng mién dich hoc. Luc lién két kéo theo la cac tuong tac phan tir yéu, nhu cac

luc Coulomb va van der Waals, giéng nhu cac lién két hydro va lién két ky nudc.

Phan (ng khang nguyén-khang thé dudc dua vao qui luat cla tac dung khdi luong va luong khang thé
hosc khang nguyén cé mat trong hén hop phan ing cé thé dugc suy ra tir qui md phan ing.
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“Chét lugng” phép phan tich mién dich 14 mdt ham s6 clia nguyén tic hoa hoc mién dich clia phudng
phap, d&c tinh clia thudc thir, ki€u loai phép phan tich va sai s& thuc nghiém. Cac nguyén tic co ban
nay xac dinh d6 nhay, tinh dac tha, d6 chum va d dung cla phuong phap.

Lién quan dén nguyén tic clia phuong phap, c6 su khac biét gilra cac cac phuong phap canh tranh va
khong canh tranh.

Vé ly do thuc t&, cac phuong phap nay can khang nguyén dudc danh dau hodc khang thé dudc danh
dau dé quan sat dugc phan ing khang nguyén-khang thé.

Cac phuang phap canh tranh dugc dua trén su canh tranh cla khang nguyén tu do (Ag) va khang
nguyén duoc danh déu (A;") di vai mét luong gidi han cac vi tri lién két khang thé (AB).

& dang biéu @8, nguyén tic hoa hoc mién dich nay cé thé dudc thé hién theo céng thic sau day:
A+ A +AB=AAB+A AB+ A, + A

Trong phan 16n cac trudng hop, phép phan tich cho thdy cé khang nguyén lién két danh dau, nhung vé
nguyén tic moi phép do su phan b& khang nguyén danh dau la c6 thé.

D& phéat hién cac hgp chét khéi lugng phan tir thdp nhu mycotoxin ma né chi chiém mat vi tri lién két
khang thé (epitop), thi phép phan tich canh tranh 1a bit buéc. D& cé su phan biét gilfa cac chat phan
(g tao phirc va chat khéng phan (g, phan Ién cac phép phan tich sir dung khang thé (phan tich canh
tranh truc ti€p) hodc khang nguyén (phan tich canh tranh gian tiép) k&t hop vdi pha ran lam chat hap
thu mién dich. Con t&t cd cac thudc thir ma khong lién két bdi khang thé cé thé dé dang loai ra béng

cach "rlfa” pha ran.

3 Phan tich mién dich enzym aflatoxin M,

Dya vao thong tin dua ra trong cac nguyén tic chung cla phép phan tich mién dich (xem diéu 2),
khuyé&n cao réng phuong phap ELISA dé xac dinh aflatoxin M, can tuan thil cac yéu ciu dua ra trong
bang 1.



TCVN 7786:2007

Bang 1 — Yéu cdu vé thong s cla phép phan tich

Théng s

Yéu cau

Khang thé

Nguén

Khang nguyén danh dau

Enzym danh dau
Kiéu

Vé tinh don dong hoac v6 tinh da dong J
|
:

Peroxidaza cai ngua
Aflatoxin B, hoac peroxidaza cai ngua-oxim-M, |

it ik S |

Dang phan tich

Nguyén tic hoa hoc mién dich

Phéan tich enzym canh tranh

Kiéu Phan tich vi dia 96 giéng

Thdai gian 3hdéndh |
P nhay ctia phép phan tich

Néng da AFM, chc dé hap thu tuong ddi "

80 % <20 ngll

50 % < 50 ng/!

Tinh dac thu cua phép phan tich !
Kha nang phan (mg chéa vdi aflatoxin M, 100 % ;
Kha ning phan (Ung chéo vdi cac aflatoxin khac (xuét hién | <20 % ‘
trong sUa) |
Thiét k& théng ké l
Cac chuén

- céc ban sao
- céac do phalodng
dai ndong do (ng/ml)
Cac mau
- céacbansao
- cac d6 pha lodng

2 ho#c nhiéu hon
6 hoac nhiéu hon ké ca chuan zero
tir 5 ng/l dén 50 ng/l hodc khoang réng hon

2 ho#c nhiéu han
néu can

Tinh toan

Sy triing khép dudng chudn

Gan vé6i truc bac ba, mé hinh logic bén thdng sd,
héi gui tuy&n tinh (chi phan tuyén tinh cta dudng
chuén)®

Po chum
Céac chuan
- hé s bién thién 13p lai cba dd hap thu tuong déi
- hé s bién thién tai lap cia db hap thu tuong doi
Cac mau
- gidi han 1ap lai (ng/kg)
- gidi han tai lap (ng/kg)
- gidi han phat hién (ng/kg)
- gidi han dinh lugng (ng/kg)

<10 %
<20 %

< 100 ng/kg & mirc 200 ng/kg (stra bot)
< 150 ng/kg & mic 200 ng/kg (sitra bot)
< 5 ng/kg (sa)

< 10 ng/kg (sia)

Chuan bj miu

Loai chét béo béng ly tAm; hoan nguyén sira bdt

(thanh dung dich)

Do thu hdi

* D6 hap thu chuan hoac mau/dd hap thy chudn zero x 100
® Xem cac thong so thdng ké trong 6.3
© Hiéu chinh dé thu héi thuong khéng can thiél

>80 % do! véi dai tr 10 ng/kg dén 50 nglkg (slfa) ©
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4 DO nhay

D6 nhay ctia bat ky phép phan tich mién dich nao ciing déu lién quan truc tiép dén ai luc cla khang thé
va c thé tinh dugc néu biét trudc hang s can bing (xem [2]). Vi phan (mg khang nguyén-khang thé
c6 thé dugc mé ta béng cach sl dung 'phén Ung dong hoc cing nhu cong thic nhiét dong hoc. nén thai
gian va nhiét d6 ciing cé anh hudng d&n dé nhay cla phép phan tich.

5 Tinh dic thu

Sau @6 nhay thi tinh d&c thu khi thuc hién phép phan tich 1a quan trong doi vdi phuong phap hoa hoc
mién dich. V& nguyén tic, phan (ng dac thu trong mién dich hoc c6 thé xac dinh nhu sau: khi c6 mat

cac phan tir khac nhau, thi cac khang thé dac thu chi lién két voi mot dang phan t

Kha nang hinh thanh lién két “sai” xac dinh tinh dac tha cla phan (ng. Néi cach khac, tinh dac thi
dugc xac dinh bang cach danh d4u ba chiéu cla khang nguyén va khang thé cing nhu bang sé luong
tuong tac phan tlr xay ra gilta hai phan tdr. Vé tinh dac thu doi hdi can xem xét ca ciu truc khang
nguyén va tinh déng nhat hoac khong déng nhéat clia cac khang thé.

Viéc chuan bj khang thé Ia déng nhat néu cac khang thé chi két hdp vai mét va cling mét epitop, cho
du vdi ai luc khac nhau. Biéu kién nay duoc thuc hién bdi cac khang thé vd tinh don dong, nhung cing
co thé bdi huyét thanh mién dich dua theo cac hdp chat co khai luong phan tir thdp (haptenes). Mat
khac, viéc chudn bi khang thé la khéng déng nhat néu né chifa cac quan thé khang thé€ khac nhau dac

trung cho cac epitop khac nhau.

V& cd sd phan tir kha nang phan (ng chéo “that su” dién ta trudng hop ma trong do cé it nhat hai
khang nguyén khac nhau trén cling mét vi tri canh tranh lién két khang thé. Phan In kha nang phan
ing chéo dudc quan sat trong cac phép thif canh tranh sdr dung cac khang thé vé tinh don dong hoac
khang huyét thanh d6i vai cac hop chat phan tir thap. Trong thuc tién, diéu nay cé nghia !a ndéng do da
cao cua cac chat phan (ng chéo thuc su cho két qua giéng nhif cac chét "thich hgp” trong phan tich

canh tranh,

Biéu quan trong can cha y 1a cac anh hudng khéng dac thu Ién phép phan tich (vi du: cac anh hudng
cla chat nén) thudng khéng thé phan biét dugc vdi anh hudng dac thii clia cac chat phan (g chéo.
Trong ca hai trudng hop, dd nhay clia phép phan tich 1a nhu nhau va thu dudc két qua duong tinh gia
hoac am tinh gia. Tuy nhién, do nguyén ly phan tich mién dich, nén cac két qua am tinh gia la khong

giéng nhu trong phép phan tich canh tranh.

6 Théng so thong ké
6.1 Khai quat |

Néi vé cac théng s& thng ké anh hudng dén “chat luong” clia phan tich mién dich thi cin chy y rang
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cac phuong phiap théng ké théng thudng dé xac dinh gidi han phat hién, gidi han dinh lugng, kha nang
tai 1ap, ...cing dugc ap dung cho phép phan tich mién dich. Tuy nhién, mét vai théng s6 anh hudng
dén dd chum trong phép phan tich (dé 13p lai) va dé dung cla cac két qua phan tich mién dich dién
hinh cho phéh tich mién dich enzym ding cac vi dia 96 giéng.

D6i vdi phép phan tich thudng nhat, cac phuong phap nay thudng qui dinh s6 lugng giéng dé chudn bi
dudng chudn va sé lugng c& dinh vé phan tich kép cac chat chudn va cac mau, cing nhu sé lugng

dung dich pha lodng ddi véi ttmg mau.

6.2 Do chum

Trong 6.1 cé hai y&u 18 anh hudng dén d6 chum udc tinh pham vi Idn. Yéu t6 thir nhat la vi tri cac gia tri
d6 hap thu quan sat duoc trén dudng hiéu chudn. Yéu té thir hai 1 s6 luong phép thlr kép dugc su

dung cho mdi mau th.

Do hinh dang khéng tuyén tinh clia dudng hiéu chudn, ma sd doc cla d6 hap thu gan véi 50 % lién két
tuong déi cho nhidu két qua chinh xac hon cac sé doc gan véi 100 % va 0 % lién két khong hoan toan.
D6i vai cac muc dich thuc té, cac két qua can phai dao déng tir 20 % dén 80 %" lién két khong hoan
toan". Phép do sé trd nén chinh xac hon néu tang sé lugng phép thlr kép nhu vai bat ky phuong phap

th nao khac.

6.3 Do chinh xac

D6 chinh xac du doan chli yéu bj anh hudng bdi dé chinh xac cla dudng hiéu chudn. Tuy nhién,
!Hu‘bng khong biét trudc mét cach chinh xac dudng hiéu chudn nhung dudc du doén tu cac sé doc do-
hap thu cla cac néng dd chudn trén dia. Do dé phuong phap trung khdp dudng chuén cing nhu s6 gia
tri dudng hiéu chudn dugc sif dung va ndng do thuc cla cac chat chudn xac dinh do chinh xac cla
dudng hiéu chudn. Trong cac phuong phap toan hoc duge sif dung dé mo ta dudng chudn phan tich
mién dich, chi c& md hinh logic bdn thong s6 va gan truc bac ba dugc sir dung dé phan tich mién dich
enzym (xem [2]). C3 hai phuong phap cho cac két qua co thé so sanh dudc va it nhat mét trong hai
phuong phap d6 dudc ap dung trong nhiéu chuong trinh sdn cd dé x ly s3 liéu phan tich mién dich.

7 Kétluan

Cho dU chét luong t8ng thé ctia phép phan tich mién dich la mét ham s& phic hop, ma kho co thé mo
ta, mot vai y&u t6 anh hudng dén cac théng s chét lugng phan tich chinh dugc thang keé trong bang 2

theo cach don gian.
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Bang 2 — Cac yéu t& anh hudng truc tiép 1én cac thong sé chét lugng chinh

clia phan tich mién dich enzym

Yéu té Théng sé chat lugng phan tich
Po nhay Tinh dac tha Bo chum D6 chinh xac

Hoa hoc mi&n dich o ]

- nguyén tic cla phuong phap E Co Cé
Khang thé

- diluc Cé Khéng

- tinh d&c tho Khéng Cé Khong Khong
Thuéc thir danh dau |

- hoattinh Co Khéng ,

- kidu o cé g
Cac chuan ) _|

- phép thir kép Khéng Co

- d6 pha loang Khong co 7,
Céc mau Khong Khéng |

- phép thrkép Co Khéng

.- do pha loang Cé Khéng
Trung khép dudng chudn Khéng cé i
Sai s6 thuc nghiém cé co co ch |

| Chugn bi méu Cé cé Co o J

CHU THICH Lién quan d&n tinh dac thl bi han ché cling nhu kha nang cho k&t qua dudng tinh gia do sur ifc ché khong dac thu !
cia phép phan tich, ma can phai khing dinh cac két qua phan tich mién dich v& tinh hop phap va muc dich mang tinh phap ly. i

10
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