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L&i néi dau
TCVN 11131:2015 hoan toan trong dwong véi 1ISO/TS 20836:2005;

TCVN 11131:2015 do Ban k¥ thuat tiéu chuan quéc gia TCVN/TC/F13
Phuong phap phéan tich va I8y mau bién soan, Tdng cuc Tiéu chuln
Do lwdng Chét lwgng thdm dinh, Bo Khoa hoc va Céng nghé cong bb.
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L&i giéi thigu

Tiéu chuln nay nim trong bb tiéu chun v&i tén chung 14 Vi sinh vt trong thye phdm va thire &n chdn
nuéi - Phén tmg chubi polymerase (PCR) dé phét hién vi sinh vét géy bénh tir thue phdm:

TCVN 7682 (ISO 20838), Vi sinh vét trong thurc phdm va thic &n chdn nudi — Phédn ing chudi
polymerase (PCR) dé phat hién sinh vat géy bénh tir thiurc phdm — Yéu céu vé khuéch dai va phét hign
dbi v6i céc phuong phép dinh tinh '

TCVN 10781 (ISO/TS 131386) Vi sinh vét trong thyc phém va thac &n chédn nudi - Phuong phép phét
hién vi sinh vét gay bénh trong thirc phdm bdng phén (mg chudi polymerase (PCR) thoi gian thyec —
Phét hién Escherichia coli sinh dbc t6 Shiga (STEC) vé xéc dinh cdc nhém huyét thanh 0157, 0111,
026, 0103 va 0145

TCVN 11131 (ISO/TS 20836), Vi sinh vét trong thuc phdm vé thire &n chén nudi — Phén tmg chudi
polymerase (PCR) dé phét hién vi sinh vét géy bénh tlr thyc pham — Phép thi¥ higu ndng dbi v6i may
chu trinh nhiét

TCVN 11132 (ISO 22118) Vi sinh vét trong thirc phém va thic dn chdn nudi — Phan tmg chubi
polymerase (PCR) dé phét hién va dinh lugrng vi sinh vét géy bénh e thure phédm — Béc tinh hidu néng

TCVN 11133 (ISO 22119), Vi sinh vét trong thuc phdm va thirc dn chdn nubi — Phan dng chubi
polymerase real-time (PCR real-time) dé phét hién va djnh lupng vi sinh véat gdy bénh tir thyre phédm —
Binh nghta vé yéu céu chung

TCVN 11134 (ISO 22174), Vi sinh vét trong thuc phém va théc &n chéan nudi — Phan (mg chudi
polymerase (PCR) dé phét hién vi sinh vat gay bénh tir thue phdm — Binh nghia va yéu céu chung

18O 20837, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction (PCR) for the
detection of food-borne pathogens — Requirements for sample preparation for qualitative detection
{Vi sinh vt trong thye phém va thirc dn chdn nudi - Phén tmg chubi polymerase (PCR) dé phét hién vi
sinh vét gdy bénh tir thure phédm — Yéu céu vé chuén bj méu dé phét hién dinh tinh].
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Vi sinh vat trong thwec pham va thire An chin nuéi - Phan trng chudi
polymerase (PCR) dé phat hién vi sinh vat gay bénh tir thwe pham -
Phép thtr hiéu ning déi véi may chu trinh nhiét

Microbiology of food and animal feeding stuffs - Polymerase chain reaction (PCR) for
the detection of food-borne pathogens — Performance lesting for thermal cyclers

CANH BAO — Khi ap dung tidu chudn nay c6 thé lién quan dén céc vt ligu, thiét bj va cac thao tac
gy nguy hidém. Tiéu chudn niy khdng dwa ra dwgc hét tat ca cac vén dé an toan lién quan dén
viéc sir dyng chung. Ngwi sir dung tiéu chuén nay phai ty thiét 1ap cac thao tic an toan thich
hop va xac dinh kha ndng ap dyng hodc cac gidi han quy dihh trirére khi str dung tiéu chuén.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chun nay dura ra cic yéu chu co ban déi voi viéc Iap dat, van hanh va bao duiing may chu trinh
nhiét_May chu trinh nhiét la thiét bi c6 44 bén cao, nhwng vén cin duoc bao dwdng dinh ki. Nhing bd
phan Iam lanh/néng, st dung cong nghé Peltier hay cdng nghé khéc, déu cb thdi han s dyng nhét

_dinh. Viéc van hanh tét cac yéu 4 gia nhiétlam ngudi phy thudc déng thoi vao chét Iu'Qng cla thiét bj
gia nhiét/lam ngudi va cach st dung va bao tri hep Iy.

Ngoai ra, @& duwa ra y&u cAu cho mdt chwreng trinh bao dwdng rd rang, xem Phy luc A va B vé cac quy
trinh x4c dinh hiéu ndng cla may chu trinh nhiét bing cac phwong phap sinh héa va vét y.

2 Tailidu vién din

Céc tai liéu vién dan sau 1a rat can thiét cho viée &p dung tiéu chuan. B4 voi céc tai liéu vién dan ghi
n&m céng bd thi ap dung phién ban dwoc néu. Béi véi cac tai liéu vien dn khong ghi nam céng bd thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gdm ¢a céc stra dai (néu cb).
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TCVN 11134 (ISO 22174), Vi sinh vét trong thyc phdm va thic &n chan nubi — Phén img chubi
polymerase (PCR) dé phét hién vi sinh vét gy bénh tir thyre phém — Binh nghia va yéu cdu chung.

TCVN ISONEC 17025, Yéu cdu chung vé ndng hec clia phong thir nghigm vé hiéu chuén.

3 Thuét ngir va djnh nghia

Trong tiéu chuén nay st dung céc thuét ngl va dinh nghta sau day:

341
Nép néng (Heated lid)
Tinh n3ing tuy chon ctia mdy chu trinh nhiét, dwoc sir dung dé ngan chdn méu bay hoi.

3.2
Pé 6n ddng déu nhiét (temperature uniformity)
Sw ddng G&u nhiét dotrong bd phan kiém soat nhiét (vi dy: hdp 1am néng).

3.3

Kiém tra hiéu ning sinh héa (biochemical performance test)

Quy trinh kiém tra xac dinh hiéu nang cla may chu trinh nhigt bing céc bién phép sinh héa (vi du: PCR
nhay nhiét}.

34
Kidm tra hiéu ning vat ly (physical performance test)
Quy trinh kiém tra xac djinh hidu néng clia may chu trinh nhiét bing cac cac bién phap vat Iy.

35

Hé théng PCR khéng &n dinh (non-robust PCR system)

Hé théng PCR, trong d6 c6 mdt vai sai léch nhé vé& hoa chét chay PCR hodic nhiét 66 PCR so véi quy
dinh dan aén viéc khuéch dai kém hiéu qua.

3.6

Vj tri t¢i han (critical positions)

Vi tri hay khu virc ma sai Iéi:h nhiét @ mau thir so vé&i nhiét @6 hién thj d& xay ra hon so véi nhirng khu
vigc khac trong gid d& méu clla may chu trinh nhiét.

4 Lap dit may chu trinh nhiét
Tuén thi huéng dén clia nha sén xuét.
Nhirng ndi dung duwéi day can dwgc xem xét:

a) May chu trinh nhiét phai dwec 13p dat va st¥ dyng & nhiét 46 va dd dm thich hop;
8
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b) May chu trinh nhiét phai dwoc d3t & noi:
— Cb thé nhin dé kidm tra dugr;
~ Cho phép trao ddi nhiét &n dinh v&i méi trrérng xung quanh va khdng khi luu théng ty do:

—~ C6 mdi trwdng dn dinh.

5 Bao dwirng may chu trinh nhiét

Phong thl nghiém can thiét 1ap va thue hidn chuwong trinh bao dwding cy thé cho tirng may chu trinh
nhiét, dea trén nhat ki st dyng hodc sé 1an chay.

6 Kiém tra hidéu ning
6.1 Yéu ciu chung

Kiém tra hiéu nang clia tirng méy chu trinh nhiét phai duge thiee hién va ghi chép lai sir dung gian iép
phuong phap kidm tra hiéu nang sinh héa hay trye tiép phirong phap kiém tra hiéu nang vat Iy.

6.2 Kiém tra hidu niing bing sinh héa

Can thye hién quy trinh sinh héa 38 kiém tra hiéu ning may chu trinh nhiét, c6 thé s& dung phwong
phép PCR khéng &n dinh nhay nhiét.

Vi dy v& phwong phép thich hop dwee néu trong Phy luc A. C6 thé s dung phurong phap PCR bét ky
khac néu dap (ng durgc tit ca cac yéu cAu.

Tan suét kidm fra hiéu ning phai dia trén sé gi® s dung hodc sb IAn chay clia-tirng méy chu trinh
nhiét.

6.3 Kidm tra hidu ning vit Iy

CAn thye hién quy trinh vat ly dé kiém tra hiéu n3ng @& do nhiét do thyrc clia miu tai mi giéng trong
chu trinh nhiét 4 va @8 so sanh voi nhiét 8o hi&n thi.

Vi dy v& phwrong phép thich hop duec néu trong Phy luc B. Can kiém tra hiéu nang vét Iy néu viéc
kidm tra hiéu nang sinh héa truéc d6 chwa thire hién hodic viéc kidm tra hiéu naing sinh héa cho thay
khuéch dai kém higu qua.

Tan suét kiém tra hiéu ning phai dwoc dwa trén sé gidr si¥ dyng hodic sé Ian chay cua ting may chu
trinh nhiét.
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7 Bao cao thir nghiém

Bao cao thir nghiém it nhat phai bao gdm cac théng tin sau day:

s6 nhén biét may chu trinh nhiét;

vién dan tiéu chudn nay va Phy lyc dwgc st dung cho thir nghiém;

ngay thir nghiém;

ngwdi chiu trach nhiém phan tich;

két qua thlr nghiém;

tat ca nhwng didm cin ey ¥ trong qua trinh thir nghiém;

mgi sai léch, thém vao hay lwgc bét so véi quy dinh ctia phép thie,

I

tht ca nhirng théng tin c6 lién quan dén thir nghiém cu thé.

Phong thtr nghiém phai lwu gitr hd so quy trinh tai chd d& co thé nhan dién va ghi lai nhitng bét thirdng
lién quan dén hiéu nang may chu trinh nhiét (xem thém TCVN ISO/IEC 17205).
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Phuy lyc A
(Tham khéo)

Kiém tra hidu ning sinh héa — Phwong phap PCR kiém tra dd chinh xac clia nhiét dé

A1 Yéu ciu chung

Phuong phép nay kiém tra xac nhan dé chinh xac nhiét dd gén mdi cia may chu trinh nhiét. Phép kiém
tra ndy nhay véi sy tang nhiét 86 gin mai that twong quan véi nhiét d6 hidn thj trong mét chu trinh
nhiét @§ xac dinh.

A.2 Nguyén tic

D% chinh xac ctia nhigt do dat san/hién thj dwoc kiém tra bing PCR duwoc thibt ké rieng. Céc mau PCR
rét nhay véi nhiét d§ gén mdi vuot qua mire trong chu trinh nhiét dg.

Mat trinh tu ADN 362 cdp base,trong d6 cé v tri dich cho PCR, dugre tao ra bing viéc khuéch dai ving
bién cla vi tri trong véc to pGEM véi cip méi gidi ma M13 chuan. Doan gen nhan ban dwgc néu trong
Hinh A.1.

AOERARCRAS C GATTACGCCA AGCTATTTAG GTCGACACTAT AGRATACTCA AGCTATGCAT
Cu &ACCCG’."’." “GGAGCTC‘TC CC.»-:TATGGTC‘ _ GACCTGCAGE CGGCCCGCAC  AGTGATTAGC  AACCTOCEA
CCATATACTA ACTCOATEDK Y ACATCGE - PPCETCATCG CCC CCTCTAGCTA
GOTAGCTAGC GATTGCTTCA CCAAGRAGAG CTCCAACAGC CTGATGGCAT ICAAGIIACAC AATCCCGCEE
CCATGECECGC CGGGAGCATG CGACGTCEGG CCCAATTCGC CCTATAGTGA GTCGTATTAC AA TTCACTCG
CCGTCETTTT  AC

Hinh A.1. — M3u va trinh ty méi dwgc diing trong kiém tra higu niing cua may chu trinh nhiét

Trinh ty ctia san phdm PCR duece tao ra bing viée dung cac médi M13 (gach chan 2 1an) trong qué trinh
khuéch dai trinh ty dich t& plasmid pGEM (pSC17") sira d8i. Cac mdi duwgc diing trong hé théng thi
nghiém dé danh gid méy chu trinh nhiét dwgc td dam va trinh bay riéng (VAL1 va VAL2, xem A.3.5.3
va A.3.5.4). Trinh ty san phdm PCR dwoc tao ra trong quéa trinh kiém tra hiéu ning chu trinh nhiét
dugc gach chan. Nhitng chd khéng phit hgp duwgc in dam.

Céc mbi VAL1 va VAL2 cho ra san phdm PCR c6 dd dai 116 ciip base va duwoc nhan biét bang dién di
gel agarose. Do sir khong phi hop tai d3u 3’ clia mdi VAL1, ma PCR nhay véi nhiét d6 gan mbi vugt
qua binh thudng so véi nhigt @3 xac dinh. Khi vuot qué dai tir 63 °C dén 66 °C 6 thé din t6i viéc
khuéch @ai kém hidu qua va khdng thé phat hién sdn phidm PCR 116 cap base.

" Pay 12 vi dy v& san pham thich hop ¢6 ban s&n. Théng tin ndy dirgc dua ra 48 thuan tign cho nguéi sir dyng tigu chudin
mé khéng &n djnh s dyng s&n phim nay. Cac san phdm trong tr 6 thé dwoc sir dung néu cho két qua trong dirong.

9
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Céc mAu phai dwoc dit tai cac vi trf dai dién cho ving nhiét 66 c6 thé kiém soét duoc, bao gdm cac vi
tri 16 han. Trong trwdng hop khong biét vi tri t6i han, cdc mau phai dwoc @& & vj tri trung tam va céc
gée 11,

Vi du v& may chu trinh nhiét ¢ 96 giéng dugc néu trong Hinh A.2.
A.3 Chét phan &ng

Chi diing céc chét phan trng tinh khiét phan tich d& ding cho véi cac phuong phép xac dinh sinh hec
phén tir.

A.3.1 Nuéc

Péi vé&i cac phan tng khuéch dai, ludn st dung nwéde khong ¢ ADNse va RNase. Nhing loai nwéc
siéu tinh khiét thich hep c6 ban s8n trén thj tredng.

A.3.2 Dung dich dém PCR (khdng cé MgCl,), 10x (150 mmol/l TRIS, pH 8; 500 mmol/l KCI).
A.3.3 Dung dich MgCl,, ¢(MgCl,) = 25 mmoll.

A.3.4 Dung dich dNTP, c(dNTP) = 10 mmoV/I {(cho m&i nucletotide).

A.3.5 Oligonucleotide

Oligonuclectide cAn phai tinh sach sau khi tng hep.

A.3.5.1 Mai xudi dé thiét Iap trinh tw dich 362. cip base

Véc to nhan ban thue khudn M13mp8 (GenBank No. M77826.1).

Mbi M13(-26): 5-CAg ;;AA ACA gCT ATg AC-3".

A.3.5.2 Mbingwoc @é thiét lap trinh tr dich 362 cip base

Véc to nhan ban thyc khuédn M13mp8 (GenBank No. M77826.1).

Mbi M13(-20): 5'-gTA AAA CgA Cgg CCA gT-3’

A.3.5.3 Mi xudi aé kiém tra nhiét do gan mbi cia may chu trinh nhigt
Céu trdc tng hop:

Mbi VAL1: 5-gAT ACA gAA ACA TCg gTT ggC-3'

10
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A.3.5.4 M&i ngwoc dé kidm tra nhidt 46 gin méi cia may chu trinh nhiét
Céu tric tdng hep:
Mdi VAL2: 5-gTg TAA CTT gAT gCC ATC Agg-3'
A.3.6 Plasmid pSC17?
A.3.7 ADN-polymerase dn djnh nhidt (danh cho PCR khé&i dang néng), 5U/pl.
A.3.8 Agarose, phi hop cho viéc dién di va chia tach ADN theo kich ¢& mong muén.
A.3.9 Axit boric (H;BOs3), chi dung cho dung dich dém TBE.
A.3.10 Bromophenol xanh (C1,HsBryOsSNa) va’hodc xylen cyanole FF (Cy5H,yN,06S;Na).
A.3.11 Axit axetic bang (CH,COQOH), chi dung cho dung dijch dém TAE.
A.3.12 Mudi axit etylen diamin tetraaxetic dinatri (Na,-EDTA) (C1oH14N2OsNay).
A.3.13 Etidi bromua (EtBr) (C,;HzoN,Br).
A.3.14 Glyxerol (CaHaOs).
A.3.15 Natri axetat (CH;COONa}, chi diing cho dung dich dém TAE.
A.3.16 Axit clohydric (HCl).
A.3.17 Natri hydroxit (NaOH).
A.3.18 Tris (hydroxymethyl} aminometan (TRIS) [NH,C(CH,OH),).

A.3.19 Dung djch dém TAE, 1x, ¢(TRIS) = 0,050 mol/l, ¢(CH,COONa) = 0,020 mol/l, ¢(Na,-EDTA) =
0,001 molA.

Chinh pH dén 8,0 bing axit axetic bing hodc natri hydroxit.

Dung dich @&m TAE c6 thé duec chuln bj dwéi dang dung dich gbc dam déc 10x. Néu dung dich xuét
hién dang két tGa, thi khéng tiép tuc s dyng. Dung dich ddm &3c phai dwgc pha loang véi nwédc
(A.3.1).

A.3.20 Dung djch dém TRIS/borat (TBE), 0,5x, c(TRIS) = 0,055 mol/l, ¢(H:BOs) = 0,055 mol/l,
¢(Na,-EDTA) = 0,001 mol/l.

Chinh pH @én 8,0 béng axit clohydric hoc natri hydroxit.

11
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Dung dich dém TBE ¢6 thé dwgc chuln bj dwdi dang dung dich géc dam @&ic 10x. Néu dung dich xuét

hién dang két tia thi khéng tiép tuc st dung. Dung dich dam d@ic phai dwoc pha lodng véi nwac (A.3.1).

A.3.21 Dung djch dém dé chay mau, 5x, gglycerol) = 50 %, p(xanh bromophenol) = 2,5 g/l va/hodc
plxylen cyanole FF) = 2,5 g/l, héa tan vao dung dich d4&m m.en di (A.3.19 hoéc A.3.20).

A.3.22 Dung djch etidi bromua, o(EtBr) = 0,5 mg/l.
Dung dich etidi bromua phdi duwgc bdo quan & ndng 45 dam dic (vi dy 10 mg/mi) & 5 °C & noi téi.

LUU Y: EtBr la chit cé kha ning gy bién ddi gen, ung thw va gay quai thai. S&r dyng ging tay
va mit na khi stv dung EtBr, Néu dwec, phai 1am viée trong tir hét. EtBr phai dwee xir Ii dang
cach dwéi dang chét thai héa hoc.

Dung dich géc phai dwec chun bj bing cach cho mdt lwgng nwéc viva dl vao lo chira EtBr bét, hodc
EtBr vién ¢6 khéi lwgng phi hep.

Bao quan dung dich EtBr tranh 4nh séng trong qua trinh hda tan. Hda tan cham & nhiét dd phéng bing
céch trdn Géu tir tir. Khéng dwgc dun néng.

A.3.23 Chét chudn khéi Iwgng phén tir ADN, vi dy ché phim thuwong mai ¢ c4c doan ADN c6 dd
dai tir 100 c&p base dén 200 cap base.

A.4 Thiétbj, dung cu

A.4.1 May chu trinh nhigt.

A.4.2 Ld vi séng hodc ndi cach thiy dun séi.

A.4.3 Thiét bj dién di gel thach agarose, v&i cac phy kién va ngudn dién.
A.4.4 Dén cwe tim hoac dén dién, lam viéc & budc séng 312 nm.

A.4.5 B$ phan ghi, vi dy nhu hé théng chup anh voi film ASA 3000 hay b§ lgc UV phd hep véi huynh
quang clia EtBr, hodc hé théng quay phim v&i may quay CCD, b6 loc UV va phin mé&m phan tich djnh
Irgng (tly chon).

A5 Cé4ch tién hanh
A.5.1 Chuin bj trinh ty dich 362 c3p base
A5.1.1 Caidit PCR

Néng @% cudi cling thich hep clia cac chét phan tng dwgc néu trong Bang A.1. Phwong phap nay st
dung thé tich PCR cuéi ciing 1a 50 ul cho mét phan trng.

12
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-Bang A.1 - Thanh phén cia Mastermix (PCR-mix)

Chét phin ng Ndng do cudl cling Thé tich tirng mau (pl)
Plasmit pSC17 10 000 ban sao ~6 pg 2,0

Nwée 31.8

Dung djch dém PCR 10x 1x 5,0

{khéng c6 MgCl,)

Dung dich MgCl,*, 25 mmol/l 2,5 mmoll 50

Dung dich dNTP, 10 mmol 0,2 mmol/ 1,0

Mé&i M13 (-26), 5 pmol# 0,25 pmol/l 2,5

Mai M13 (-20), 5 pmoll 0,25 pmol/| 2,5
Taq-ADN-polymerase, 5 U/pi 1 don vj cho mét phan ¢ng 0,2

? Néu dung dich dém PCR chiva sdn MgClz, thi ndng 9 cudi ciing clia MgClz trong hdn hop phan tng phéi
dwore digu chinh cho ding 2,5 mmolA.

A.5.1.2 Chirong trinh thdl gian nhidt 43
Chuweong trinh théi gian nhiét 4 dwoc néu trong Bang A.2.
Chuong trinh nay cé thé dugc thay ddi theo kiéu loai may chu trinh va/hodc enzym s dung.

Bang A.2 — Chwong trinh th&i gian nhiét dd

Bién tinh ban d4u 2 min/95 °C
Khuéch dai 10 8/95°C
30 /45 °C
20s/72°C
86 chu trinh 40
Keo dai cubi ciing ' 2 min/72 °C

A.5.1.3 Tinh sach sin phidm PCR va xac dinh két qua

Mét ltrgng 5 pi ctia san phdm PCR duwoc tach bing dién di trén gel agarose va dwoc nhudm voi etidi
bromua dé hién thj san phdm PCR. 86 thé tich san phdm con lai s& duwoc tinh sach va két qua dugce
x4c dinh bing do quang phd ho3c phrang phap phii hop bét ky'?,

13
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A.5.1.4 Chuan bj cac ndng do khuén miu

Tir két qua san phdm PCR, sé ban sao doan gene 362 c3p base Gugc tinh bing cac quy trinh chuyén
ddi tieu chuln.

Céc san phdm PCR dugc chudin bj trong nwée & 3 dung dich ¢6 ndng d6 khac nhau: 1 000 ban sao/ul,
100 bén sao/ul va 10 ban sao/pl.

Céac ndng dd ADN dich duge mé héa nhw sau:

—a =1 000 ban sao/ul (twong tng v&i 5 000 ban sao cho mt PCR);
~ b = 100 ban sao/pl {twong (ng véi 500 ban sao cho mét PCR);

— ¢ = 10 ban sao/pl (twong (rng v&i 50 ban sao cho mét PCR).

A.5.2 Kiém tra may chu trinh nhigt

A.5.2.1 CaidatPCR

Phuong phap ndy st dung thé tich PCR cui cling 14 50 pl cho mét phan (rng. Chét phén irng va néng
d6 cudi dwoc néu trong Bang A.3.

St dung it nhat 16 phan tng PCR cho may chu trinh nhiét 96 giéng.

Cai dat PCR nhw sau:

— chuén bi hdn hgp PCR;

— chia hén hop PCR ra lam 3 phan va 1 kiém soat am tinh;

— thém ADN dich & 3 ndng dd khac nhau vao 3 phan dé tao hén hp dich PCR.

— chia méi hdn hop dich PCR ra lam 5 ph&n sao chép va dua tat ca vao dia dwng méu trong may chu
trinh nhiét & nhirng vij tri xac dinh.

14
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Thudc thir N3ng 48 cudiciing | Thé tich cho mdt mau | Thé tich khuyén cdo
() cho 16 mau (pl)
Nuéc 24,78 401,48"
Dung dich dém PCR 10x (khdng 1x 50 80,0
chira MgCl,) a
Dung dich MgCl;", 25 mmol/| 3 mmolll 6,0 96,0
Dung dich dNTP, 10 mmol/l 0,2 mmolfl 1,0 16,0
Mabi VAL1, Spmolil 0,4 pmolil 4,0 64,0
Mai VAL2, Spmol 0.4 pmoll 40 64,0
Taq-ADN-polymerase, 5 U/pl 1,1 don vi cho mét 0,22 3,52
phan ng

® Néu dung dich d&m PCR da chira MgClz, thi ndng dé cudi cing clia MgCl trong h&n hep phan img phai dugc diéu
chinh @én 3 mmolA.
® Thay nwéc cho 16 phan irng va 5 pl cho kiém chirng dwrong (5 pl khudn miu duge thay thé bdi 5 pl nuéc).

Chia hén hop PCR vao 3 phan, m3i phdn 225 pl va 1 mau 50 pl kiém soét &m tinh (NTC). Thém vao
phan thir nhat 25 pl ADN dich & ndng dd “a” chira 1 000 bén sao/yl, phan thir hai thém 25 pl ADN dich
& ndng 48 “b” chira 100 ban sao/ pl, va cho phan thir ba thém 25 pl ADN dich & ndng do “c” chira
10 ban sao/pl va trdn can that. Chudn bj 5 phén (g 50 pl cho ting hdn hgp va @it vao trong may chu
trinh nhiét theo so' @6 & Hinh A.2.

¥

1 |2 |3 |a |5 s |7 |8 |9 [10 |11 |12
A a--:
B b b
c .
D
E
Fola
G
H c.

Vi tri @, b, va ¢ 12 nhirng &ng chira phan &ng cé 14n Irot 5000, 500 va 50 ban sao dich teong ing)
N =NTC (kiém chirng 4m tinh)

Hinh A.2 - So d8 cac éng PCR a& kiém tra may chu trinh nhiét 96 giéng

15
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A.5.2.2 Chwong trinh th&i gian nhigt 4§

Chuwong trinh thdi gian nhiét 9 néu trong BangA 4.

Bang A.4 - Chwong trinh théi gian nhiét d

Bién tinh ban d4u 2 min/95 °C

Khuéch dai 10s/95°C
20s/63°C
20s/72°C

84 chu trinh 40

Kéo dai cuédi cling 5 min/72°C

A.5.3 Phét hién

A.5.3.1 Yéu clu chung

Céac san phdm PCR dugc nhan biét bing dién di. S& dung dung dich dém TAE hodc TBE cho chay
dién di. Sir dung cling mét loai dung dich dém Gé héa tan agarose va db vao gia dién di.

A.5.3.2 Chuln bj thach agarose, dién di va nhuém

Can mét Iwgng agarose thich hgp (A.3.8) trdn véi dung dich dém dién di (A.3.19 hodc A.3.20) dé cd
dwoc ndng a6 cubi cung p = 20 g/l. Lép gel khdng dwoc day qua 1cm.

Trdn 5 pl tleng sén phdm PCR vé&i khodng 1 pl dung dich dém dé chay mau (A.3.21) va cho vao gel.
Cho marker khéi lvgng phan tl vao mét giéng riéng.

Tién hanh dién di & nhiét @5 phong. ST dung dién thé phi hop d& gitr dién thé &n dinh t6i da 1a 5 Viem

gilra cac dién curc.

Sau khi dién di hoan tét, U gel it nhat 30 min trong dung dich etidi bromua (A.3.22) & nhiét a6 phong, &
noi téi.

C6 thé sir dung céc phuong phap nhudm gel agarose khac néu cho két qua twong dwong.

Chuyén thach gel vao @& soi bdng dén cyc tim (A.4.4). B&t d&n cyc tim va ghi lai huynh quang ctia
ADN béng viéc chup anh hodic quay phim.
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A.6 Dién giai két qua

TCVN 11131:2015

Kich thuwéc cia sdn phadm PCR dwegc xéc dinh bing cach so sanh véi cac doan trong chit chudn khéi

iwrgng phan t&r ADN (A.3.23)

Néu trong tat ca cac mdu thir phét hién duwoc san phdm khuéch dai 1a cac cap base 116, thi sai sb
nhiét @ gén mdi & 63 °C 1a nhd hon 3 °C. Néu khéng thiy san phim nao, thi hodic 12 ¢6 sy vugt qué
nhiét @ hod3c bién tinh khong dd. C4 hai trwdng hop ndy la do viéc kiém soat chuong trinh nhiét @
trong may chu trinh nhiét khong dwoc tét.

Viéc dién gidi két qua dwoc néu trong Bang A.5.

Bang A.5 — Dién gial két qua

$6 lwgng ban sao

Hiéu ning chép nhan dwoc:
san pham phat hidn thiy

Hiéu ning khdng chép nhén
dwore: san phidm khéng phat

hign
5000 Strén 5 <5trén5
500 5trén 5 <5trén 5
50 s 5trén 5"

# Céc phan rng v&i 50 ban sao cho 1 phan (’ng ¢d thé cho ra c4c dai ADN nhat

Trong tredng hep két qua hiéu ndng khdng chip nhan dwoc (xem bang A.5), thi ¢in kiém tra lai. Néu
két qua dugc xac nhan, thi hiéu ndng clia méy chu trinh nhiét la c6 vin Gé va thiét bj phai duoc kiém

tra hiéu nang vat ly.
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Phyluc B
(Tham khéo)

Kiém tra hidu ning vat Iy

B.1 Yéu ciduchung

Day la phwong phap dé kiém tra chinh xéc nhiét dd may chu trinh nhiét trong cac diéu kién hoat dong.
Viéc kiém tra nay ghi lai nhiét 49 chét Idng trong dng miu.

B.2 Nguyén tic

Nhiét 86 dwoc do bang cip nhiét dién hay thiét bj khac cé kha ning do dwgc nhiét @6 & trong lo cd
chira nwéc.

Q;Jy trinh kiém tra vat Iy dwoc tién hanh trong c4c diéu kién dang chay PCR. Theo dé thi qua trinh kiém
tra s& bao gém loat 3 c¢4p d8 nhiét 46 dwoc sir dung dé bién tinh, gén mdi va kéo dai méi.

Néu nhw may chu trinh nhiét c6 nép ddy, thi viéc do phai tién hanh khi nép duoc day.

B.3 Chét phan dng

B.3.1 Nwéc

B.4 Thiét bj, dung cy
B.4.1 May chu trinh nhiét
B.4.2 Thiét bj ghi nhiét d§: diu do ghi nhiét 48, day din va cac thiét b do nhiét do.

Binh ky hiéu chufn by phén do nhiét ad aéi véi dai nhiét a6 str dung.

B.5 Cach tién hanh
B.5.1 Bé tri phép thir

D3t diu dé nhiét d6 tai céc vi tri dai dién cho dai kiém soat nhiét d9. Viéc chon vi tri t&i han phai duoc can
nhéc can than, Khi khdng xac dinh dwoc vj tri t6i han thi &t ng&u nhién cac cam bién trong céc giéng.

Vi dy : Bi véi may chu trinh 96 giéng, chia sé giéng thanh 6 ving bing nhau. DAt It nhat 2 dAu do nhigt &8 tai m&i ving. Do
@6 o it nhdt 12 didm nhiét @3 dvoc ghil™l
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B.6 Ghi cac gia trj nhiét d$

Cén cai dat tAn suét ghi nhiét 48 sao cho it nhét 1 gid trj nhiét 6 dwgc gni lai cho mét vi tri trong mét
giay [,

Téi thidu, thye hién do trong ba 1an chay may lién tue, mai Jan it nhat 30 chu trinh.

Cho mdi vi tri kiém tra, tinh trung binh gilva diém nhiét d9 cao nhét va thdp nhét & didm thoi gian t,
{diém thei gian khi chuong trinh nhigt @6 bat dau) va ¢, (diém thoi gian lic chuwong trinh nhiét d6 két
thic) cho cac budc bién tinh, gin mdi va kéo dai 1",

B.7 Giai thich két qua

Khdo sat nghién ctru nhiét ¢ & vj tri cao nhét va thap nhét. Ca 2 nhiét do nay phai hodc ndm trong dai
nhiét @4 ghi clia may ho3c néu khong c6 quy dinn v& d5 chinh xac cGa nhiét dd, thi khong droc sai
Iéch I&n hon 0,5 °C so vé&i nhiét d6 chwrong trinh. Nhiét d phai ndm trong dai quy dinh ddi véi mbi
buwéce trong chu trinh va trong qua trinh chay.

Khéng sl dyng cac may chu trinh nhiét khéng dam bao duoc cac didu kién trén.
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Thw muc ti liéu tham khao
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