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L&i néi ddu

TCVN 7682 : 2007 hoan toan tuong dudng véi ISO 20838 : 2006;

TCVN 7682 : 2007 do Ban ky thuat tieu chudn TCVN/TC/F13 Phuong
phép phan tich va I8y méu bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Do lugng Chat
lugng dé nghi, B6 Khoa hoc va Cdng nghé cang bd.
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Laoi gigi thiéu

Viéc khuéch dai va phat hién cac trinh tu axit nucleic dich dudc tién hanh dé xac dinh su c6 mat hay
khdng c6 mit cac trinh tu axit nucleic nhat dinh trong phan mau thir. Viéc xac dinh nay lién quan dén
céac kiém chimg va ndm trong gidi han phat hién cla phuong phap phéan tich dugc sif dung va phan
mau thit dugc phan tich.

Tiéu chudn nay mé ta qui trinh phat hién céc vi sinh vat gay bénh tir thuc phdm, bao gém cac sinh vat
gay bénh, bang cach phan tich cac axit nucleic tach chiét dugc tir cac mau thuc phdm, thic an chan
nudi, mdi trudng san xuét, hoac tir cac dich cdy hoic huyén phi té bao dugc chudn bi tir thuc phdm.
Céc qui trinh thich hgp vé chu@n bi mau, nudi cdy vi sinh va tach chiét axit nucleic dugc mé ta trong
1SO 20837.

Muc dich cla tiéu chudn nay la cac phuong phap khuéch dai dua trén phan (mg chudi (PCR). Tuy
nhién, trong linh vuc nay tdc dd phat trién cdng nghé rat nhanh, cac céng nghé khuéch dai va phudng
phap phat hién khac c6 thé dugc can nhic.

Tiéu chudn nay lién quan dén mét loat cac tiéu chudn va Yéu cdu ky thuat dudi tén chung Vi sinh vat
trong thuc phdm va thuc dn chan nubi - Phdn img chubi polymeraza (PCR) dé phat hién sinh vt gay
bénh tir thuc pham.

- Yéu cdu chung va dinh nghia (1ISO 22174);
— Yéu céu vé chuén bj m&u dé phéat hién dinh tinh (ISO 20837)
- Kiém tra tinh nang vé chu ki nhiét (ISO/TS 20836)

~ Yéu céu vé khuéch dai va phat hién déi voi cac phuong phép dinh tinh (ISO 20838).
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Xuit ban 1an 1

Vi sinh vat trong thuc pham va thirc #n chan nudi -

Phén (mg chudi polymeraza (PCR) dé phat hién sinh vt
gay bénh tir thuc pham - Yéu ciu vé khuéch dai va

phéat hién déi véi cac phuong phap dinh tinh

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction (PCR)

for the detection of food-borne pathogens — Requirements for amplification
and detection for qualitative methods

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chuin nay cé thé lién quan dén céc vt lidu, thiét bi va cac thao
tac gay nguy hiém. Tiéu chudn nay khéng thé dua ra dugc hét tit ca cac van dé an toan lién quan
dén viéc sir dung ching. Ngusi st dung tiéu chuan nay phai ty thiét Iap cac thao tac an toan thich
hop va xac dinh kha ning ap dung cac gidi han qui dinh trudc khi sir dung tiéu chuan.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay dua ra mdt hé théng toan dién vé cac phuong phap dinh tinh dé phat hién sinh vat gay
bénh trong thuc phdm st dung phan (ng chudi polymeraza (PCR).

Tiéu chudn nay ciing dua ra nhilng yéu cdu chung ddi véi viéc khuéch dai cac trinh tu axit nucleic
(ADN), phét hién va khéng dinh viéc nhan dang cac trinh tu axit nucleic (ADN) da dugc khuéch dai.
Thuc hién ding cac hudng dan, yéu cau tdi thiéu va dic tinh mé ta trong tiéu chuidn nay dé thu duoc
céc két qua tai lap va céc két qua d6 cb thé so sanh dugc trong cac phong thir nghiém khac nhau.

Tiéu chuén nay dugc thiét 1ap dé phat hién cac vi sinh vat gy bénh trong thuc phdm hosc dé phat hién

céc vi sinh vat khac can nghién cltu c6 trong thuc phdm hoc dudc tach ra tif chat nén thuc phdm, thic
&n chan nudi va ciing c6 thé ap dung cho cac loai chat nén khac, vi du: mau ducc I8y tif méi trudng.
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2 Tailiéu vién dan
Céc tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. B&i vdi cac tai liéu vién dan ghi

nam ban hanh thi ap dung phién ban dugc néu. B3i véi cAc tai liéu vién dan khéng ghi ndm ban hanh
thi 4p dung phién ban méi nhat, bao gém cé cac slra déi.

1ISO16140, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Protocol for the validation of alternative
methods (Vi sinh vat trong thuc phdm va thic &n chan nudi — Thi tuc danh gia xac nhan cac phudng
phép thay thé)

ISO 22174 : 2005 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
pham va thic &n chan nudi — Yéu ciu chung va dinh nghia).

3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay 4p dung cac thuat ngif va dinh nghia trong 1SO 22174,

4 Nguyén tic

Phén tich dinh tinh bao gém sang loc va/ho#ic phat hién dac hiéu cac trinh tu axit nucleic dich trong
mau thir. Tinh d&c thi c6 thé & mic giéng, loai hoic & mifc phan loai (taxon) thap hon.

K&t qua dinh tinh phai néu rd su c6 mat hay khéng cé mét trinh tu dich dang nghién citu, lién quan dén
cac phép kiém chimng thich hgp va nam trong gidi han phat hién cta phuong phap dugdc sir dung va
ph&n mau cén phan tich.

Phép phan tich nhin chung bao gém:

a) khuéch dai céc trinh ty dich d4c hiéu bing PCR;

b) phét hién cac san phdm PCR;

c) khéng dinh viéc nhan dang clia san phdm PCR va/hoic;

d) khéng dinh bing phuong phap céy vi sinh vat chusn (vi du: tiéu chudn quéc té).

5 Thudc thir

Trong moi trudng hgp, chi sir dung cac thudc thir tinh khiét phan tich thich hgp cho cac img dung sinh hoc
phan ti. Nhin chung, nén ldy cac lugng can thiét clia cac dung dich phan (g cho phép thir PCR va bao
quan chiing trong cac diéu kién thich hap, vi du: & nhiét dé —20 °C.
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5.1 ADN polymeraza

Polymeraza chiu nhiét (c6 thé bao gém hoat tinh transcriptaza phién ma nguac) dugc dung cho PCR.
Polymeraza chiu nhiét c6 thé da dugc tinh sach, emzym ty nhién, hoac dang enzym két hop ctia cdng
nghé gen da dugc tinh sach.

Str dung theo hudng dan cla nha san xuat.

M&Gi mot ADN polymeraza c6 thé can dén cac diéu kién thuc nghiém khac nhau, vi du: dung dich dém,
nhiét d6.

5.2 Transcriptaza phién ma ngudc

Emzym nay dudc sif dung dé sao chép ARN trong ADN (cADN) don bdi b sung c6 thé khuéch dai
béng cac PCR tiép theo.

S{r dung theo huéng dan cGia nha san xuét.

5.3 Dung dich dém phan img

Dung dich @ém thich hop cén sif dung theo hudng dan clia nha san xudt. Céc thudc thir da chudn bi
s&n c6 ban s&n trén thi trudng. Céc vat liéu dugc dung @& chusn bi dung dich dém PCR phai 8n dinh &
diéu kién bao quan va diéu kién chu trinh nhiét.

S{r dung theo huéng dan clia nha san xuét.

5.4 Dung dich deoxyribonucleosit triphosphat (dNTP) cho PCR

Can sl dung cac dung dich chita dATP, dCTP, dGTP, dTTP va/hoidc dUTP loai sinh hoc phan tir
thich hogp. Cac dung dich nay phai bén trong qua trinh bao quan va trong cac diéu kién PCR. Céac
dung dich nay c6 ban sin trén thi trudng.

5.5 Moi

Méi dugc chon dua theo trinh tu d4c biét d& phat hién ADN cta vi sinh vat dich.

5.6 Nudc

Dai v6i phan (mg khuéch dai, chi st dung nudc khdng chfa DNaza va RNaza. Nudc tinh khiét thich
hdp ¢6 ban sén trén thi trudng.

5.7 Magie clorua (MgCl,)

Mudi nay la mét thanh phan cla dung dich dém phan (ng ho3c dung dich tach chiét.
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5.8 Héa chat dé phat hién cac san pham PCR

Héa chét dugc dung cho hé thdng phat hién dugc mé ta trong phuong phap PCR phai c6 chét lugng
pht hop.

5.9 Cac thudc thir bd sung tuy chon

5.9.1 D&au khoang

Loai ddu nay dugc pha vao hén hgp phan ing dé gidm su bay hai trong chu trinh nhiét.

5.9.2 Chat xuc tac

Céac chét nhu polyetylen glycol hodc albumin huyét thanh bod cé thé duge bd sung vao phan (mg PCR
dé gidm (c ché do cac chat nén [1] gay ra.

5.9.3 Chat ic ché RNaza

Céc chét nay duge b3 sung vao RT-PCR dé tranh viéc suy giam chét lugng ciia ARN dich do enzym
RNaza gay ra, ma c6 thé lam nhiém ban thudc thir hoic dung cu bing chat déo trong qui trinh tach
chiét. Cac chét (rc ché& nay cb ban sén trén thi trudng.

5.9.4 Thudc thir dé ngan ngira viéc lay nhidm tir cac san pham PCR

D& tranh 1am nhiém bén tiép theo, hé thdng khir nhiém (vi du: dua vao psoralen, dUTP va UNG) cb thé
bao gém trong hé théng PCR d& giam thiéu nguy co lay nhidm tir cac san phidm PCR dudc tao ra trong
cac phan (ng PCR truéc dé.

6 Thiét bi va dung cu
Theo ISO 22174.
Ngoai thiét bi, dung cu phong thir nghiém chuan, can sif dung cac loai sau day:

6.1 May chu trinh nhiét, c6 thé thuc hién chinh xac va 13p lai chu trinh thai gian va nhiét dé dugc mé
ta trong phuong phap PCR.

6.2 Pipet, c6 dau loc
Céan dén it nhat ba bd pipet, méi mét bd danh riéng cho:

chusn bi mau;

chudn bi hén hgp chinh;

céc budce sau khuéch dai.
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CHU THICH: S dung cac dau tip loc 1a khéng can thiét ddi véi cac budc sau khuéch dai.
6.3 Ong phéan img, thich hop cho viéc sif dung trong chu trinh nhiét va c6 thé chiu dugc dét nong
nhiéu 1an dé&n 100 °C va Idam ngudi dén 4 °C ma khéng bi hu hdng.
6.4 Hé thdng phat hién cac san pham PCR, bao gom:

a) thiét bi dién di gel polyacrylamit ho#c agaroza, va ngudn bic xa UV dé ghi hinh &nh ADN da khuéch
dai, néu can, hoac

b) thiét bi sic ky cdt axit nucleic va hé théng phat hién thich hgp, hoic
¢) pha rén cé I&p dau do dic hiéu va thiét bi & phat hién cac san phdm PCR, hoic

d) céc hé théng thich hop khac tuong duong.

7 Cach tién hanh

7.1 Khuéch dai bing PCR

Viéc khuéch dai mét trinh ty axit nucleic c6 thé xay ra trong 6ng nghiém théng qua phan (g xdc tac bdi
enzym ADN polymeraza véi su ¢c6 mat clia cap mdi oligonucleotit va cac deoxyribonucleosit triphosphat
trong dung dich dém phan (ng nhét dinh. Diéu kién quyét dinh thanh cong clia phan (ng khuéch dai
mét trinh ty dich la hén hgp phan (ng khéng chifa cac chat (c ché ADN polymeraza. Khuéch dai cac
doan ADN nay ti€n hanh theo chu ky, méi chu ky bao gém cac budc sau:

a) 1am bién tinh sgi ADN déi thanh sgi axit nucleic don bing nhiét;
b) mdi két cap véi trinh tu dich trén ¢4 hai soi don ADN & nhiét dd thich hop va

¢) phan ing kéo dai cac mdi da bam véi deoxyribonucleosit triphosphat bdi ADN polymeraza & nhiét
dé thich hop.

Cé thé sl dung PCR dé phat hién ARN néu trinh tu da dudc sao chép vao trinh tu ADN bing
transcriptaza phién ma ngugc.

7.2 Phat hién va/hoidc khing dinh san pham PCR

Céc san phdm PCR dugc phat hién bang dién di gel hosc biing mét phuang phap thich hgp. Kich thudc
clia san phdm PCR c6 thé dugc udc tinh bang so sanh dua vao san phdm PCR kiém chimg duong tinh
va ADN thich hap c6 do dai chudn.

Trong trudng hgp phén tich bing phuong phap PCR tlc thdi (real-time PCR), thi viéc khuéch dai va
phat hién dién ra déng thai.

Khang dinh viéc nhan dang san phdm PCR can dudc thuc hién bing phuong phap thich hop, ngoai viéc
xac dinh kich ¢d, vi du nhu:
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a) béng trinh tu ADN clia san phdm PCR;
b) béng cach lai sn phdm PCR véi ddu do ADN dac hiéu;

¢) bang cach phan tich gidi han clia san phdm PCR; chiéu dai cla doan nay sau khi cét gidi han phai
tuong (ng vai chiéu dai cla trinh ty ADN dich sau khi gidi han.

Két qua duang tinh c6 thé can phai khing dinh biing cach sit dung phuong phap nudi cdy vi sinh chudn
va dugc khang dinh nhu mé ta trong céc tiéu chudn thich hap.

7.3 Cac phép kiém chimg

Chat lugng, tinh nguyén ven va lugng ADN khuén cé anh hudng dén két qué clia PCR vi thé anh hudng
dén két qua phan tich.

Vi ¢6 nhiing nguy ca ¢ két qua duong tinh gia va/hosc &m tinh gia nén khi ti€n hanh PCR phéi can dén
céac phép kiém chimg thich hgp. Tan suét sir dung phai dugc xac dinh nhu mét phan cla chuong trinh
dam bao chét lugng clia phong thir nghiém. Van hanh PCR cén sir dung phép kiém chimmg khuéch dai
bén ngoai ho#c bén trong.

Can slf dung cac mau chudn va dich cdy chudn Iam kiém chimg &m va kiém chimg duong, néu s&n cé
va thich hop.

Trong tiéu chudn nay sf dung cac chat kiém chimg dudc néu trong 9.3 va bang 1 clia ISO 22174:2005.

- 7.4 Xem xét chung vé phan img khuéch dai

Cac diéu kién phan (g va chu trinh nhiét phai dugc t8i wu héa cho méi cap méi varhosc cho mdi hé
théng. D3i véi bat ky PCR nao khi sif dung Ian dau trén dich chiét va huyén phu thu dugc tir chat nén cu
thé, thi can phai cho thdy cac diéu kién phan (mg la thich hop dé dat dugc gidi han phat hién mong
mudn. Gidi han phat hién PCR 12 lugng ti thiu ADN dich cin dén dé thu dugc mét tin hiéu. Trong mét
phan (g ti vy, chi cdn dusi 40 chu trinh nhiét 1a da c6 thé nhan dugc san phdm PCR véi lugng cb thé
phat hién dugc bing phuong phap chudn. PCR t8i uu, thi trong 40 chu trinh nhiét hoc it hon phai c6
thé khuéch dai dudc du s6 ban sao clia san phdm PCR cb thé phat hién dugc. Néu dugc, cb thé thi nén
tir khoang 100 ban sao clia AND khuén tinh khiét. Phai chithg minh dugc su khéng cé mét clia chat irc
ché PCR béng cach sif dung cac kiém chiing nhu trong ISO 22174,

Nhin chung, tinh d4c hiéu cla phan (ng cang tang nhiéu cang tét, vi du: bang cach sir dung PCR bt
dau véi nhiét @ cao (hot-start PCR). Hot-start PCR 1& phuong phéap 13m t&ng tinh d3c hiéu bang cach
lam gidm cac phan (ng phu nhu viéc khuéch dai cac trinh tu khdng mong mudn trong ADN nén (hién
tudng bt cap sai clia mdi) va hién tuong oligo hoa méi.

10
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7.5 Thiét ké mai

Do tinh n&ng ctia méi PCR dic hiéu cdn dudc so sanh véi cac PCR dac hiéu khac, nén can phai tinh
dén mét sé khia canh thiét ké sau day.

Trinh tu mdi tét nhat nén c6 nhimg d4c diém sau day khi cb thé:

a) chiéu dai ctia timg mdi: tir 18 nucleotit d&n 30 nucleotit;

b) ty1& GC:AT = 50:50, néu cb thé, néu khéng thi cang sat véi ty 1& a6 cang tét;

c) khéng tap trung nhiéu cac G va C vao mét doan ngén clia mdi (tinh 8n dinh & bén trong mdi cao);
d) dau 3' clia méi tranh hién tuong két cip b sung dé tao cac cap doi (dimer) gilra hai méi;

e) khong cb cdu tric bac hai bén trong;

f) khdng tao thanh cap ddi véi méi hoc mau do (probe) dugc dung trong PCR.

Hién nay c6 cac phan mém cb sén phuc vu cho thiét ké mai.

7.6 Kiém tra tinh dic hiéu clia mai

7.6.1 Khai quat

Kha nang phat hién trinh tu dich clia mdi phai dudc danh gia xac nhan.

Viéc danh gia xac nhan méi phai dugc tién hanh theo hai budc: dau tién danh gia Iy thuyét, sau d6 la
danh gia bang thuc nghiém.

7.6.2 Danh gia bing ly thuyét

Viéc danh gia béng ly thuyét phai dugc tién hanh bang so sanh trinh ty tuong déng (vi du: tim bang
cdng cu trong FastA, Blast) vi mét trong s6 cac trinh tu trong ngan hang trinh tu axit nucleic (vi du:
trong EMBL, GenBank).

7.6.3 Danh gia tinh dic hiéu bing thuc nghiém

Khéng phu thudc vao cac tiéu chi thiét ké da ap dung, ma tinh dac hiéu ctia méi ludn phai dugc kiém tra
bang thuc nghiém dé xac dinh kha nang clia méi phan biét dugc trinh tu dich véi cac loai/chiing clia cac
trinh ty vi sinh vat gan giéng vdi trinh ty dich va cac kiém ching am tinh. ISO 16140 qui dinh c4c diém
can xem xét khi chon cac chiing.

8 Dién gidi két qua

Cac két qua thu dugc, bao gém cac kiém chimg qui dinh trong ISO 22174, can phai rd rang va c6 két
qua nhu mong muén, néu khdng thi phai ti€n hanh I3p lai.

K&t quéa PCR sé 1a mét trong hai trudng hop sau:

11
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a) duong tinh néu chi thdy mét san phdm PCR dac hiéu dudc phat hién va tat ca cac phép kiém
chiing déu cb két qua nhu mong dgi, hoac

b) am tinh trong cac gidi han phat hién néu khong phét hién thdy san phdm PCR d&c hiéu va tét ca
céac phép kiém chiing déu cé két qué nhu mong dgi.

9 Tinh nang

Cac thuat ngir duge néu trong 1SO 22174.

Phuong phap PCR cén dudc kiém tra béng lién phong thif nghiém hoZc trong mdt phong thir nghiém dé
xac dinh cac dic trung thuc hién.

Gidi han phat hién clia phuong phap PCR vé vi sinh vat ma khéng phai 1a virut can dudc xac dinh bdi
phuong phap thich hgp, xem [2].

10 Béo cao thir nghiém

Béo céo thir nghiém phai dugc ghi phit hgp véi 1ISO 22174,

12
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