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Phan tich d4u an sinh hoc phan tlr - Phwong phap phat hién
va xac dinh nguyén liéu c6 nguén gbc tir dong vat trong
thwe pham va san pham thye pham (dwa trén axit nucleic) —
Yéu ciu chung va dinh nghia

Molecular biomarker analysis — Methods of analysis for the detection and identification

of animal species in foods and food products (nucleic acid-based methods) —
General requirements and definitions

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh céc yéu cau toi thiéu vé dic tinh hiéu ning clia phurong phap phan tir dé phat
hién trinh tw axit nucleic (ADN), nhw: phan (rng chudi polymerase (PCR), bao gém céc phwong phap
phat hién sau PCR khéc nhau, real-time PCR, cac ky thuat phat hién dia trén mét va/hoac nhiéu doan
do ciing nhur sty két hop clia cac phwrong phap d6.

Tiéu chuan nay cé thé ap dung dé phat hién, xac dinh va dinh long ADN clia cac loai ddng vat thudc
céc nhém phan loai sinh hoc trén loai va dudi loai trong thye phdm va xac nhan gia trj st dung clia céc
phwong phap ap dung.

Tiéu chuan nay ap dung cho dong vat c6 v, chim, bo sat, dong vat ludng cw, ¢4, dong vat than mém,
ddng vat gidp xac va con trung. Céc vi du dién hinh cho tirng loai duwgc néu trong Phu luc A.
2 Tailiéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc 4p dung tiéu chudn nay. Doi véi cac tai liéu vién din ghi
nam cong bé thi ap dung phién ban dwec néu. Béi voi c4c tai liéu vién din khéng ghi ndm céng bb thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gdm ca céc sira dbi, bd sung (néu co).

TCVN 7608 (ISO 24276), Thuc phdm — Phuong phap phéan tich Gé phat hién sinh véat bién doi gen va

san pham c6 ngudn gbc bién dbi gen - Yéu cdu chung va dinh nghia

TCVN 11933 (ISO 16577), Phén tich dau 4n sinh hoc phan tir ~ Thuét ngir va dinh nghfa
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3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn ndy sl dung céc thuat ngl va dinh nghia néu trong TCVN 11933 (ISO 16577),
TCVN 7608 (ISO 24276) cling vé&i cac thuat nglr va dinh nghia sau:

3.1

Codng cu tim kiém trinh tw twong ddng (basic local alignment search tool)
BLAST

Thuét toan so sanh trinh ty dwoc toi wu héa cho toc dd duoc st dung dé tim kiém co s& dir liéu vé
trinh tw d6i véi cac trinh tw twong dong t6i wu véi trinh tw truy van.

CHU THICH 1: Thuét toan nay wéc tinh truc tiép cac trinh tu teong ddng dé ti wu phép do mirc d6 tuong ddng,
diém twong dong clia cap tin higu 1on nhit (MST) hodc diém tuong ddng clia cip phan doan c6 diém sb cao (HSP).

CHU THICH 2: Xem Tai liéu tham khao [2].

CHU THICH 3: BLASTn c6 thé ap dung dé so sénh trinh tw nucleotid.

3.2

Phan (ng chudi polymerase truyén théng (conventional polymerase chain reaction)

PCR truyén théng (conventional PCR)

Phuong phap PCR yéu cau budc sau PCR nhu dién di trén gel dé phat hién hoac hién thj cac san
pham khuéch dai cho két qua dinh tinh.

4 Pac tinh hiéu nang cta cac phwong phap

41 Yéu ciu chung

Céc phuong phap duoc st dung dé phan tich nguyén liéu c6 ngudn gbc tir cac loai dong vat phai dap
{rng cac d@ic tinh hiéu nang phi hop véi tiéu chuan nay. Can mo ta cac két qua cla tat ca cac phép

xac nhan lién phong va/hoac don phong thir nghiém va cac dac tinh hiéu nang.
CHU THICH: C6 s&n mot sb hudng dan @é thuc hién cac phurong phép, xem Tai liéu tham khao [10].
4.2 Pham vi ap dung ctia phwong phap

Théng tin vé myc dich st dung va nhirng han ché clia cac phuong phap can duoc dua ra. Dac biét,
théng tin phai chi ra cac tiéu chi néu trong tiéu chuan nay da dwoc dap (ing.

43 Cos&khoahoc
Tdng quan vé& cac nguyén tic va tai liéu khoa hoc da cong b cb lién quan cin dwoc cung cAp day du.
4.4 DPonvjdo

Céc phép phan tich dinh tinh cho thdy c6 hodc khéng cé (khong phat hién duec) mot dich nhét dinh.
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Trong phan tich dinh lweng, gia tri do dwgc tinh theo ty 1& s6 ban sao ADN (c/). Viéc st dung ty 1é nay
can dwoc kiém tra vé cac anh hudng cb thé xay ra, bao gdm sé ban sao ADN lién quan dén dich trong
b gen. C6 thé st dung cac don vj khac (vi du: ty 1& khdi lugng). Céc nguyén tac tinh toan ty I& phai

dwoc bao céo.

Néu st dung phirong phap dinh lwgng d& danh gid ty 1& khdi lwgng clia cac thanh phan nguyén lidu c6
ngudn gbc tir cac loai dong vat khac nhau trong mau, thi cAn néu rd céc gia tri do dwoc dbi véi ty 18 sb
ban sao ADN khang thé phan anh ty 18 khéi lugng clia cac thanh phan nguyén liéu cé ngudn géc tir
dong vat trong mau trong moi trudng hop.

4.5 Kha nang ap dung

Khi danh gia mot phuong phap phil hop véi muc dich 4p dung, cAn xem xét cac khia canh vé ban chét
ctia dich nhw sau:

— vitri ctia dich (nhan hodc ty thé);

— sb ban sao trén méi té bao;

— chiéu dai trinh tu dich.

Déi voi cac phwong phép dinh lweng dac hiéu cha loai, st dung mdt gen nhan, khéng bao gom ADN ty

thé 1am dich. Trinh tw dich phai dwoc biéu hién dwéi dang mét ban sao trén mdi bd gen don bdi hodc
s6 ban sao phai duwoc biét truedc.

Khi danh gia mét phuong phap phit hep voi muc dich ap dung, can xem xét cac khia canh vé nén mau
nhw sau:

ban chét clia nén mau tiém an;

mirc do xt ly cac thanh phan mau;

|

cac loai va loai mé dong vat khac nhau cé lién quan;

.n 2 . i =
viéc chuan bj nén mau.

f

Kha ning ap dung clia phuong phap phai dugc kiém tra bang cach chiét ADN tir cac mau thir phan
anh nén mau va pham vi phén tich.

ADN phai dwoc chiét tir téi thiéu ba nén mau phi hep nhét, bao gém ca céc loai phan anh pham vi ap
dung clia phurong phap, ¢ chira ham Iwgng khéi lweng da biét cla nguyén liéu cé ngudn gbe tir cac
loai dong vat dich (phan bé déu trén dai dong clia phirong phap tinh bing phan trdm) va cac mé dong
vt cd lién quan dé ap dung.

CHU THICH 1: Khéng str dung cac ty thé dich PCR dé dinh ligng dung ty 1& sé lueng ban sao bd gen don bdi

clia cac loai khac nhau, vi s6 lweng ty thé dich khac nhau tiy theo loai mo.

CHU THICH 2: Cac loai mé dbng vat khac nhau ¢o thé ¢ ham lwong ADN thay di frén mdi khéi Irgng twong duong.

7
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CHU THICH 3: Gi¢i han phat hién (LOD) thurc té [xem TCVN 7605 (ISO 21569)] c6 thé chénh léch dang ké doi
véi cac nén mau khac nhau. Ngoai ra, cac mirc xi Iy cac thanh phan dong vat khac nhau trong ciing mét san
pha&m sé Iam tang sy phan hily ADN va kha nang phan bd ADN khéng ddi xirng gitra cac thanh phan nguyén lidu.
Vi dy: mot san pham 6 thé dwoc céu tao tir cic loai md dong vat khac nhau chira céac luong ADN khéac nhau,
Suw mét can bang nay c6 thé ting néu mot s thanh phan nguyén lidu duoc x Iy truée, nhe ndu chin hodc x Iy
bang axit, lam gidm chét lwong ADN, trong khi cac thanh phan nguyén ligu khac dugc thém vao 1a nguyén ligu
thd hodc nguyén liéu da xir ly khac.

4.6 Do dic hiéu
4.6.1 Yéuciuchung

Cén danh gid do didc hiéu theo quy trinh hai bwdc: danh gia bang Iy thuyét va danh gia bing thuc
nghiém dé chon loc muc tiéu va do chon loc loai trir,

Thure hién thir nghiém in silico vé do dac hiéu cia mdi va doan do bang cac cong cu tin sinh hoc c6 san.

CHU THICH 1: Cac vi du thi nghiém sy hinh thanh hién twong médi bat cap véi nhau (primer-dimer) cling véi cac
nghién clru vé& churong trinh str dung ma nguén mé primer3!! va BLAST® trong co s& dir liéu trinh tw axit nucleic.

Néu s dung di¥ liéu trinh tw dé kiém tra xac nhan két qua phan loai dong vat thi cac di¥ liéu nay phai
dua trén co s& di liéu thich hop c6 xem xét dén thdi diém nhap céc dir liéu riéng 1& va moi thay doi
sau dd trong viéc phén loai hodc dinh danh.

CHU THICH 2: Trong treéng hop thu dugc két qua ngoai du kién, cb thé tién hanh nghién clru thém bang cac ky
thuat thich hop, chang han nhu k¥ thuat xac dinh trinh tw, dién di trén gel hodc k§ thuat lai @& khang dinh tinh
dbng nhét clia mau chuan.

4.6.2 Yéu ciu dbi v&i thir nghiém do chon loc muc tiéu

Can dwa ra cac két qua thyc nghiém tir thir nghiém phwong phap véi cac loai dong vat dich, Thir
nghiém nay phai bao gém cac gidng clia loai dong vat co lién quan dén pham vi 4p dung clia phwong
phap (xem 4.2).

Nguyén liéu @& thir nghiém d6 chon loc muc tiéu thuc nghiém can chira khodng 100 ban sao ADN
dich®l. Mdi nguyén liéu mau phai dwoc thir nghiém it nhét hai 1an 13p lai. Cin xé4c dinh cac thay ddi

trinh tw clia cac loai dong vat dich voi hiéu suét khuéch dai co thé so sanh dwoc, néu co.

CHU THICH: C4c loai dng vat dich a& thir nghiém d chon loc muc tiéu thuemg c6 nhigu hon nam giéng.
4.6.3 Yéu cau dbi véi thir nghiém dé chon loc loai trir

Cén dwa ra cac két qua thuc nghiém tir thi nghiém phuwong phap véi cac loai dong vat khong phai
dich. Thir nghiém nay cin bao gém ca cac loai dong vat gan gidng vé mat phan loai va khong c¢6 quan
hé ho hang gan. Can thir nghiém cac loai dong vat hoac cac nhém phan loai cé lién quan dén pham vi
ap dung clia phuong phap, vi du: cac loai thwéng dwgce dung trong thwe phdm néi chung va dac biét
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trong cac nén mau duoc xem xét trong pham vi ap dung ctia phwong phap. Phuong phap nay can
phan biét ré cac loai dong vat dich va dong vat khéng phai dich.

Cén sir dung di ADN dé thtr nghiém d6 chon loc loai trir thyrc nghiém. S lrong 2 500 ban sao dich®!
d3m bao co thé xac dinh dwoc phan (ng chéo.

Chon t6i thiéu 10 loai c6 thé gay nhiéu cho cac loai dong vat dich ¢ mat trong nguyén liéu thir nghiém
clia thwe pham. Vi du vé céc vi sinh vat thich hop dwoc néu trong Phu luc A,

Cén bao gdm ca cac loai khac néu c6 lién quan, vi du: néu cé sw trong ddng vé trinh tw cla cac
oligonucleotid véi cac trinh tw clia axit nucleic.

Phan (ng chéo clia nén mau can duec mé ta.

Sw phit hop ctia ADN dwoc st dung dé khuéch dai phai dwgc khang dinh bing phép kiém soét khuéch
dai, vi du: bang hé théng PCR bao thli st¥ dung ADN (nhiém séc thé) don Ié (vi du: myostatin hoc actin).

4.7 Do nhay
4,74 Yéu ciu chung

Can c6 sén cac két qua thyrc nghiém tir thir nghiém phwong phap & cac ndng d6 khac nhau @é kiém
tra pham vi s& dung clia phwong phap. Cac két qua ndy can dwoc néu trong bdo cao xac nhan gia tri
st dung.

Néu can, cung cap théng tin chi tiét vé cach thiét 1ap gia trj gi¢i han va cach st dung trong phong thir
nghiém.

Céc loai dong vat can thir nghiém dinh tinh phai dwec phat hién & mirc d6 lién quan dén déi twong
dwoc quan tam, vi du: nguéi tiéu ding.

4.7.2 Giéi han phat hién (LOD)

4.7.21 Gi&i han phat hién tuyét doi

Gi@i han phét hién tuyét ddi (LODabs) phdi duwoc biéu thi bang sé ban sao cla trinh ty dich cho méi
phan (rng v&i dé tin cay quy dinh (thwong 1a 95 %).

CHU THICH 1: C6 thé si¥ dung 20 ban sao hoac it hon dbi véi cac gen don 1é va mot sé bd gen don boi thich
hop tong dwong véi cac gen c6 sé ban sao cao.

CHU THICH 2: Néu khéng co san mot ADN véi sb ban sao da biét cla trinh tu dich dé xac dinh giéi han phat
hién (LOD) thi c6 thé st dung ADN plasmid.

Xac dinh LODays thirc nghiém clia phuong phéap béng cach chuan bi mét day cac dung dich pha loang
clia nguyén liéu dich véi cac d6 pha loang nam trong dai gi¢i han phat hién dy kién/muc tiéu. Huéng
dan danh gia LODass dwoc néu trong Tai liéu tham khéo [6].
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4.7.2.2 Gi&i han phat hién twong dbi

Gidi han phat hién trong d6i (LOD;e) phai dwoc xac dinh trén co s& ADN clia loai dong vat khong phai
dich ¢4 lién quan. Tuy thudc vao yéu cu tht nghiém, LOD,e durgc chinh dén gia trj nay. LOD bidu thi
bang % ty 1& s6 ban sao twong di clia ADN cac loai dong vat dich trong ADN cac loai déng vat khac
dugc phat hién véi dé tin cay 95 %.

Cén xac dinh LOD:e thirc nghiém bang cach chuan bi mét hoic nhiéu mAu déi chirng x4c dinh ¢ phan
tram ham Iwgng ADN dich xac dinh trong dai gidi han phat hién. M&i mau dbi chirng dwoc phan tich it
nhat 10 I1an 13p lai. Phan tram clia m&u d6i chirng trong do it nhét 95 % sb 1an 1ap lai cho két qua
duwong tinh thi dwgc coi la LODye.

4.7.2.3 Gi&i han phat hién khéng ddi xirng (chi diing cho cac phwong phap da méi)

Trong cac phwong phap da mdi, viéc phat hién cac dich khac nhau bi han ché bdi cac tac dong canh
tranh, do d6 véi cac phurong phép real time-PCR da mdi, can xac nhan gia tri s dung ctia LOD déi véi
cac dich don Ié trong trudng hop dich khdng dbi xieng dwoc biéu thi bang ty Ié dich. Trén cac trinh tw
dich c6 ham lwong khac nhau ctia dong vat cu thé dé thu duoc ty 1é ban sao xac dinh (& day ty 1é 1a
1:1 000 va 1 000:1; 1:100 va 100:1). Ty I&é méi déng vat dich dwgc phat hién véi dd tin cay 95 % xac

dinh bang thirc nghiém c6 s6 Ian 13p lai thich hop dbi véi mau ddi chirng xac dinh.
4.8 Yéu cau cu thé dbi voi cac phwong phap dinh lwong

4.8.1 Yéu ciu chung

Cén xac dinh gi¢i han trén va gi¢i han dwéi dai tuyén tinh cla phuong phap. Viéc danh gia cac gidi
han va dai tuyén tinh nay phai dwoc thire hién trén cac mau chira ADN cla ddng vat khdng phai dich
lién quan dén thyc pham.

4.8.2 Gi&i han dinh lwong (LOQ)

Gii han dinh Ivong tuyét d6i (LOQas) phai dwoc bidu thi bang sé ban sao ciia trinh tw dich. Giéi han
nay phai bang gia tri nhd nhat nam trong dai déng.

Gidi han dinh lwong twong d6i (LOQre) phai dwoc xac dinh bang ADN cia lodi déng vat lién quan khac.
Tuy thudc vao cac yéu ciu thlr nghiém, LOQre ¢an duoc chinh theo gia tri ndy. LOQew biéu thi ty 1&
gitra s6 ban sao ADN clia cac loai dong vat dich véi cac ban sao ADN clia loai dong vat khac hoac voi
cé4c ban sao clia gen tham chiéu dai dién cho toan bd thir hang phan loai. LOQre phai bing nong do
nhd nhét ndm trong dai dong.

Néu khéng c6 sdn mét ADN voi s6 ban sao da biét clia trinh ty dich dé xac dinh LOQ thi cAn st dung
ADN plasmid. Plasmid nay ciing ¢6 thé dung lam chét hiéu chuén.

10
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Thir nghiém it nhat 15 I4n 13p lai véi ndng d6 dich clia gioi han dinh lwong du kién. Cac két qua phai
dap ing cac tiéu chi vé d¢ chum va @ ding.

CHU THICH: Cac gia tri LOQ dwoc bao cao tir dir liéu nghién clru cong tac thwdng dé cap dén mic thap nhét
clia chét phan tich dugc quan sat ¢ @6 1éch chudn tai Jap tvong déi nhd hon hoac bang 25 %.

4.8.3 Daidéng

Dai dong can bao gdm cac gid tri phan tram ciing nhw $6 ban sao theo muc dich st dung va pham vi
&p dung cta phwrong phap.

Dé xac dinh s ban sao tdi thiéu lién quan, cin xac dinh dai dong du kién bang phan trdm ban sao dich.
Can xem xét kich thwdc b gen clia cac loai trong nguyén liéu mau du kién s& han ché sb ban sao téi

da c6 thé dwoc st dung dé phan tich (vi du: tir 100 ng dén 200 ng, tly thudc vao phuwong phap).

CHU THICH 1: Vi du, ddi v&i bd, gia dinh kich thudc bd gen 1a 4 pg thi thu dugc sé ban sao ti da 1a 25 000 trong
100 ng nguyén liéu ADN mau. Xem Bang B.21'81122],

S6 ban sao ctia dai dong ddi véi ca dich va trinh ty tham chiéu duoc xac dinh nhu sau:

—  dbi véi trinh tw tham chiéu, s6 ban sao t6i da dwoc tinh dwa trén kich thwée bd gen va lwong ADN
mau st dung & phan tich nhu md ta & trén;

— dbi v&i dich, sb ban sao thap nhat phai la LOQ tuyét ddi; diéu kién tién quyét Ia can xem xét gia tri
thap nhét co thé dwec coi 1a ty 1é so sanh clia tong s6 ban sao t6i da/ADN tham chiéu;

— 56 ban sao t6i thiéu cta trinh tw tham chiéu va sé ban sao ti da dbi voi dich dwoc tinh tuwong tng
theo ty 1 tdi thiéu va tdi da, tinh bang phan tram.

CHU THICH 2: Dai dong dugc thiét 1ap trén co s& dwdng chuln voi thi thiéu bon mire néng do Guoc phan bd
déu & it nhét hai 1an 1ap lai.

CHU THICH 3: D& gi&i han trén du kién cla phan tr3m dai dong la 100 %, sé ban sao tbi thiéu cla trinh ty tham
chiéu co thé béng gidi han dudi day sb ban sao clia trinh ty dich va d& LOQ tuyét ddi clia 30 ban sao 13 0,1 % thi
gi&i han trén cia dich tham chiéu la 30 000 ban sao.

4.8.4 Xac dinh dd-chum va dd ding clia cac phwong phap dinh lwong

X4c dinh @6 chum va biéu thj @ chum theo @6 léch chuén I3p lai twong @i (S).

Can phan tich @0 cac 1n 13p lai (it nhat 15 1an) dbi véi it nhat ba nguyén liéu ADN cé cac ty 1& phan
tram dich khac nhau bao trim toan bé dai dong.

CHU THICH: Khong st dung ADN ty thé lam dbi tvong muc tiéu cho phurang phap dinh legng.

1
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S: st dung cho t4t ca cac 1an I3p lai phai < 25 % trén toan bd dai dong cla phuong phép.

D% ding cha phwrong phap phai nam trong khodng 25 % gia tri chudn dwoc chap nhan déi véi tat ca
cac 1an I3p lai trén toan bd dai dong ciia phwong phap.

4.9 DO virng
4.9.1 Yéu cau chung

Can dua ra cac két qua thu dugc tir thir nghiém thue nghiém clia phuong phéap dua vao cac thay ddi
nhé nhung c6 chi dinh céc thong sé clia phwrong phap (vi du: sw thay ddi néng dé ctia thanh phan kit,
sy thay ddi thiét bi), néu co.

4.9.2 Xac dinh dd virng bing nghién clru lién phong thir nghiém

Nghién ctru lién phong thir nghiém dwa ra si thay ddi ¢6 chli dinh trong phong thi nghiém thuc hién
phuong phap va dap (g cac tiéu chi & danh gia do virng (robustness). Theo kinh nghiém, can Iwa
chon phirong phap dang tin cay bing cach xem xét cac két qua khang thay ddi dang ké thu duwoc tir
cac phong thl nghiém khac nhau.

4.9.3 Xac dinh d¢ virng bang thiét ké phép thir két hop ddng thei nhiéu yéu td

Phép thlr duoc thuc hién theo cach tiép can nhiéu yéu t trong d6 cé danh gia mét sb thay ddi, bao
gbm, nhung khong giéi han vé ndng do mastermix, thé tich phan trng, ndng dé médi va doan do, nhiét
d6 gan méi, hé théng phan tich chu ky nhiét,

CHU THICH 1: Quy trinh chi tiét duoc néu trong Tai liéu tham khao [6].

Déi véi cac phurong phap dinh tinh, can thir nghiém it nhét ba 1n 13p lai. S8 ban sao cla cac loai dong vat
dich dwgrc st dung trong phép thir can & ndng d6 gap ba Ian LODays clia phurong phép (d6 tin cay 95 %).

Déi véi cac phuong phép dinh lwgng, can thir nghiém ba ndng d6 dich xac dinh trong toan bd dai dong

clia phwong phép, méi ndng dé thir nghiém ba Ian I3p lai.

CHU THICH 2: Phuwong phéap duoc coi la dam bdo d6 vibng néu tt ca cac phan trng d&u cho cac két qua du kién.

5 Xac nhéan gia trj str dung trong phong thir nghiém don lé

Phuong phap phan tich can dwoc thir nghiém day dd trong phong thtr nghiém, dé dwa ra cac yéu ciu
k¥ thuat treéc khi nghién ciru lién phong thir nghiém, xem TCVN 10990 (ISO 13495).

Céc mau chuén (RM) hodc mAu chudn dugc chirng nhan (CRM) cin duoc xem xét dé st dung trong

xac nhan gia tri str dung clia cac phwrong phap phat hién va dinh lwgng axit nucleic.

12



TCVN 13841:2023

6 Nghién ctru lién phong thir nghiém (nghién ciru cong tac)
6.1 Yéu ciu chung

Théng tin v& nghién clru cdng tac (don vi td chirc, quy trinh, s6 lweng phong thir nghiém tham gia, v.v...)
va di¥ liéu hiéu nang thu duoc tir nghién clru phai dwoc bao cao cling véi cac vién dan thich hop dén
céc tai lidu c6 lién quan. Co thé thirc hién cac nghién ciru cdng tac vé& xac nhén gia tri st dung clia
phuong phap PCR dé phat hién, xac dinh va dinh lvong cac trinh tw ADN déc hiéu theo céc tai liéu lién
quan khac (vi du: CACIGL 74-201001).

CHU THICH: Cé thé thire hién mot nghién ctru cdng tac quy mé nhd (nghién ciru trude khi xac nhéan gia tri st
dung, vi du: tir hai dén bén phong thir nghiém) dé kiém tra kha nang chuyén ddi clia phuong phap trudc khi td
chirc nghién ctru quy mé lon.

D6i véi viec xac nhan @ chum clia cac phwong phap phat hién va xac dinh, dir liéu phai dwoc thu
thap tir nhiéu phong thir nghiém c6 co s& vat chat va nang lwc thlr nghiém cap sinh hoc phan ti.
Trong TCVN 10990 (I1SO 13495), sé phong thir nghiém yéu cu 1an lwot 1a tdm phong thir nghiém tham
gia xac nhan & cap quéc té va bon phong thir nghiém tham gia xac nhan & cap quéc quéc gia. Theo tai
liéu AOAC (2002)1%, s6 phong thlr nghiém yéu cau 1a tam phong thir nghiém. Phan tich thdng ké duoc
tinh theo 6.3 clia TCVN 6910-1 (ISO 5725-1).

6.2 Phwong phap dinh tinh

Nghién ctru cng tac xac nhan gia tri st dung clia phwrong phap PCR dinh tinh can dwoc thiét ké bang

céach xem xét xac suét phat hién (POD) (xem ISO/TS 16393) trong pham vi 4p dung clia phuwrong phap.

CHU THICH: Phi tham sé truyén théng c6 ty 1& dwong tinh gia 5 % va am tinh gid 5 % twong tng véi POD 5 %
va POD 95 %.

6.3 Phwong phap dinh lwong
D6 léch chudn tai lap twong ddi (Sg) can < 25 % trén toan bd dai dong cia phwong phap.

CHU THICH: O’ murc 0,1 % (ty 1é s6 ban sao), Sk bang 50 % c6 thé chép nhan dugrc.

7 Yéu cau chung dbi véi phong thir nghiém va yéu cau vé cach tién hanh
7.1 Yéu cdu chung

Céch tién hanh duoc 1ap thanh van ban bao gém cac bwdc sau:

— lay mau dai dién;

— chuén bi mAu thir (tly chon: néu mau thir khéng phai toan bd mau phong thir nghiém thi ddng hoéa

mau phong thlr nghiém va Iy mau thi theo cac tiéu chudn lién quan);
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nghién va ddng héa mau thir;

I

chudn bj cac phan mau thiz;

chiét ADN;

|

thr nghiém, dién giai va bao cdo két qua.
Ap dung cac khuyén céo vé& an toan cia nha san xuét.
7.2 Co s& vat chat, nguyén ligu va thiét bj

Khu vire 13m viéc trong phéng thie nghiém can dwoc thiét ké dé ngan ngira 6 nhiém ADN ngau nhién,

vi du: 6 ngudn gbe tir bui, nguyén liéu tlr con ngwdi va cac loai khi phat tan, bao gbm ca viéc xem xét:
— phan khu c6 hé théng trong cac bwdc clia phwrong phap cé lién quan dén viéc tinh két qua;
— nguyén tac dong chay xudi chiéu dé xt ly mau.

Déi v&i cac phuong phap dua trén ADN, can tach riéng cng viéc (theo thai gian vahoac vat Iy) Gé

ngan ngtra & nhiém. Nén thiét ké cac khu vire 1am viéc chuyén dung/riéng biét véi thiét bi nhu sau;
a) khu vire nghién va dong héa mau;

b) khu vue chiét axit nucleic tir nguyén liéu thlr nghiém,;

c¢) khu vic riéng dé cai dit phan tng PCR/khuéch dai;

d) khu vire riéng cho qua trinh x(r ly tiép theo, bao gdm phan tich va xac dinh dic tinh cla trinh t
ADN da duwoc khuéch dai, néu co.

Néu ADN ctia ngudi dugc phat hién bang phuong phap nay thi can thuc hién cac bién phap ngan
ngtra 6 nhiém thich hop (vi dy; str dung khau trang, gang tay va do khoac dling mot 14n) dé ngan két
qua duong tinh gid do nhiém ADN cta ngudi thire hién phép thir hodc ngwdi khac trong qua trinh
phan tich.

Viéc phan chia vat ly thong qua viéc st dung cac phdng khac nhau 1a cach hiéu qua va thich hop nhét
@& dam bao tach riéng cac khu virc 1am viéc, nhung ¢ thé stz dung cac phwong phap khac dé tranh 6
nhiém, mién 12 dat dwoc hiéu qua twong tw. Cai dat hé théng dong khi va diéu hwdng sao cho ngan
bui/amplicon xam nhap tir cac khu vire lam viéc ¢6 nguy co 6 nhiém cao hon dén cac khu vue 1am viéc
¢4 nguy co 6 nhiém thap hon.

D6i véi phép phan tich, chi sir dung cac thude thi loai tinh khiét phan tich thich hep ding cho sinh hoc
phan tir, khdng chira ADN va DNase, trir khi c6 quy dinh khac. Thudc thir va dung dich can dwoc bao
quan & nhiét @ phong, trtr khi co quy dinh khac. Thube thir PCR ¢&n dwoc bao quan trong cac lo nhd
dé gidm thiéu nguy co 6 nhiém. Nuwéc duge sir dung phai 1a nwdc cét hai lan, da khir ion hodic nwoc co
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chét lvong tong dwong. Cac dung dich duoc chudn bi bang cach hda tan thubce thir thich hop trong
nude va hap tiét tring, trir khi co quy dinh khac. Co thé st dung céc thiét bi loc vé tring (c& 16 c6 thé
1a 0,22 pm) khi khong thé hép ap luc.

Dé tranh 6 nhiém, cn ap dung k¥ thuat vé triing trong khu vire cai dat PCR, vi du: cin sir dung ging
tay khong phli bét, dung cu bang chét déo da tiét trng, thudc thir da hap ap luc, dung cu bang chat
déo diing mét 1an va dwoc bao vé bang sol khi, can st dung cac dau tip pipet ¢b loc khéng chira
ADNJ/ARN va DNase/RNase.

Nguyén lidu, tat ca cac vat chira va dung cy ding mét 1an c6 chira thude thir phai dwoc bdo quan tranh
khdi moi tac nhan gay 6 nhiém (vi dy: bui ban).

Can tuan thi cac khuyén cao clia nha san xuat vé viéc str dung thudc thir. C6 thé s dung céac kiém
chirng thich hop dé danh gia tinh nguyén ven clia thudc thir va sy khong c6 mét ciia DNase.

Khéng duoc cé cac enzym khong mong muédn (vi du: exonuclease) cé thé gay nhiéu PCR trong qua
trinh chuén bj. Dung dich dém phan tng phdi thich hop cho polymerase duwgc st dung.

7.3 Chudn bi mau va chiét ADN

Cén thir nghiém mau dai dién. Dam bao ring cac mau thir dwoc si¥ dung dé chiét ADN dai dién cho
mau phong thlr nghiém, chang han bang cach dong héa mau hodc cac phan mau thir thich hop. Lay it
nhét hai dung dich mau tir mau phong thir nghiém da ddng nhéat 1am cac phan mau thir d& chiét ADN
va phan tich tiép theo.

Néu c6 thé, khong Ilay nguyén liéu mau tir b& mat ciia mau phong thir nghiém dé& giam thiéu nguy co
khuéch tan cac chét & nhiém bam dinh.

Néu phuwong phap phan tich dwgc st dung cho mau phat hién ADN clia ngudi thi can thye hién cac
bién phap ngén ngira 6 nhiém dac biét.

Chuén bj ADN tir phan mau thl, can tuan thi cac hwong dan va bién phap chung dwoc mé ta trong
TCVN 7606 (ISO 21571). Can xem xét mét trong cac phurong phap chiét ADN dwoc md ta trong Phu luc A,
TCVN 7606 (ISO 21571). Ngoai ra, c6 thé str dung cac bd kit thwong mai dé chiét va tinh sach ADN.

7.4 Sir dung kiém chirng
Thuc hién cac kiém chitng theo Bang 1 [xem thém TCVN 7608 (ISO 24276)).

Chuan bj kiém chirng am ADN dich tlr ADN chiét dwoc tir cac loai khong phai dich phd bién trong mau
(vi du: @6i véi phan tich ADN clia ngira trong thit bd, loai khéng phai dich 1a bo).
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Bang 1 - Lwu db biéu thi cac bwéec tién hanh déi véi cac kiém ching

Bwére Kiém Kiém | Kiémching |  Kiém Kiém |Kiém chibng| Kiém chirng
kiém ching | chitng | ching |chiétdwong?| chirng |chirngam| thudcthir | chét e ché
méi  |chiét mau dwong | ADN dich'| phan éng PCR"
treong® | tring® ADN dich® PCR®
Dbng hoa Khuyén . .
cao - -
Chiét axit Bat buéc &
nucleic 1 Mét trén nhirng _ _ _ _
motday | khoang thoi
gian déu dan
Danh gia chét
Iurgng axit 1 l ) — —_ — —
nucleic
Khuéch dai axit Khuyén cao
nucleic Khuvén nhung bt budc
! ! ! Bét buoc y Batbudc | trong motsd
céo
tredng hop cu
thé
Danh gia két
qué khuéch dai 1 ! { ! 1 ! !
axit nucleic
Dién gidi - ! ! ! l ! !
Bao cao thir
nghiém o i ! i l i !

2 Céc miii tén chi ra réng kiém ching nay cin duoc ap dung trong cac budc phén tich tiép theo.

® Viéc st dyng cac kiém chirng mbi trrang gitip phong thir nghiém xac dinh cac ngudn géy & nhiém & giai doan ban d4u va
co thé dwgc sir dung dé xac dinh khu vy lam viéc c6 & nhiém. Diéu nay cb thé dwgc chirng minh bang nhiéu cach khac
nhau, vi dy: néu cac mau am tinh trong day mau déng nhat cho két qua am tinh thi bt dau tir buéc ddu tién cla quy trinh
(vi dy: buéc nghign néu lign quan).

© ft nhat phai bao gbm mdt kiém chirng chiét mau tring cho mai 1an chiét ADN tir mét hodc nhiéu mau. Ong kiém chirng
phai ludn Ia éng cudi cing trong mi day dng. C6 thé thich hop dé dat mot 6ng chiét mau tréing, vi du: trén mot gia tam éng
nghiém hodc mot dia micro gbm 96 giéng dé chiét ty déng.

9 Phai ludn ludn bao gém médt kiém chirng chiét duong. Kiém chirng nay cho biét néu thudce thir hodc higu nang clha quy
trinh chiét co van dé.

® Kiém chirng dwong ADN dich chirng minh kha ndng clia quy trinh khuéch dai axit nucleic trong viéc phat hién trinh tw ADN
dich & s6 ban sao thap dé khing dinh LOD,

f Kiém chirng 4m ADN dich ching minh kha niing clia quy trinh khuéch dai axit nucleic dé tranh khuéch dai dwong tinh gia
trong trwdng hep khong cé trinh ty ADN dich.

@ Kiém chirng thubc thir phan trmg PCR chirng minh khang c6 mat axit nucleic nhidm bén trong cac 16 thubc thir phan (g
PCR dirge sir dung. Co thé bd qua kiém chirng thude thir phan tng PCR khi st dung kiém chirng chiét mau tring.

h C6 thé st dung kiém chirng chét trc ché PCR dé chirng minh sir khng cd mat clia chat e ché haa tan, Bidu nay ciing co
thé dwgc ching minh béing day cac dung dich pha lodng axit nucleic mau. Tuy nhién, phai thec hign mét sb loai danh gia
anh huéng clia cac chét (ke ché hoa tan gén két qua phén tich mau.

i Kiém chirng chét tre ché PCR Ia bét bude, néu tat ca cac phép thir PCR trén mau thir déu cho két qua am tinh,
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7.5 Phan tich dir ligu

7.5.1 Kiém chirng

Mai kiém chirng phai c6 mét gia tri hop Ié va néu két qua quan sat dwoc dbi véi moi kiém chirng bat ky
khac véi gia tri hop 18 thi cAn I3p lai phép phan tich. Cac kiém chirng méi treomg cb két qua duong tinh
phai luén bt diu bang céc bién phap loai bd va ngan ngtra & nhiém mdi trwéng phong thir nghiém.
Néu thu duroc nhidu 1an két qua khong hop 1& dbi véi moi bién phép kiém soat bat ky khéc thi can thuce
hién cac bién phap xac dinh v tri va loai bd/thay thé cac ngudn gay I6i va tién hanh I3p lai phén tich.
Céc két qua phan tich chi duoc bao céo khi tat ca cac kiém chiing cho céc gia tri hop 16 va céc gia tri
hop 1& déi véi cac kiém chieng 1a nhu sau:

—  kiém chitng chiét mau tréng phai ludn &m tinh;
~ kiém chirng chiét dwong phai ludn dwong tinh;

~ cac két qua am tinh phai luén am tinh (két qua mau am tinh 1a hop 1€, ngay ca khi kiém ching ADN
dich am tinh 1a khdng hop 1&, néu tat ca cac kiém ching khac déu hop I8).

—  kiém chi*ng dwong ADN dich phai ludn dwong tinh;

kiém chirng am ADN dich phai luén am tinh;

kiém chirng thudc thtr phan trng PCR phai ludn am tinh;

kiém chirng chét ()¢ ché PCR phai khéng cho thdy dnh hwéng trc ché dang ké trong trwdng hop
cac mau co két qua dinh tinh am tinh va dbi véi cac mau co két qua dinh luong.

Céc kiém chirng trén phai duoc st dung dé dién gidi /bao cao két qua mau thi.
7.5.2 Phan irng PCR truyén théng

Céac amplicon dwoc tao ra bang phan (rng PCR truyén thong phai cé do dai duw kién (vi dy: biéu hién
trén gel). D& tranh cac két qua dwong tinh gid, co thé thuc hién viéc kiém tra xac nhan amplicon thu
duoc bang cach lai, gidi trinh tw, phan tich enzym gi¢i han hodc thuc hién phwong phap dac hiéu kiém
tra xac nhan trinh ty thich hop khac ngoai phép khang dinh dé dai.

CHU THICH: Phép phan tich nhiét 4 néng chay déi khi dvoc sir dung @& kiém tra xac nhan amplicon nheng
khéng dac higu @i vai trinh t.

7.5.3 Dwong khuéch dai real-time PCR

Cac duwdng khuéch dai real-time PCR can duoc kiém tra tryc quan vé hinh dang chix S dé loai trlr cac
hinh dang do/két qua dwong tinh gia.

CHU THICH: Phép phan tich nhiét & néng chay déi khi dwoc st dung dé kiém tra xac nhan amplicon nhieng
khéng d&c hiéu dbi voi trinh tue.
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7.6 Biéu thi két qua

7.6.1 Biéu thj cac két qua dwong tinh
Cac két qua dwoc mo ta dé cho thay phat hién ADN cb ngudn gbc tir dich.

ViDU: Dbi véi chét phan tich dich X, phat hién st c6 mét cia ADN c6 ngudn gée tir (trinh tu dich dsc hidu va
nhém cac loai hoac nhdm phan loai dong vat).

CHU THICH: Pham vi ciia phép phan tich nay chi cho thay su co mat/khéng c¢d mat ADN cla cac loai ddng vat
duoc dinh danh, khéng cho thay sw cé mat hay khéng c6 mat clia mo cac loai dong vat do (vi du: ADN ¢d nguén
gbc tir tring, gelatin).

Céc két qua ddi v&i tat ca cac phan mau thir clia mét mau trong mét 1an phan tich phai nhat quan. Khi
it nhat mét phan mau thir cho két qua dwong tinh va it nhat mot phan mau thir cho két qua am tinh thi
phai I3p fai phép phan tich PCR.

Néu cac két qua PCR ctia Ian phan tich thir hai ddi voi tit ca cac phan mu thtr khong gidng nhau thi
can |3p lai qua trinh chiét ADN va phan tich PCR.

Néu it nhat hai Ian 13p lai quy trinh (b4t dAu tir qua trinh chiét ADN) cho két qua khong 16 rang 1a két

qua dwong tinh va am tinh, thi bdo cao phai néu rd mau thtr [a &m tinh & giéi han phat hién.

Két qua phai dwa ra do dac hiéu (nhém cac loai hodc nhém hodc cac nhém phan loai) va dich (nhan, ty
thé hodc loai khéc) clia phuong phap cho phép dién gidi ré rang va co thé so sanh dwoc cac két qua.

7.6.2 Biéu thj cac két qua am tinh

Céc ket qua am tinh dwgc mo ta cho thay khong phat hién dwec ADN c6 ngudn goc tir dich.
VIDU: Dbi véi chét phan tich dich X, khéng phat hién dwoc ADN cd ngudn géc tir loai dong vat cu thé.
7.6.3 Biéu thi cac két qua dinh lwong

Két qua clia cac phuong phap dinh lugng phéi ¢é don vi do.

Xem vi du trong Phu luc B.

Két qua phai duwa ra do khong dam bao do ciing nhw cac cach hiéu chuan va phrong phap tinh duoc
str dung, néu thich hop.

Gidi thich kha nang ap dung clia két qua do lién quan Gén phan tram khéi lwgng ciia cac loai dich trong

mau.
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8 Bao cao thir nghiém

Bao cao thir nghiém tham khao TCVN ISO/IEC 17025 (ISO/IEC 17025) va it nhat bao gom cac ndi
dung sau:

~  moi thong tin cAn thiét §& nhan biét mau thi;

~  vién dan dén tiéu chun nay va cac phu luc trong (rng kém theo;

— ngay va loai quy trinh lay mau dwoc st dung (néu biét);

— ngay nhan mau;

— ngay bt dau/két thic phan tich, néu co;

—  td chirc chiu trach nhiém phan tich;

- don vi do va phurong phap do, néu co;

— phan mau thtr dwoc st dung dé phan tich;

— két qua theo yéu cau clia phrong phap dac hiéu va theo quy dinh trong Diéu 6;
~  cac phuong phap va hé théng duoc st dung;

— LOD ctia phtrong phap phan tich nhw LOD;e va/hodc LODays ddi v6i cac két qua dinh tinh;
- LOQ thwe té déi vai cac két qua dinh luong;

— bét ky sw quan sat bt thwong nao trong thlr nghiém:;

|

bat ky s\ sai léch nao, thém vao hodc bét di so vai quy dinh thie nghiém.
Théng tin phai dwgc dwa ra cung véi don vi do.

Theo yéu cau, do khong dam bao do va mrc dé tin cay clia phép do tinh bing cling don vi do phai
dwoc cung cap cho ngudi st dung két qua (vi du %).

19



TCVN 13841:2023

Phuluc A
(Tham khao)

Danh sach cac loai dién hinh dwoc st dung dé thir nghiém d6 chon loc muc tiéu

va do chon loc loai trir

Cac loai dién hinh dwoc sl dung dé thir nghiém @6 chon loc muc tiéu va a6 chon loc loai trir duoc liét
ké trong Bang A.1 dén Bang A 8.

Bang A.1 - Vi du vé cac loai dong vat c6 vi lién quan

S6 thir tw Tén tiéng Viét Tén Latinh
1 Linh dwong nhay Antidorcas marsupialis
2 Ca voi Minke Balaenoptera acutorostrata
3 Ca voi Minke Nam cuc Balaenoptera bonaerensis
4 Ca voi Sei Balaenoptera borealis
5 Ca voi Bryde Balaenoptera edeni
6 Ca voi vay (ca voi lung xam) Balaenoptera physalus
7 C4 voi mém khoam Armoux Barardius arnuxii
8 C4 voi mdm khodm Baird Barardius bairdii
9 BO bison Bison bison
10 Bo6 hoang Tay Tang Bos mutus
11 Bo6 nha Bos taurus
12 Tréau Bubalus bubalis
13 Lac da hai buréu Camelus bactrianus
14 Lac da mét budu Camelus dromedarus
15 Cho nha Canis lupus familiaris
16 Dé Capra hircus
17 Hoang chau Au Capreolus capreolus
18 Hwou do Cervus elaphus
19 Hwou sao Cervus nippon
20 Linh dwong dau bod Connochaetes spp.
21 Huwou hoang Dama dama
22 Lira Equus asinus
23 Ngua Equus caballus
24 Méo Felis catus
25 Ca voi hoa tiéu vay ngén Globicephala macrorhynchus
26 Nguoi Homo sapiens
27 Chuét lang nwéc Hydrochoerus hydrochaeris
28 Tho rirng chau Au Lepus europaeus
29 Chubt tui dd Macropus rufus
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$b thir tw Tén tiéng Viét Tén Latinh
30 Thé chau Au Oryctolagus cuniculus
31 Linh deong Gemsbok Oryx gazelle
32 Ciru Ovis aries
33 Canhatang Physeter catodon
34 C4 heo Dall Phocoenoides dalli
35 Chuét nau Rattus norvegicus
36 Son duong Chamois Rupicapra rupicapra
37 Ca heo soc Stenella coeruleoalba
38 Lon nha Sus scrofa domesticus
39 Lon rieng Sus scrofa scrofa
40 Linh dwong Kudu lén Tragelaphus strepsiceros
41 Ca heo miii chai Tursiops truncatus
Bang A.2 - Vi du vé céc loai chim ¢6 lién quan
$6 thir tw Tén tiéng Viét Tén Latinh
1 Vit b xanh Anas platyrhynchos
2 Ngbéng xam Anser anser
3 Ngan budu mdi Cairina moschata
4 Bb cau nui Columba livia
5 Chim cut thudng Coturnix coturnix
6 Ga rirng long 46 Gallus gallus
7 Ga tay Meleagris gallopavo
8 Ga sao Numida meleagris
9 Da diéu chau Phi Struthio camelus
Bang A.3 - Vi du vé cac loai bo sat cé lién quan
S6 thir tw Tén tiéng Viét Tén Latinh
1 C4 sau song Nile Crocodylus niloticus
2 Ca sAu hoa ca (c4 séu nudc man) Crocodyius porosus
Bang A.4 - Vi du vé cac loai lwdng cw ¢6 lién quan
$6 thir tw Tén tiéng Vit Tén Latinh
1 Coc bd Leptodactylus pentadactylus
2 Ech wvong beo Rana catesbeiana
3 Ech xanh Pelophylax esculentus
4 Ech An Do Hoplobatrachus tigerinus
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Bang A.5 - Vi du vé céc loai ca c6 lién quan

S6 thir tiy Tén tiéng Viét Tén Latinh
1 Ca chinh chau Au Anguilla anguilla
2 Ca chinh Nhat Ban Anguilla japonica
3 Ca héng Beryx splendens
4 Ca trich Dai Tay Duong Clupea harengus
5 Ca trich Thai Binh Duong Clupea pallasii
6 Ca thu dao Cololabis saira
7 Ca com Argentina Engraulis anchoita
8 Ca com chau Au Engraulis encrasicolus
9 Ca com Nhat Ban Engraulis japonicus
10 Ca com California Engraulis mordax
11 Céa com Peru Engraulis ringens
12 Ca minh thai Alaska Gadus chalcogrammus
13 C4 tuyét Thai Binh Duong Gadus macrocephalus
14 Ca tuyét Dai Tay Duong Gadus morhua
15 Cé tuyét Greenland Gadus ogac
16 Ca bon ludi ngwa Pai Tay Duong Hippoglossus hippoglossus
17 Ca bon lugi ngua Thai Binh Dweong Hippoglossus stenolepis
18 Céaco soc Kajikia audax
19 Ca nglr van Katsuwonus pelamis
20 Céa vuoc Nhat Ban Lateolabrex japonicus
21 Ca chay vang Lophius litufon
22 Ca hdi leng gui (ca hdi hdng) Oncorhunchus gorbuscha
23 Ca hdi Coho (c4 hdi bac) Oncorhunchus kisutch
24 Ca hdi Chinook (ca hdi vua) Oncorhunchus tschawytscha
25 C4 héi Chum (c4 héi cho) Oncorhynchus keta
26 Ca hbi Masu Oncorhynchus masou masou
27 Ca hdi van Oncorhynchus mykiss
28 Ca hoi d6 Oncorhynchus nerka
29 Ca trap do Nhat Ban Pagrus major
30 Ca bon olive (ca bon vi) Paralichthys olivaceus
31 Ca bon vang Pseudopleuronectes herzensteini
32 Ca bon Iwdi ngua Greenland Reinhardtius hippoglossoides
33 Ca hdi Dai Tay Duong Salmo salar
34 Ca moi Nhat Ban Sardinops melanostictus
35 Ca moi Thai Binh Dwong Sardinops sagax
36 Ca thu fam (ca nuc hoa) Scomber australasicus
37 Casaba Scomber japonicus
38 Ca thu Bai Tay Duong Scomber scombrus
39 Cahd Sebastiscus marmoratus
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Bang A.5 (két thic)
S6 thip tw Tén tiéng Viét Tén Latinh
40 Céa cam soc Seriola dumerili
41 Ca cam soc vang Seriola lalandi
42 Ca cam Nhéat Ban Seriofa quinqueradiata
43 Ca trieng Nhat Ban Spirinchus lanceolatus
44 Canodc hd Takifugu rubripes
45 Ca ngtr vay dai Thunnus alalunga
46 Ca nglr vay vang Thunnus albacares
47 Ca ngir vay xanh phuong Nam Thunnus maccoyii
48 Ca ngir mét to Thunnus obesus
49 Ca ngtr vay xanh Thai Binh Duong Thunnus orientalis
50 Ca ngtlr Pai Tay Dwong Thunnus thymus
51 Ca song Nhat Ban Trachurus japonicus
52 Ca song Pai Tay Duwong Trachurus trachurus
53 Ca tuyét lung nau Trisopterus luscus
54 Ca kiém Xiphias gladius
Bang A.6 — Vi dy vé dong vat than mém c6 lién quan
S6 thiv t Tén tiéng Vit Tén Latinh
1 - Amphioctopus fangsiao
2 Bach tudc khdng 16 Thai Binh Duong Enteroctopus dofleini
3 Murc 6ng Heterololigo bleekeri
4 Bach tudc théng thrdng Octopus vulgaris
5 Muc la Sepioteuthis lessoniana
6 Murc dng Nhat ban Todarodes pacificus
7 Muwc dom dém Watasenia scintillans
Bang A.7 - Vi du vé céc loai giap xac c6 lién quan
$6 thir tw Tén tiéng Viét Tén Latinh
1 Cua Tanner Chionoecetes bairdi
2 Cua tuyét dd Chionoecetes japonicus
3 Cua tuyét Chionoecetes opilio
4 Toém Shiba Metapenaeus joyneri
5 Tém chi Alaska Pandalus eous
6 T6m rong Nhat Ban Pamlirus japonicus
7 Cua Alaska Paralithodes camischatica
8 Cua hoang @é xanh Paralithodes platypus
9 Tom su Penaeus mondon
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Bang A.8 — Vi du vé con triing c6 lién quan

S0 thir ty Tén tiéng Vigt Tén Latinh
1 Ho Rép buwéu thong Adelgidae
2 Ho Rép mudi Aphididae
3 Ho Ngai dén Arctiidae
4 Ho Gian Blattellinae
5 Ho Gian thudng Blattidae
6 Ho Rudi xanh (ho Nhing) Calliphoridae
7 Ho Chan chay Carabidae
8 Ho Din Ceratopogonidae
9 Ho Mudi chi héng Chironomidae
10 Ho Anh kim (ho Canh ctrng 3n 13) Chrysomelidae
11 Ho Bo canh gan Chrysopidae
12 Ho Ve séu Cicadidae
13 Ho Bo canh cirng phang Cucujidae
14 Ho Mudi Culicidae
15 Ho Bo voi voi Curculionidae
16 - Dermestidae
17 Ho Rudi gidm Drosophilidae
18 Ho Bb ci Elateridae
19 He Canh da dudi kim Forficulidae
20 Ho Kién Formicidae
21 Ho Dé.mén Gryllidae
22 - Latridiidae
23 Ho Chudn chudn ngd Libellulidae
24 - Monotomidae
25 Ho Rudi nha Muscidae
26 Ho Rudi an ndm Mycetophilidae
27 Ho Bo c6 dudi Nitidulidae
28 Ho Ngai dém (ho Bwdm cl dém) Noctuidae
29 Ho Ngai thién xa Notodontidae
30 Ho Bo xit nam dét rau Pentatomidae
31 Ho Rudi lung gt Phoridae
32 Ho Rép buwdu nho Phylloxeridae
33 Ho Rudi nhd Piophilidae
34 Bé Rép sap (bd Mot) Psocoptera
35 Ho Rubi ¢bng (ho Rudi canh budm) Psychodidae
36 Ho Ngai sang Pyralidae
37 Ho Rudi xam Sarcophagidae
38 Ho Rudi den Stratiomyidae
39 Ho Rubdi an rép Syrphidae
40 Ho Chan bd Tenebrionidae
41 Ho Rudi duc qua Tephritidae
42 Ho Rudi séu mua déng Trichoceridae
43 Ho Ong Vespinae
44 Ho Ngai sti Zygaenidae
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Phuluc B
(Tham khao)

Vi du vé cac phwong phap chuyén dbi don vi tir s6 ban sao ADN sang ty 1& khéi lwong

B.1 Yéu cau chung

Phu luc nay dwa ra cac vi du vé cac phwong phap chuyén ddi don vi tir sb ban sao ADN sang ty Ié
khéi lwgng.

Céc vi du sau duwoc coi 1a cac phwong phap da chuan héa, tuy nhién, viéc wée lwong cé nhidu kha
nang chira @9 khéng dam bdo do do ham lwong ADN khac nhau trén méi khéi lweng tuong duong
trong cac mé va mire d§ x ly khac nhau.

B.2 Vidu vé viéc chuyén ddi két qua do dwoc biéu thi bing ty 1& s ban sao ADN sang
ty 1 khéi lwgng sir dung miu chuin

Xem Tai liéu tham khao [8).

Ty 1é s6 ban sao ADN thu duoc trong thi nghiém dinh luong cb thé duoc chuyén ddi sang ty 1& khéi
Iwgng bang cach st dung cac mau chuin (RM).

Khi xac dinh dwoc tirng gia tri cu thé clia cac hé sé chuyén déi ddi véi tirng RM co sn va céc 16 mau
chuan, thi két qua chuyén ddi duoc bidu thi bing ty 1& khéi luwong con lai cb thé truy xuét duoc va co
thé so sanh v&i két qua duoc biéu thi bing ty 18 sé ban sao.

Cé thé str dung RM khong c6 sé ban sao ADN hodc gia tri khéi lvgng ADN dbi véi thit dwoc quy dinh
lam nén mau.

Tinh phan khdi lugng clia hé sb chuyén ddi (CF) bang Cong thire (B.1):

Fc=& (B.1)

n
Trong do:
F. lagiatri cha hé sé chuyén ddi;
Ca la s ban sao clia cac loai dong vat dich hodc nhém phan loai trong mAu chudn;

Ma 13 khdi lvong mau chuén clia cac loai dong vat dich hoac nhém phan loai.
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Vi co s& dé& do sb ban sao dich trong cling mot nén mau dwoc st dung dé tinh CF, do do, vi du vé
cong thire tinh % dich (phan khéi lwgng) néu trong Céng thire B.2:

C, 1
T="2x—x100 B.2
M, “E~ (B.2)

Trong do:
T la phén tram khéi lvong clia cac loai dich trong nén mau;

Cs lasé ban sao clia cac loai dong vat dich dwoc do theo cac yéu cau, bao gdm cac loai dwoc
mo ta trong 4.8;

Ms 14 khéi legng cla toan bd mau dé phan tich.

Do khong dam bao clia hé s6 chuyén ddi dwoc st dung két hop voi do khong dam bao do. S6 luvong
ADN thay dbi tay thude vao loai thit va cac phan thit, diéu quan trong 1a phai wéc tinh d6 khong dam
bdo bing cach xem xét.

B.3 Vi du vé phép dinh lwgng twong déi ham lwong nguyén liéu c6 nguén goc tir cac

loai déng vat trong cac san pham thit
B.3.1 Két qua phan tich dwoc bao céo theo phin khéi lwong

Viéc biéu thi két qua phan tich dinh lwgng theo phan khéi lwgng la mét cach tiép can phd bién trong
nhiéu linh viec (GMO, cac chat gay di trng, v.v...) sl dung cong nghé dwa trén ADN, néu khong két qua
khong dwoc hdu hét cac nha chuyén mén/chuyén gia danh gid/co quan quan ly thec pham chap
nhan/s dung. Thuc t&, khong c6 mdi quan hé dinh lwong nhét quan gitra s6 ban sao ADN va ham
lwong thit clia mét mau, do d6, vi du vé viéc chuyén ddi dwoc néu trong EUR 28536 ENI. Tiéu chuan
nay tém tit cac ndi dung chinh vé cach so sanh va thiét lap cac két qua c6 thé truy nguyén trong hé
théng do lwdng tir cac phép do phan trng chudi polymerase thoi gian thire (real-time PCR), néu dir liéu

duoc gan véi gia tri da dwoc chirng nhén clia mau chuan.

Do thiéu CRM d& thir nghiém cac loai dong vat, thuwéng ap dung ké hoach thay thé trong cac phong
thir nghiém kiém soat chinh thirc, st dung cac nguyén liéu da duoc hiéu chuan khéi lwong [vi du:
mau chudn hén hop thit dwoc chudn bi theo TCVN ISO 17034 (ISO 17034), hoac thyc phdm mé
phéng dwoc tao thanh trong cac diéu kién xac dinh/dwoc kiém soat, xem thém tly chon 1 trong Hinh
B.1). Cac loai nguyén liéu khac nhau cé thé dwoc sir dung dé thu duwec cac dwdng chuan ddi véi real-
time PCR. Cac nguyén liéu phd bién nhat la cac dung dich ADN cla bd gen (JADN) hodc ADN
plasmid (pADN). Tuy nhién, ngudi phan tich c6 thé quyét dinh chiét gADN tir cac nguyén liéu duoc
tao thanh tir cac hén hop nguyén liéu déng vat khac nhau da dwoc chinh vé ham lrong khéi lveng
yéu cau.
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B.3.2 Chuyén ddi két qua do dwoc biéu thi bing sé ban sao trén mbi bd gen don bdi twong
dwong (cp/HGE) sang phén khéi lwgng

B.3.2.1 Yéu ciu chung

Cin chuyén ddi két qua do thu dwoc bing real-time PCR sit dung chét hiéu chuan, dwoc biéu thj béng
sb ban sao trén mdi bd gen don bdi trong dwong (cp/HGE) sang phan khéi lwgng. Téng quan vé cac
kha nang thay Gdi & do ham Iwong déng vat co trong mau duoc thé hién trong Hinh B.1.

N Pt i

q
\_ﬁ+ | — | O

£/kg
rez.l -time PCR CRM
CF
! ' Ké;
+ r » |
/ 0/0
¢p/HGE
l'ﬁll -time PCR CRM

CHU THICH 1: Trong tlly chon 1, ham luong dong vat duoc xac dinh bang real-ime PCR st dung CRM ho#c
nguyén liéu twong dwong (vi du: mau md phdng) duoc chinh theo phan khéi lvong ding lam chét hiéu chudn.
Céc két qua dwec bidu thi bang phan khéi lweng (g/kg) hoac % khdi leeng.

CHU THICH 2: Trong tuy chon 2, ham lugng ddng vat dugc xac dinh bang real-time PCR st dung nguyén liéu
hiéu chun dé xac dinh sb ban sao. Cac két qua thu dwoc (tinh bang cp/HGE) durge chuyén ddi thanh phan khéi
lveng (g/kg), str dung CF.

CHU THICH 3: Bwec didu chinh theo Tai liéu tham khao [11] ¢6 stra ddi.

Hinh B.1 ~ Téng quan vé cac kha ning thay ddi dé do ham lwong nguyén liéu c6 ngudn géc tir
dong vat cé trong mét mau

S dung phuong phap dinh lvong twong d6i, phan tich ADN phan 1ap béng it nhat hai hé thong real-
time PCR dbi v&i cac gen dich don I8: phan tich real-time PCR d3c hiéu d6i véi cac loai d& xac dinh
ham Iwong ADN ctia dong vat can phan tich va phan tich real-time PCR chun d& xac dinh lwgng ADN
dong vat tdng sb (vi du: gen myostatin, sw két hop clia cac hé théng don mdi dé tdng hop lugng ADN
tong s6 clia ddng vat co vl va gia cam). Ca hai phép phan tich real-time PCR déu dwoc hiéu chuén.
Céc dwdng cong hiéu chuan thu dwoc bang cach dwng db thi logarit clia néng do ADN so voi gi tri
chu ky dinh lugng (Cq) twong tng. Sau khi thiét lap cac dwéng chuén cho ca hai phép phan tich PCR,
s(r dung dwdng hdi quy tuyén tinh, lvong ADN tong sé ctia dong vat co v va gia cam trong mau duoc
xac dinh va tinh ty I& phan tram cla dong vat cu thé.

ADN cla tat ca cac loai dong vat, dong vat cé vi va gia cadm c6 thé duoc chiét voi hiéu qua xap xi
nhr nhau.
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Dé danh gia kha nang ap dung clia phrong phép dinh lwgng, cin phan tich va tinh do thu hdi cla cac
kiém chirng dinh lwong dwong tinh véi thanh phan da biét. Nén m3u va thanh phan cla cac kiém

chirng dinh lwgng dwong tinh dwgc xem xét trong tw nhue mau.

Vi DY: Pha loang ADN trong phan tich PCR gen tham chiéu dich (vi du: myostatin) trong dung dich dém hosc
nuée khdng chira nuclease (vi du: cac dung dich pha lodng c6 nong db tir 150 ng ADN/PCR dén 1 ng ADN/PCR
duoc sir dung dé dwng dudrng chudn cho gen tham chiéu). Dé dyng dwdng chudn cho ADN dich cla dong vat,
st dung 150 ng ADN/PCR chiét dugre tir nguyén liéu md phdng c6 chira lwgng gidm dan clia dong vat dich (vi
du: st dung tir 50 g/kg dén 1 g/kg). Lwong ADN dich trong phép phan tich duoc chiét tir nguyén liéu mé phong co
chira 50 g/kg dong vat dich (teong ting véi phan khdi luong 1a 5 %) ciing dwoc coi 1a 5 % s6 ban sao ADN dich
(nghia 1a 7,5 ng ADN dich trén mbi phan (zng PCR t6t cho phan trng chira 150 ng ADN). Ty |& gén diing tuong tw
cing thu duwoc déi véi mau chudn khac cé chira phan khéi legng nhd hon cla gen dich déng vat hodc gen tham
chiéu. Luong (hodc ndng do tinh bing %) ADN dich cla dong vat va ADN gen tham chiéu trong dung dich ADN
chiét dwoc tir mau chuwa xac dinh sau do dugc tinh bing cach chuyén déi cac gia tri Cq do dugc thanh cac gia tri
khéi lvgng str dung hai duwdng chuén va phan chia ching. Phéan khéi lugng dong vat (dong vét dich so véi gen
tham chiéu dich) cudi ciing dwoc nhan vai 100 dé bidu thi két qua dwéi dang phan tram.

Cac phwong phap da dwoc cong bd dé dinh lwgng twong déi ham lweng cac loai dong vat trong cac
san pham thit dwoc néu trong Bang B.1.

Bang B.1 - Phwong an dinh lwong dwa trén real-time PCR

Phwong 4n dinh Hiéu chuén Biéu thj két Tai lidu
lwong dwa trén ] ] qua bang
real-time PCR Chat hiéu chuan | Pon vi
Hén hop ADN Al %ADN (ty | Laubeetal. (2007)22
& C £ ¥ .
(tinh sd ban sao) als Ié s6 ban sao) | Iwobi et al. (2015)1"8)
Hén hgp ADN ul % ADN (phan Druml et al. (2015)9)
n . .
b 1 knéilwong)
Phuong phap dudng g e R
Chat chiét thit (hdn % ADN (phan
chuén sir dung gen it ngl | L P Kaltenbrunner
tham chiéu i ki o) etal. (2018)
% ADN (phan Kaltenbrunner
H8n hop thit ng/ul KhGi | \ Druml et al. (2016)!8 et al. (2018)20
Nén mau mo % ADN (phan
p ng/pl
phong khoi lrgng)
| Koppeletal (2012)2"
. . o,
Phuong phap uong | s nop ADN | ngil | 210N PPN gu | 0 0o-61im
chuan stz dung KnoIona) | gyt L 08.00-621
phuwong phap da —
z Nén mau mo % ADN (phén
chuan hoa A ngl | oL Nk Eugster et al. (2009)™
phong khdi lrong)
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B.3.2.2 Vi du: Dinh lwong twong dbi dwa trén gen tham chiéu (phwong phap dwong chuén)

B.3.2.2.1 Khuéch dai PCR don méi cac trinh ty dich dac hiéu cla loai va trinh tw dich ndi sinh cla
déng vat phd cap (gen tham chiéu) dua trén cac phép tinh sb ban sao.

Cach tién hanh:

— ADN ctia bd gen dwoc chiét tir cac mau md co clia cac loai (mau déi chirng) va do ndng 46 ADN
(tinh bang ng/pl) (bdng may Nanodrop, PicoGreen, v.v...) hodc st dung ADN plasmid lam chuan hiéu
chuén;

- chay PCR don mbi dbi véi cac loai dich va dong vat dich phd cap ciing cac ADN hiéu chudn (it nhat
bén chuan véi cac dung dich pha loang ADN va b gen tuong duong cho mdi phan tng véi s6 luong
xac dinh, vi du; 156 250, 31 250, 6 250,1 250, 250, 50) va ADN mau;

- sl dung gia tri Cq clia cac chudn cho dedng chudn, gia tri Cq clia mAu dé tinh ndng dd dic hiéu
clia loai (s6 ban sao/pl);

~ sb ban sao duoc tao thanh dbi véi mbi lodi dwoc ngoai suy dwa vao sé ban sao tinh dwoc déi véi

gen tham chiéu cGa dong vat phd cap, dé dwa ra ty 1& loai x hodc lodi y, v.v...

Cong thire (cho tirng loai dich PCRY):

Pi C,, x100
C,
_ C,, x100
y C_r
Trong do:

P;  la phan tram cla loai dich X;

Py  1a phan trdm cda loai dich Y;

Csx 12 56 ban sao clia loai dich X, tinh bang (cp/ul);
Csy la s6 ban sao clia loai dich Y, tinh bang (cp/ul);

C: 14 s6 ban sao clia gen tham chiéu phd cap (cp/pl).

Vi du vé kich thuée bd gen clia mot sé loai dwoc ligt ké trong Bang B.2.
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Bang B.2 - Kich thwréc bd gen dé tinh sb ban sao bd gen

Lodi Cip base Kich thwéc bd gen

(pg)
Bo 3,65x 10° 4,00
Lon 3,11 x10° 3,41
Ciru 3,25 x 10° 3,56
Dé 3,20 x 10° 3,51
Ga 1,25 x 10° 1,37
Ga tay 1,68 x 10° 1,84
Vit 1,54 x 10° 1,69

D4 biét thém thong tin, xem Tai liéu tham khao [18] va [22],

B.3.2.2.2 Khuéch dai PCR da méi hodc don méi trinh tw dich dic hiéu clia loai va trinh tw dich noi
sinh cla loai dong vat phd cap (gen tham chiéu, trong PCR don mdi) dwa vao ADN duec khuéch dai
(ng/ul).

Cach tién hanh:
- hiéu chudn:

~ h&n hop ADN: chiét ADN clia bd gen tir cac mAu md co clia loai (mau déi chirng) va do ndng do
ADN (tinh bang ng/pl) (bdng may Nanodrop, PicoGreen, v.v...) hodc sir dung ADN plasmid véi cac
dich dac hiéu ddi voi cac loai khac nhau; ADN bd gen hodc ADN plasmid dwoc pha lodng dén cling
ndng do va dwoc tron theo ty 1€ thich hop;

— hén hop lysat (hiéu chuan chat chuan dap ung véi mau);
— phan gidi (d&m CTAB + proteinase K) clia cac mau md co' (mau thit chuan nguyén chat, vi du 1 g);

— sau khi phan giai, lysat dwoc tron theo ty 18 thich hop (phan thé tich), chiét ADN (quy trinh chiét
nguyén liéu hiéu chudn va mau la giéng nhau); bang cach md phdng thanh phan clia mau da thir
nghiém loai bd cac dnh hudng cla PCR dac hiéu cla loai;

— dondng @ ADN (tinh béng ng/ul) (vi du: may Nanodrop, PicoGreen);

—  hdn hop thit: thit dwoc can va tron theo cac ty 18 thich hep (phan khéi lvong) trede khi phan gidi va
chiét ADN; do néng d ctia ADN thu dwoc (ng/l);

— hén hep hiéu chuan dwoc pha lodng thanh tieng day trong nwde (it nhat bon chuén véi day dung
dich pha losng ADN va ndng dd ADN xac dinh dwoc tinh bing ng/pl, vi dy: bt dau véi 20 ng/ul va
phan tich véi ty 1é 1:4, 1:16, 1:64, 1: 256, 1:1 024 va 1:4 096) va dwoc str dung dé hiéu chuan ca hai
hé théng PCR, phan tich PCR déac hiéu clia loai va phan tich PCR chuan;
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— mAu: ADN clia nguyén liéu mau dwoc chiét theo quy trinh twong tw nhur hdn hop hiéu chuén, néng
dd ADN (tinh bing ng/ul) duoc xac dinh (bing Nanodrop, PicoGreen, v.v.); mau dwoc phan tich bang
¢4 hai hé théng PCR, phan tich PCR dc hiéu clia loai va phan tich PCR chudn;

— dung db thi cac gia tri Cg thu dwoc trong hé théng PCR dic hiéu clia loai va hé théng PCR chudn
dwa trén logarit clia ndng dd ADN; cac dudng chuan déi véi phép phéan tich PCR dac hiéu cla loai va
phép phan tich PCR chuén thu dugc bang phuwong phap hdi quy tuyén tinh;

— sl dung cac gia ti Cq thu duoc trong phan tich PCR dbi véi cac loai cu thé va phén tich PCR
chuan cho mét mau dé tinh néng do ADN dac hiéu cla loai (ng/ul) va ndng dd ADN tdng sb (ng/pl); tinh
phan trdm clia dong vat can phan tich.

Cong thirc:

Trong do:
cos landng @6 cia ADN déc hiéu, tinh bing nanogam trén microlit (ng/ul);
cor landng @6 ctia ADN thit téng s6, tinh bing nanogam trén microlit (ng/pl);
Cqspec 14 gid tri Cq nhan dwoc st dung dac hiéu cla loai;
Carer 14 gid tri Cq nhan dugc str dung phép phan tich;
dspec 1& diém giao nhau cac dwdng chuan cla phép phan tich PCR dc hiéu cla loai;
der 12 diém giao nhau cac dwong chuin clia phép phan tich real-time PCR chuén;
Sspec |2 d0 déc cac dudng chﬁén clia phan tich phép PCR dac hiéu cla loai;
Swer 12 d6 déc cac dueng chuan clia phan tich real-time PCR chuan;
C  laphan trdm ham leong cla céc loai dac hiéu.

DE& biét thém thong tin, xem Tai liéu tham khao [15], [16], [19] va [20].
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B.3.2.3 Vi du: Dinh lwgng twong déi % ADN dwec khuéch dai (ng/pl) siv dung phwong phap
chuén héa

Khuéch dai PCR song song (PCR da méi) trinh tw dich dac hiéu cla loai va dinh lwong trong déi duoc
mb ta nhw sau.

Cach tién hanh:

— chiét ADN tir cac mau mé co clia cac loai (mau déi chirng) va do ndng dd ADN (tinh bing ng/ul)
(b&ng may Nanodrop, PicoGreen, v.v...);

~ chuén bi cac hdn hop ADN (ng/pl) voi khéi lvong ADN twong déi khac nhau dé st dung lam cac
chuan hiéu chuan;

~ chay PCR da mbi v&i cac ADN hiéu chuan (it nhat bén chuan, méi chuan clia cac loai cé néng do
nam trong khoang tir 20 ng/pl dén 0,02 ng/pl) va ADN mau;

- cac gia tri Cq cla cac chuan ding cho dwéng chudn, mét gia tri dung cho méi loai déng vat co
trong hdn hop ADN hiéu chuan;

- cac gia trj Cq clia mau duoc st dung dé tinh ndng dé ADN dac hiéu clia loai (ng/ul); tng ADN clia
tat ca cac loai dwoc xac dinh bing cach tinh tdng Iwong thu duoc @i véi méi loai dich bang phén tich
PCR da méi;

— tinh phan trdm cla dong vat can phan tich.
Cang thirc (cho tirng loai dich PCRY):

M, x100
)

t

P

Trong d@o:
P laty s gitra ADN clia cac loai dich va tong ADN clia tét ca cac lodi, tinh bang phan tram (%);
M. 13 khéi lwong ADN clia cac loai dich, tinh bang nanogam trén microlit (ng/ul);
M, laténg s6 ADN clia tat ca cac loai, tinh bang nanogam trén microlit (ng/ul).

Vi du vé& viéc chudn bj cac chuan hiéu chuan dwoc néu trong Bang B.3.
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Bang B.3 - Chuan bj cac chuén higéu chuén
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$é Bo Lon | Ngwa | Ciru | Téngsd | ADN finh
cac loai | trling cd
dong vat trich

Mau 1 |Thé tich (ul) 1 32 3,2 32 68,2 31,8
Nbng dé clia dung dich gbc (ng/ul) 2 2 2 20 712,4 20
ng ADN 2 64 6,4 640 7,124 638
Nbng @6 cudi ciing (ng/ul) 0,02 064 | 0,084 6.4 6,38
% cac loai 4ong vat 0,28 8,98 0,90 89,84

Mau 2 |Thé tich (pl) 32 10 1 10 53 47
Néng d6 clia dung dich gbe (ng/pl) 20 2 2 20 862 20
ng ADN 640 20 2 200 8,62 940
N&ng db cudi cling (ng/l) 64 0,2 0,02 2 9,4
% cac loai dong vat 7425 | 2,32 0,23 23,2

Mau 3 |[Thé tich (ul) 10 32 32 32 48,4 51,6
Ndng d6 cla dung dich gée (ng/pl) 20 2 20 20 9104 20
ng ADN 200 6,4 640 64 910,4 1032
Nbng 66 cubi ciing (ng/pl) 2 0,064 6,4 0,64 10,32
% cac loai dong vat 21,97 0,7 70,3 7,03

Mau 4 |Thé tich (ul) 32 1 10 10 563 47
Noéng @6 cla dung dich gbc (ng/ul) 2 2 20 2 286 20
ng ADN 64 2 200 20 2,86 940
Néng do cubi cung (ng/ul) 0,64 0,02 2 0,2 94
% cac loai dgng vét 22,38 0,70 | 69,93 | 6,99

Mau 5 |Thé tich (ul) 10 32 32 32 48,4 51,6
Néng @8 clia dung dich gbc (ng/pl) 2 20 20 2 7304 20
ng ADN 20 640 64 6,4 7,034 1032
Néng do cubi cung (ng/pl) 0,2 6,4 0,64 0,064 10,32
% cac loai djng vat 2,74 87,62 8,67 0,88

M&u 6 |Thé tich (ul) 32 10 10, 1 242 75,8
Nbng db clia dung dich gbc (ng/ul) 2 20 2 2 228,4 20
ng ADN 6,4 200 20 2 2,284 1516
Nbng d6 cubi ciing (ng/pl) 0,064 2 0.2 0,02 15,16
% cac loai dong vat 2,8 87,57 | 8,76 0,88

D& biét thém thong tin, xem Tai liéu tham khao [13], [14] va [21].

33



TCVN 13841:2023

B.4 Vi du vé phép tinh sb ban sao cta gen don Ié

C6 thé tinh ty 18 khdi lugng cling v6i ty 18 s ban sao clia cac gen trong loai dich va trong nén méu, khi

mét gen ndi sinh don Ié hodc gen chuyén dbi don 1é dwoc quy dinh va trinh tw nucleotid clia cac gen

nay la phd bién giira cac loai dong vat dy kién c6 trong nén mau .

CHU THICH: Gen chuyén dbi don 1é Ia gen c6 sé leong ban sao trong bd gen G biét va nhét quan vé sé lugng

gilra cac loai dong vat.

Vi du vé cdng thirc tinh:

P=Ms x Cs/ Csc
Trong dé:
P laty & khéi lwong clia cac loai dich, tinh bing phan trim (%);
Ms  la khéi lvgng clia toan bd mau dé phan tich;
Cs la sé ban sao clia gen ndi sinh don 1& hodc gen chuyén déi don 18 dac hiéu clia déng vat
dich;
Csc 1 s6 ban sao ciia gen ndi sinh don I8 hodc gen chuyén ddi don 1& phd bién trong nén mau.
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