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1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định quy trình phát hiện các trình tự ADN của gen cry1Ab/Ac đã bị biến đổi và quy trình phát hiện trình tự chuyển gen giữa promoter ngô (Pubi) và gen cry1Ab/Ac. Cấu trúc gen biến đổi cry1Ab/Ac và Pubi-cry thường được tìm thấy trong dòng Bt biến đổi gen. Cả hai phương pháp phát hiện này đều dựa trên cơ sở Real-time PCR và có thể được sử dụng cho mục đích sàng lọc định tính. Đối với việc xác định và định lượng thực vật (sự kiện) biến đổi gen, cần tuân thủ tiêu chuẩn này.

Tiêu chuẩn này có thể áp dụng để phân tích ADN được tách chiết từ thực phẩm. Tiêu chuẩn này cũng thích hợp để phân tích ADN tách chiết từ các sản phẩm khác như thức ăn chăn nuôi và các loại hạt. Việc áp dụng các phương pháp này đòi hỏi phải chiết xuất một lượng đầy đủ ADN có khả năng khuếch đại từ các nền mẫu tương ứng. 

 2   Tài liệu viện dẫn

Các tài liệu viện dẫn sau là rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn. Đối với các tài liệu viện dẫn ghi năm công bố thì áp dụng phiên bản được nêu. Đối với các tài liệu viện dẫn không ghi năm công bố thì áp dụng phiên bản mới nhất, bao gồm cả các sửa đổi, bổ sung (nếu có).

TCVN 7605 (ISO 21569) Thực phẩm – Phương pháp phân tích để phát hiện sinh vật biến đổi gen và sản phẩm có nguồn gốc biến đổi gen – Phương pháp dựa trên định tính axit nucleic
TCVN 7606 (ISO 21571) Thực phẩm – Phương pháp phân tích để phát hiện sinh vật biến đổi gen và sản phẩm có nguồn gốc biến đổi gen – Tách chiết axit nucleic
TCVN 7608 (ISO 24276) Thực phẩm – Phương pháp phân tích để phát hiện sinh vật biến đổi gen và sản phẩm có nguồn gốc biến đổi gen – Yêu cầu chung và định nghĩa
ISO 21570, Foodtuffs – Methods of anlaylis for the detetion of of genetically modified organisms and derived products – Quantitative nucleic acid based methods.
TCVN 11933:2017 (ISO 16577:2016) Phân tích dấu ấn sinh học phân tử – Thuật ngữ và định nghĩa.
3   Thuật ngữ và định nghĩa
Tiêu chuẩn này áp dụng các thuật ngữ và định nghĩa trong TCVN 11933:2017 (ISO 16577:2016). 
4   Nguyên tắc
ADN được tách chiết ra khỏi phần mẫu thử theo phương pháp thích hợp [xem TCVN 7606 (ISO 21571)]. Phân tích ADN bao gồm hai phần:
a) xác nhận số lượng, chất lượng và khả năng khuếch đại của ADN tách chiết được, ví dụ bằng phân tích PCR đặc hiệu taxon (taxon-specific PCR) [theo ISO 21570], xem Thư mục tài liệu tham khảo [1].
b) phát hiện trình tự ADN cry1Ab/Ac và/hoặc Pubi-cry bằng Real-time PCR, xem Thư mục tài liệu tham khảo [2] và [3].
5   Thuốc thử và vật liệu 
5.1   Yêu cầu chung 
Trong tiêu chuẩn này, thuốc thử và nước được sử dụng phải là loại dùng cho phân tích, sinh học phân tử. Các dung dịch được chuẩn bị bằng cách hòa tan thuốc thử tương ứng trong nước và khử trùng bằng hấp áp lực, trừ khi có quy định khác. Khi thao tác có sử dụng găng tay, thì găng tay đó không có bột. Nên sử dụng đầu tip được bảo vệ khỏi bọt khí để tránh nhiễm chéo.
5.2   Thuốc thử PCR 
5.2.1  Enzym ADN polymerase chịu nhiệt (đối với hot-start PCR)
5.2.2  Dung dịch đệm PCR (chứa magie clorua và deoxyribonucleosid triphosphat dNTPs) 
Có thể sử dụng các hỗn hợp thuốc thử đã chuẩn bị sẵn để sử dụng hoặc hỗn hợp của các thành phần thuốc thử riêng lẻ. Có thể sử dụng các thuốc thử và polymerase khác nếu cho kết quả tương đương hoặc tốt hơn. 
5.2.3  Các oligonucleotit (xem Bảng 1 và Bảng 2)
Bảng 1 - Các oligonucleotit để phát hiện cry1Ab/Ac
	Tên
	Trình tự ADN của oligonucleotit
	Nồng độ cuối cùng trong PCR

	cry1Ab/Ac là trình tự đích [2]:

	Bt-F1 (mod)
	5’-gAg gAA ATg CgT ATT CAA TTC AAC-3’
	400 nmol/l

	Bt-R
	5’-TTC Tgg ACT gCg AAC AAT gg-3’
	400 nmol/l

	Bt-P
	5’-(FAM)-ACA TgA ACA gCg CCT TgA CCA Cag C-(NFQ)-3’a
	100 nmol/l

	a  FAM: 6-Carboxyfluorescein, NFQ: chất khử không huỳnh quang (chất khử tối màu).


Bảng 2 - Các oligonucleotit để phát hiện Pubi-cry
	Tên
	Trình tự ADN của oligonucleotit
	Nồng độ cuối cùng trong PCR

	cry1Ab/Ac là trình tự đích [2]:

	Pubi-F2
	5'-ATT TgC TTg gTA CTg TTT CTT TTg TC-3'
	300 nmol/l

	Cry-rr-R
	5'-TTg TTg TCC ATg gAT CCT CTA gAg T-3'
	600 nmol/l

	Pubi-T2
	5'- (FAM)- ACC CTg TTg TTT ggT gTT ACT TCT gCA-(NFQ)-3'a,b
	100 nmol/l

	a  FAM: 6-Carboxyfluorescein, NFQ: chất khử không huỳnh quang (chất khử tối màu).
b   Đoạn dò Pubi-T2 là ba bazo ngắn hơn so với đoạn dò được mô tả trong Tài liệu tham khảo [3] nhưng thu được độ đặc hiệu và độ nhạy giống hệt nhau.


Có thể sử dụng thuốc nhuộm reporter và/hoặc chất khử (quencher) tương đường cho ddaonj dò nếu chúng cho kết quả tương tự hoặc tốt hơn. 
6   Thiết bị
Các yêu cầu về thiết bị và vật liệu, tuân thủ theo TCVN 7605 (ISO 21569). Ngoài ra, sử dụng các thiết bị của phòng thử nghiệm sinh thông thường và cụ thể như sau:
6.1  Thiết bị Real-time PCR, thích hợp cho việc kích thích các phân tử huỳnh quang và phát hiện các tín hiệu huỳnh quang tạo ra trong PCR.

7   Cách tiến hành

7.1   Chuẩn bị mẫu
Phòng thử nghiệm phải đảm bảo mẫu được sử dụng để tách chiết ADN là mẫu đại điện, ví dụ: bằng cách nghiền hoặc đồng hóa mẫu phòng thử nghiệm. Các bước vận hành và đo được thực hiện theo TCVN 7606 (ISO 21571) và TCVN 7608 (ISO 24276). 
7.2   Chuẩn bị dịch chiết ADN
Việc chuẩn bị ADN từ phần mẫu thử nghiệm phải tuân thủ theo hướng dẫn chung và đo theo quy định trong TCVN 7606 (ISO 21571). Có thể chọn một trong các phương pháp tách chiết ADN được mô tả trong Phụ lục A của TCVN 7606 (ISO 21571).
7.3   Chuẩn bị PCR
Phương pháp này áp dụng cho phản ứng PCR có tổng thể tích là 25 µl. Việc chuẩn bị phản ứng được nêu trong Bảng 3. 
Thuốc thử được đưa về nhiệt độ phòng. Từng thuốc thử cần được trộn cẩn thận và ly tâm ngay trước khi dùng pipet để lấy. Hỗn hợp thuốc thử PCR được chuẩn bị có chứa tất cả các thành phần trừ ADN của mẫu. Lượng hỗn hợp thuốc thử cần cho PCR phụ thuộc vào số lượng phản ứng được thực hiện, bao gồm ít nhất một phản ứng dự phòng. Thêm 5 µl mẫu ADN cho từng phản ứng. 
Bảng 3 – Chuẩn bị phản ứng cho quá trình khuếch đại 
	Tổng thể tích phản ứng
	25 µl

	Mẫu ADN (đến 200 ng) hoặc mẫu kiểm soát
	5 µl

	Dung dịch đệm PCRa (bao gồm MgCl2, dNTP và enzym ADN polymerase hot-start)
	12,5 µl

	Mồi Bt-Fl(mod) và Bt-R hoặc các mồi Pubi-F2 và Cry-rr-R
	xem Bảng 1 hoặc Bảng 2

	Đoạn dò Bt-P hoặc đoạn dò Pubi-T2
	xem Bảng 1 hoặc Bảng 2

	Nước
	thêm đến 25 µl

	a  Trong thử nghiệm liên phòng, Mastermix TaqMan® Universal đã được sử dụng làm dung dịch đệm PCR. Thông tin này đưa ra tạo thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn và không ấn định phải sử dụng chứng. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự của các nhà sản xuất khác nếu chúng cho kết quả tương đương hoặc tốt hơn. Nếu cần, có thể điều chỉnh cho phù hợp lượng thuốc thử và chương trình nhiệt độ - thời gian.


Trộn đều hỗn hợp thuốc thử PCR, ly tâm nhanh và dùng pipet lấy 20 µl vào mỗi ống phản ứng. Đối với ống kiểm soát, thêm 5 µl nước. Lấy 5 µl mẫu ADN hoặc 5 µl dung dịch kiểm chứng tương ứng [kiểm chứng âm (không có ADN), kiểm chứng dương (có ADN đích dương]. Nếu cần, chuẩn bị một kiểm chứng ức chế PCR như được mô tả trong TCVN 7608 (ISO 24276). 
Chuyển các ống phản ứng vào chu trình nhiệt và khởi động chương trình nhiệt độ - thời gian.
7.4  Chương trình nhiệt độ-thời gian
Chương trình nhiệt độ-thời gian nêu trong Bảng 4 đã được sử dụng trong nghiên cứu đánh giá hiệu lực. Việc sử dụng các điều kiện phản ứng và chu trình Real-time PCR khác có thể đòi hỏi phải tối ưu hóa cụ thể. Thời gian biến tính ban đầu phụ thuộc vào master mix được sử dụng. 
Bảng 4 – Chương trình nhiệt độ-thời gian
	Bước
	Thông số
	Nhiệt độ
	Thời gian
	Đo huỳnh quang
	Chu trình

	1
	Biến tính ban đầu
	95 oC
	10 min
	không
	1

	2
	Khuếch đại
	Biến tính
	94 oC
	15 s
	không
	45

	
	
	Gắn mồi và kéo dài
	60 oC
	60 s
	có
	


8   Tiêu chí chấp nhận/loại bỏ 

8.1   Yêu cầu chung
Chương trình phân tích dữ liệu thiết bị đặc hiệu Real-time PCR tương ứng được sử dụng để xác định các sản phẩm PCR. Các kết quả khuếch đại có thể biểu hiện trong cách thức khác nhau phụ thuộc vào thiết bị sử dụng. Trong trường hợp không có mặt các sản phẩm PCR có thể phát hiện được (ví dụ: các kiểm chứng âm), kết quả có thể biểu thị là “không xác định được”, “không khuếch đại”, hoặc số lượng lớn chu trình phản ứng được thực hiện. Nếu khuếch đại trình tự ADN đích trong mẫu (ví dụ: kiểm chứng dương) xảy ra, sẽ quan sát được đường khuếch đại. Số lượng chu trình ở điểm giao nhau của đường khuếch đại và tính toán ngưỡng huỳnh quang (giá trị Ct và Cp).
Nếu do dữ liệu đo huỳnh quang không điển hình, diễn giải kết quả tự động không cung cấp kết quả có ý nghĩa, có thể đòi hỏi cần phải thiết lập thủ công đường nền và ngưỡng trước khi diễn giải kết quả dữ liệu. Trong trường hợp này, nên áp dụng các hướng dẫn riêng cho thiết bị được đưa ra trong hướng dẫn sử dụng phần mềm diễn giải kết quả. 
8.2   Nhận diện
Trình tự đích cry1Ab/Ac hoặc Pubi-cry được cho là phát hiện, nếu:

· sử dụng các mồi đặc hiệu Bt-F1 (mod) và Bt-R và đầu dò Bt-P hoặc các mồi đặc hiệu Pubi-F2 và Cry-rr-R và đầu dò Pubi-T2, quan sát thấy đường khuếch đại dạng sigma và tính toán được giá trị Ct hoặc Cp;

· trong các phản ứng kiểm soát PCR không có ADN (kiểm soát thuốc thử PCR, đối chứng âm không chứa dịch chiết) không xảy ra phản ứng khuếch đại;

· trong các phản ứng kiểm soát khuếch đại (kiểm soát ADN đích dương, kiểm soát ức chế PCR) đạt được giá trị Ct (hoặc Cp) mong muốn. 

CHÚ THÍCH: Theo các yêu cầu được mô tả trong TCVN 7608 (ISO 24276), ADN được tách chiết từ mẫu chuẩn được chứng nhận Bt11 (ERM-BF412f) có thể được sử dụng làm đồi chứng đích dương cho phương pháp cry1Ab/Ac, trong khi đó, plasmid tổng hợp chứa trình tự đích có thể được sử dụng làm đối chứng dương cho phương pháp Pubi-cry. 

9    Tình trạng đánh giá xác nhận giá trị sử dụng và tiêu chí hiệu năng của phương pháp 
9.1  Yêu cầu chung
Việc đánh giá xác nhận giá trị sử dụng theo hai quá trình sau:

a) đánh giá xác nhận nội bộ bằng nghiên cứu thí điểm liên phòng thí nghiệm;

b) đánh giá thử nghiệm cộng tác.
9.2   Độ vững
Độ vững của phương pháp được kiểm tra qua đánh giá xác nhận nội bộ bằng cách sử dụng hai master mix PCR khác nhau (TaqMan® Universal master mix và LC 480 Probes master)1), nhiệt độ gắn mồi khác (59 oC và 61 oC); nồng độ mồi và đầu dò (cả hai đều giảm tương ứng 30 %), được kiểm tra đối với mỗi phản ứng trong ba lần nhân bản PCR sử dụng 60 bản sao đích/lần nhân bản. Những độ trệch này của các điều kiện thử nghiệm không gây ra bất kì sai khác nào trong phát hiện trình tự đích. Trong thử nghiệm cộng tác, độ mạnh của phương pháp được kiểm tra bằng 6 thiết Real-time PCR khác nhau. Không quan sát thấy bất kì yếu tố nào gây ảnh hưởng đến việc thực hiện hoặc sai khác của phương pháp. Do đó, phương pháp có thể được cho là vững. 
9.3  Thử nghiệm cộng tác
Độ tin cậy của phương pháp được xác nhận trong thử nghiệm cộng tác với 17 phòng thử nghiệm[2], được tổ chức bởi Văn phòng German Federal cho Hiệp hộ An toàn thực phẩm và bảo vệ người tiêu dùng (BVL) tuân theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Các phòng thử nghiệm nhận được 10 mẫu ADN chứa các nồng độ trình tự ADN cry1Ab/Ac và/hoặc Pubi-cry khác nhau và 6 mẫu ADN không chứa tình tự ADN này (xem Bảng 5). Tất cả các mẫu được dán nhãn ngẫu nhiên. 

Bảng 5 – Các mẫu ADN và các ADN chuẩn được sử dụng trong thử nghiệm cộng tác

	Vật liệu sử dụng để chuẩn bị mẫu ADN
	Gos9 [1]
	cry1Ab/Ac
	Pubi-cry

	
	PCR
	bản sao/µl
	PCR
	bản sao/µl
	PCR
	bản sao/µl

	Phần khối lượng gạo Bt63 0,05 %
	+a
	75 x 103
	+
	n.d.b
	-a
	0

	Gạo KeFeng6
	+
	20 x 103
	+
	1 x 101
	+
	1 x 101

	Khối lượng ngô Bt11 4,89 % (ERM-BF412f) được trộn với gạo không biến đổi gen
	+
	20 x 103
	+
	1 x 101
	-
	0

	Bún gạo chứa RASFF 2009.0717 KeFeng6 dương tính (Ct= 33,2 đối với cry1Ab/Ac và Pubi-cry
	+
	20 x 103
	+
	n.d.
	+
	n.d.

	Gạo basmati RASFF 2011.1646 biến đổi gen dương tính (Ct = 33,0 đối với cry1Ab/Ac và Pubi-cry)
	+
	20 x 103
	+
	n.d.
	+
	n.d.

	Gạo basmati không biến đổi gen
	+
	78 x 103
	-
	0
	-
	0

	Gạo Thái không biến đổi gen
	+
	74 x 103
	-
	0
	-
	0

	Bún gạo không biến đổi gen
	+
	26 x 103
	-
	0
	-
	0

	Khối lượng ngô Bt11 4,89 % (ERM-BF412f) (ADN chuẩn)
	-
	0
	+
	1 x 102
	-
	0

	Plasmid RR1 (ADN chuẩn)
	+
	5 x 102
	+
	5 x 102
	+
	5 x 102

	a        Kết quả PCR dự kiến: “+” (dương tính) và “-” (âm tính)

b        n.d.: không phát hiện


Từng mẫu được gửi đến cho các phòng thử nghiệm đã được phân tích trong một phản ứng PCR đơn với      5 µl ADN sử dụng hệ thống PCR cry1Ab/Ac và Pubi-cry dưới các điều kiện nêu trong Bảng 3 và Bảng 4. 

Tổng quan về các kết quả thử nghiệm cộng tác được thể hiện dưới dạng tỉ lệ dương tính giả/âm tính giả về các phương pháp cry1Ab/Ac hoặc Pubi-cry được nêu trong Bảng 6.

Bảng 6 – Tóm tắt kết quả thử nghiệm cộng tác
	Mô tả
	cry1Ab/Ac
	Pubi-cry

	Số lượng phòng thử nghiệm
	17
	17

	Số phòng thử nghiệm gửi kết quả
	17
	17

	Số mẫu ADN/phòng thử nghiệm
	16
	16

	Số lượng kết quả được chấp nhận
	272
	272

	Số lượng mẫu chứa trình tự đích được chấp nhận
	170
	102

	Số lượng mẫu không chứa trình tự đích được chấp nhận
	102
	170

	Kết quả dương tính giả
	0
	2 (1,2 %)

	Kết quả âm tính giả
	3 (1,2 %)
	3 (2,9 %)


Ngoài ra, các phòng thử nghiệm phân tích dãy dung dịch pha loãng các ADN chuẩn để thu được đường chuẩn. Sử dụng dung dịch đệm TE 0,2x chứa 5 ng/µl ADN dịch cá trích làm dung dịch pha loãng. ADN plasmid RR1 được pha loãng để thu được 5 dung dịch ADN với các nồng độ được ước tính 500 bản sao/µl, 100 bản sao/µl, 20 bản sao/µl, 10 bản sao/µl và 4 bản sao/µl đối với trình tự đích Pubi-cry; ADN chuẩn Bt11 được pha loãng để thu được bốn dung dịch với 100 bản sao/µl, 20 bản sao/µl, 10 bản sao/µl và 4 bản sao/µl trình tự đích cry1Ab/Ac. Các dịch pha loãng tiếp của cả hai chuẩn ADN được chuẩn bị để tạo ra các mẫu ADN với nồng độ lý thuyết 4 bản sao/µl, 2 bản sao/µl, 1 bản sao/µl, 0,4 bản sao/µl, 0,2 bản sao/µl và 0,02 bản sao/µl để xác định giới hạn phát hiện (LOD). Các chuẩn ADN được phân tích lặp lại song song với mẫu ADN không biết trước (PCR đơn); các mẫu ADN sử dụng để xác định LOD được phân tích 6 lần lặp lại. 

Dựa vào các đường chuẩn và bằng phép ngoại suy, số lượng tất cả các mẫu thử nghiệm ADN và dữ liệu độ chính xác tương ứng được tính toán (xem bảng 7 và bảng 8). Các yếu tố ngoại lệ tuân theo các phép thử thống kê nêu trong TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) được xác định. Ngoài một vài độ lệch ngẫu nhiên, độ lệch chuẩn lặp lại (SDr) trong giá trị được mong đợi từ phân bố Poisson. Các sai khác quan sát được có thể được giải thích bằng tính không đồng nhất nội tại số lượng bản sao có mặt trong các mẫu ADN, ngoại trừ giá trị SDr đối với số lượng bản sao trong mẫu gạo KeFeng6 trong kỹ thuật Pubi-cry xuất hiện cao hơn một cách đáng kể khi so sánh với phân bố Poisson được mong đợi. Quan sát thấy độ lệch chuẩn tái lặp tương đối (RSDR) cho cả hai kĩ thuật được tăng lên đối với các mẫu nhỏ hơn 20 bản sao trình tự đích trên một phản ứng (xem Bảng 7 và Bảng 8). Đối với các nồng độ trình tự đích đòi hỏi với số lượng bản sao tuyệt đối trên 20 giá trị RSDR tương đối nằm trong khoảng hoặc thấp hơn 30 % đối với phương pháp cry1Ab/Ac và Pubi-cry (xem Bảng 7 và Bảng 8).

Bảng 7 – Kết quả thử nghiệm cộng tác và dữ liệu độ chụm thống kê đối với phương pháp cry1Ab/Ac [theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2)]
	ADN mẫu thử
	Số lượng phòng thử nghiệm
	Phép thử dương tính/tổng phép thử
	Bản sao tính được/µl
	RSDR

%

	
	
	
	Giá trị trung bình ± Ua
	SDr
	SDR
	Sb
	

	Gạo Bt63 0,05 %
	17
	34/34
	0,8 ± 0,2
	0,3
	0,4
	0,9
	46,9

	Gạo KeFeng6
	17
	34/34
	5,3 ± 0,6
	0,9
	1,4
	2,3
	26,3

	Ngô Bt11 4,89 %
	17
	34/34
	11,0 ± 0,9
	1,7
	2,2
	3,3
	20,2

	Bún gạo dương tính KeFeng6 (RASFF 2009.0717)
	17
	34/34
	0,4 ± 0,1
	0,2
	0,2
	0,6
	58,0

	Gạo basmati dương tính biến đổi gen
	17
	34/34
	1,6 ± 0,2
	0,5
	0,6
	1,3
	34,7

	a    Độ không đảm bảo đo mở rộng U (hệ số phủ = 2)

b    Độ lệch chuẩn phân phối Poisson.


Bảng 8 - Kết quả thử nghiệm cộng tác và dữ liệu chính xác thống kê đối với phương pháp                   Pubi-cry [theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2)]
	ADN mẫu thử
	Số lượng phòng thử nghiệm
	Phép thử dương tính/tổng phép thử
	Bản sao tính được/µl
	RSDR

%

	
	
	
	Giá trị trung bình ± Ua
	SDr
	SDR
	Sb
	

	Gạo Bt63 0,05 %
	17
	34/34
	0,8 ± 0,2
	0,3
	0,4
	0,9
	46,9

	Gạo KeFeng6
	17
	34/34
	5,3 ± 0,6
	0,9
	1,4
	2,3
	26,3

	Ngô Bt11 4,89 %
	17
	34/34
	11,0 ± 0,9
	1,7
	2,2
	3,3
	20,2

	Mì gạo dương tính KeFeng6 (RASFF 2009.0717)
	17
	34/34
	0,4 ± 0,1
	0,2
	0,2
	0,6
	58,0

	Gạo basmati dương tính biến đổi gen
	17
	34/34
	1,6 ± 0,2
	0,5
	0,6
	1,3
	34,7

	a       Độ không đảm bảo đo mở rộng U (hệ số phủ = 2)

b       Độ lệch chuẩn phân phối Poisson.


9.4  Độ nhạy

17 phòng thử nghiệm thực hiện 6 phép thử PCR lặp lại với mẫu thử là các dung dịch ADN được chuẩn bị bằng cách pha loãng ADN chuẩn tới các nồng độ lý thuyết nằm trong khoảng 0,02 bản sao/µl đến 4 bản sao/µl. Tổng số 102 kết quả phép thử PCR trên mỗi nồng độ được sử dụng để tính toán. Theo cách tiếp cận đơn giản, LOD95% được định nghĩa là số lượng bản sao đích mà ở đó các phép thử PCR lặp lại ở tất cả các phòng thử nghiệm đều là dương tính. Tất cả các phép thử dương tính ở nồng độ 5 bản sao đích đối với phương pháp cry1Ab/Ac và ở nồng độ 10 bản sao đích đối với phương pháp Pubi-cry. Theo cách tiếp cận đơn giản, những giá trị này là LOD95%. Bảng 9 tóm tắt các kết quả thẩm định thu được theo cách tiếp cận đơn giản để tính toán giá trị LOD và cung cấp tỉ lệ phát hiện với độ tin cậy 90 % [5].

Ngoài ra, xác suất phát hiện (POD) của hai phương pháp được xác định theo thống kê toán học. Dữ liệu định tính của tất cả các kết quả PCR ở các nồng độ khác nhau được sử dụng để ước tính độ lệch chuẩn phòng thí nghiệm ðL xuất hiện giữa thay đổi phòng thử nghiệm ở POD = 0,95. Đối với phương pháp cry1Ab/Ac và Pubi-cry, thu được giá trị 0,23 và 0,31 [2].

Bảng 9 – Đánh giá độ nhạy từ các kết quả thử nghiệm nội bộ

	Số bản sao đích
	Phương pháp cry1Ab/Ac
	Phương pháp Pubi-cry

	
	Số phép thử dương tính/tổng phép thử
	P

%
	PUa
%
	POb
%
	Số phép thử dương tính/tổng phép thử
	P

%
	PUa
%
	POb
%

	20
	102/102
	100,0
	97,1
	100,0
	102/102
	100,0
	97,1
	100,0

	10
	102/102
	100,0
	97,1
	100,0
	102/102
	100,0
	97,1
	100,0

	5
	102/102
	100,0
	97,1
	100,0
	99/102
	97,1
	92,6
	99,2

	2
	97/101
	96,0
	91,2
	98,6
	87/102
	85,3
	78,3
	90,7

	1
	79/102
	77,5
	69,6
	84,1
	57/102
	55,9
	47,3
	64,2

	0,1
	17/102
	16,7
	10,9
	23,9
	2/102
	2,0
	0,3
	6,0

	a    PU là giới hạn dưới với độ tin cậy 90 % đối với xác suất phát hiện p
b    PO là giới hạn trên với độ tin cậy 90 % đối với xác suất phát hiện p


9.5  Độ đặc hiệu

Độ đặc hiệu của mồi và đầu dò được thẩm định in silico bằng cách sử dụng trình tự trong cơ sở dữ liệu nghiên cứu. Đối với mục đích này, sử dụng chương trình BLASTN và trình tự sản phẩm PCR được thực hiện trong cả hai ngân hàng trình tự nucleotit GenBank (“không dự phòng”, cơ sở dữ liệu với tất cả trình tự GenBank, RefSeq, EMBL, DDBJ và PDB). Các kết quả của nghiên cứu chỉ ra việc xác định được hoàn thành mà không phát hiện ra các trình tự nào khác trong cơ sở dữ liệu ngoại trừ các oligonucleotit đích. Dữ liệu đặc hiệu cho phương pháp Real-time PCR cry1Ab/Ac và Pubi-cry được tóm tắt trong bảng 10. Xác định trình tự và khẳng định phòng thử nghiệm được mã hóa dưới dạng kí tự “+” và “-”. Đánh giá các mục GenBank được để trong ngoặc vuông. Đối với một số dữ liệu thực vật biến đổi gen có tiếp cận được. 

Bảng 10 - Dữ liệu tính đặc hiệu

	Thực vật biến đổi gen
	Xác định trình tự in silico
	Khẳng định bằng thực nghiệm

	
	cry1Ab/Ac
	Pubi-cry
	cry1Ab/Ac
	Pubi-cry

	Gạo

	Bt63
	+ [EU880444]
	-
	+
	-

	KeFeng6
	+
	+
	+
	+

	KeFeng8
	+
	+
	n.a.
	n.a.

	Kemingdao1 (KMD1)
	n.a.
	n.a.
	+
	+

	MRP 5401 Bt
	n.a.
	n.a.
	+
	n.a.

	ZJ22
	+ [HQ154128]
	-
	n.a.
	n.a.

	Ngô

	Bt11
	+
	-
	+
	-

	Bt1761
	-
	-
	-
	-

	GA21
	-
	-
	-
	-

	NK603
	-
	-
	-
	-

	T25
	-
	-
	-
	-

	MON8102
	-
	-
	-
	-

	MIR6043
	-
	-
	-
	-

	CBH-3514
	-
	-
	-
	

	DAS 591225
	-
	-
	-
	(+)a

	MON8636
	-
	-
	-
	-

	DAS 15077
	-
	-
	-
	(+)a

	MON880178
	-
	-
	-
	-

	MON890349
	-
	-
	-
	-

	Bông

	MON531
	+
	-
	+
	-

	MON15985
	+
	-
	+
	-

	CHÚ THÍCH 1:  Các gen cry trong thực vật biến đổi gen không xác định trình tự in silico:
1 Bt176 với cryaAb tổng hợp, 2MON810 với cry1Ab tổng hợp, 3MIR604 với cry3A; 4CBH-351 với cry9C; 5DAS59122 với cry34Ab1 và cry35Ab1; 6MON863 với cry3Bb1; 7TC1507 với cry1Fa2; 8MON88017 với cry3Bb1; 9MON89034 với cry1A.105 và Cry2Ab1; 10281-24-236x3006-210-23 với cry1F.

CHÚ THÍCH 2:  Kết quả âm tính của ADN ngô MON810 và Bt176 có thể được cho là độ lệch tối ưu hóa codon của các nhà phát triển các sự kiện biến đổi gen. Phương pháp cry1Ab/Ac không thích hợp cho việc sàng lọc các sự kiện ngô biến đổi gen MON810, Bt76 và MON8903, các sự kiện này mang gen cry1Ab hoặc cry1A.105.

a     Các tín hiệu dương tính yếu thu được của DAS 59122 và DAS 1507 là do tồn tại sự giống nhau về trình tự của các vị trí mù đối với mồi và đầu dò trong các thực vật biến đổi gen.


Bảng 10 (kết thúc) 

	Thực vật biến đổi gen
	Xác định trình tự in silico
	Khẳng định bằng thực nghiệm

	
	cry1Ab/Ac
	Pubi-cry
	cry1Ab/Ac
	Pubi-cry

	Sự kiện 1
	n.a.
	n.a.
	+
	n.a.

	GFM-cry1A
	n.a.
	n.a.
	+
	n.a.

	281-24-236 x 3006-210-2310
	-
	-
	-
	-

	Lumianyan 15
	+ [GU583855]
	-
	n.a.
	n.a.

	GK-12
	+ [GU583854]
	-
	n.a.
	n.a.

	Xinmian 33B
	+ [GU583853]
	-
	n.a.
	n.a.

	Đậu tương

	MON87701
	+
	-
	+
	-

	MON87751
	+
	-
	n.a.
	n.a.

	A2704-12
	-
	-
	-
	-

	A5547-127
	-
	-
	-
	-

	Cà tím

	Sự kiện EE-1
	+ [DM460255]
	-
	+
	n.a.

	Súp lơ

	Sự kiện CFE4
	n.a.
	n.a.
	+
	n.a.

	Đậu bắp

	MHOK 10
	n.a.
	n.a.
	+
	n.a.

	CHÚ THÍCH 1:  Các gen cry trong thực vật biến đổi gen không xác định trình tự in silico:
1 Bt176 với cryaAb tổng hợp, 2MON810 với cry1Ab tổng hợp, 3MIR604 với cry3A; 4CBH-351 với cry9C; 5DAS59122 với cry34Ab1 và cry35Ab1; 6MON863 với cry3Bb1; 7TC1507 với cry1Fa2; 8MON88017 với cry3Bb1; 9MON89034 với cry1A.105 và Cry2Ab1; 10281-24-236x3006-210-23 với cry1F.

CHÚ THÍCH 2:  Kết quả âm tính của ADN ngô MON810 và Bt176 có thể được cho là độ lệch tối ưu hóa codon của các nhà phát triển các sự kiện biến đổi gen. Phương pháp cry1Ab/Ac không thích hợp cho việc sàng lọc các sự kiện ngô biến đổi gen MON810, Bt76 và MON8903, các sự kiện này mang gen cry1Ab hoặc cry1A.105.

a     Các tín hiệu dương tính yếu thu được của DAS 59122 và DAS 1507 là do tồn tại sự giống nhau về trình tự của các vị trí mù đối với mồi và đầu dò trong các thực vật biến đổi gen.


10   Báo cáo thử nghiệm
Báo cáo thử nghiệm cần tuân theo TCVN 7608 (ISO 24276) và các tiêu chuẩn hiện hành khác (ví dụ TCVN/ISO/IEC 17025).

Báo cáo thử nghiệm phải ghi rõ các thông tin dưới đây:
a)   phương pháp sử dụng, viện dẫn tiêu chuẩn này; 
b)   tất cả thông tin cần thiết về nhận dạng mẫu thử;
c)   kết quả thử nghiệm;

d)   bất kì sự cố nào quan sát được trong quá trình phân tích và mọi thao tác không được quy định trong tiêu chuẩn này có thể ảnh hưởng đến kết quả thử nghiệm.
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