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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 PCR định lượng để phát hiện dòng ngô NK 603
Foodstuffs – Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived products – Quantitative PCR method for detection of maize event NK 603
1   Phạm vi áp dụng
Tiêu chuẩn này mô tả phương pháp khuếch đại đặc hiệu và định lượng một phần đặc hiệu của gen ngô (Zea mays L.) đặc hiệu-taxon (gen [adh1] mã hóa protein nhóm dễ biến đổi [2] và của bản sao đơn vùng tiếp giáp tích hợp ADN của trình tự bộ gen và trình tự dòng ngô NK 603 được biến đổi gen để kháng một số sâu bộ cánh phấn, để định lượng số lượng tương đối ADN ngô dòng NK 603.

Các hạn chế, xem Điều 7.
Kết quả xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp và các đặc tính hiệu năng được nêu trong Phụ lục A.

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 7605:2007 (ISO 21569:2005) 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
3   Nguyên tắc

Đoạn ADN đặc hiệu ngô dòng NK 603 kích thước 108 bp được khuếch đại bằng PCR. Các sản phẩm PCR tích lũy được đo ở mỗi chu trình (real-time) bằng đoạn dò oligonucleotit đặc hiệu trình tự đích được đánh dấu bằng hai thuốc nhuộm huỳnh quang: FAM là thuốc nhuộm phát huỳnh quang và TAMRA là thuốc nhuộm dập tắt huỳnh quang.
Để định lượng tương đối hàm lượng ADN ngô dòng NK 603, sử dụng đồng thời các mồi và đoạn dò đặc hiệu để khuếch đại đoạn 70 bp của gen adh1 trong các mẫu chuẩn ngô.

4   Thuốc thử
4.1   Yêu cầu chung
Đối với chất lượng của thuốc thử được sử dụng, xem 6.6 trong TCVN 7608 (ISO 24276).

4.2   Nước.

4.3   Đệm PCR (không chứa magie clorua), 10 ×.

4.4   Dung dịch magie clorua (MgCl2), c(MgCl2) = 25 mmol/l.

4.5   Dung dịch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (mỗi loại).

4.6   Các oligonucleotit

Chi tiết của các oligonucleotit được liệt kê trong Bảng 1.

Bảng 1 – Các oligonucleotit

	Tên
	Trình tự ADN ligonucleotit
	Nồng độ cuối trong PCR

	Trình tự đích gen đối chứng

	adh1-F
	5’- CCAGCCTCATGGCCAAAG-3’
	150 nmol/l

	adh1-R
	5’- CCTTCTTGGCGGCTTATCTG-3’
	150 nmol/l

	Đoạn dò adh1-probe
	5’-FAM-CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCT-TAMRA-3
	50 nmol/l

	Trình tự đích GMO 

	NK603-F
	5’- ATGAATGACCTCGAGTAAGCTTGTTAA-3’
	150 nmol/l

	NK603-R
	5’- AAGAGATAACAGGATCCACTCAAACACT-3’
	150 nmol/l

	Đoạn dò NK603- probe
	5’-FAM-TGGTACCACGCGACACACTTCCACTC-TAMRA-3’
	50 nmol/l

	a    FAM: 6-carboxylfluorecein; TAMRA: 6-carboxytetramethylrhodamine


Chiều dài sản phẩm PCR đặc hiệu gen adh1 là 70 bp; chiều dài sản phẩm PCR đặc hiệu NK 603 là 108 bp.

4.7  Enzym ADN polymerase chịu nhiệt

Enzym ADN Polymerase của AmpliTaq Gold®  
).
4.8   Uracil W-glycosylase (tùy chọn).

4.9   Hỗn hợp phản ứng khuếch đại

Chi tiết của hỗn hợp phản ứng khuếch đại được liệt kê trong Bảng 2.

Bảng 2 – Hỗn hợp phản ứng khuếch đại ở thể tích/nồng độ cuối cho mỗi ống phản ứng

	Tổng thể tích phản ứng
	25 µl

	Khuôn mẫu ADN (tối đa 200 ng)
	5 µl

	Taq-ADN polymerase
	TaqMan® Universal Master Mix 2 ×
	12,5 µl (1 ×)

	Hệ thống khử nhiễm (dUTP bao gồm uracil N-glycosylase)
	
	

	Đệm phản ứng (chứa chuẩn thụ động ROX)a 
	
	

	Hỗn hợp dNTP
	
	

	Mồi
	Xem Bảng 1
	Xem 4.6

	Đoạn dò
	Xem Bảng 1
	Xem 4.6

	a     ROX = carboxyl-X-rhodamine.


5   Thiết bị, dụng cụ
5.1   Yêu cầu chung
Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm tiêu chuẩn trong suốt quy trình, trừ khi có quy định khác.

5.2   Máy chu trình nhiệt

Hồ sơ thời gian-nhiệt độ quy định ban đầu được thử nghiệm với hệ thống phát hiện trình tự ABI PRISM® 7700 SDS và GeneAmp® 5700 SDS (Applied Biosystems) 1). Các hệ thống phát hiện real-time PCR khác có thể được sử dụng sau khi điều chỉnh các điều kiện phản ứng phù hợp.

5.3   Các ống phản ứng

Các ống phản ứng phải phù hợp với quá trình khuếch đại PCR đối với mỗi máy chu trình nhiệt real-time, ví dụ: khay phản ứng quang học 96 giếng ABI PRISM® hoặc các nắp quang học MicroAmp® (8 nắp ống/dải, phẳng) (Applied Biosystem) 
).
6   Cách tiến hành

6.1   Yêu cầu chung
Chuẩn bị PCR cho trình tự đích đặc hiệu taxon và cho trình tự đích GMO phải được thực hiện trong các ống riêng biệt. Multiplex PCR (sử dụng các đánh dấu huỳnh quang đánh dấu khác nhau cho các đoạn dò) chưa được kiểm tra hoặc xác nhận giá trị sử dụng.

Phương pháp này quy định tổng thể tích PCR 25 µl cho mỗi hỗn hợp phản ứng, với các thành phần thuốc thử như được liệt kê trong bảng 2
6.2   Chuẩn bị ADN cho phản ứng PCR
Xem TCVN 7606 (ISO 21571) về nguyên tắc tách chiết axit nucleic hoặc các sản phẩm kit tách chiết thương mại phổ biến .
6.3   Các kiểm chứng PCR

Có thể sử dụng các mẫu chuẩn được chứng nhận NK 603 (vật liệu chứa < 0,02 % đến 4,91 % ngô biến đổi gen) được sản xuất bởi IRMM, Geel, Bỉ (dãy IRMM-415) làm kiểm chứng dương và vật liệu so sánh chuẩn.

Các kiểm chứng thích hợp bất kỳ khác cần bao gồm được quy định trong TCVN 7608 (ISO 24276). 

6.4   Chương trình thời gian-nhiệt độ

Chương trình thời gian-nhiệt độ được nêu trong Bảng 3 được tối ưu hóa trên hệ thống phát hiện trình tự ABI PRISM® 7700 (Applied Biosysytem) 2). Trong nghiên cứu xác nhận giá trị sử dụng, chương trình thời gian-nhiệt độ được sử dụng với ADN polymerase của AmpliTaq Gold® 2). Việc sử dụng các máy chu trình nhiệt khác có thể yêu cầu sự điều chỉnh phù hợp cụ thể. Nhiệt độ và thời gian yêu cầu để hoạt hóa enzym phụ thuộc vào từng loại polymerase được sử dụng. Bảng 3 nêu ra các điều kiện phản ứng.
Bảng 3 – Quy trình: Các điều kiện phản ứng

	
	Thời gian, s
	Nhiệt độ, oC

	Tiền PCR: Khử nhiễm (tùy chọn)
	120
	50

	Tiền PCR: hoạt hóa ADN polymerase và biến tính khuôn ADN
	600
	95

	PCR (45 chu trình)
	
	

	Bước 1
	Biến tính
	15
	95

	Bước 2
	Gắn mồi và kéo dài
	60
	60


7   Các hạn chế và diễn giải các kết quả
Phương pháp này phù hợp để đo tỉ lệ giữa ADN đặc hiệu NK 603 và ADN ngô. Tỉ lệ này phản ánh lượng tương đối NK 603 trong thành phần ngô của mẫu thử.
CHÚ THÍCH:  Nếu ADN ngô bị loại bỏ hoặc bị phân hủy nhiều trong suốt quá trình chế biến thực phẩm (ví dụ: dầu tinh luyện) hoặc nếu ngô chỉ chiếm một phần rất nhỏ trong mẫu phân tích, thì số bản sao đặc hiệu GM và/hoặc số bản sao đặc hiệu đối chứng ngô sẽ bằng hoặc dưới giới hạn định lượng và các phương pháp này sẽ không áp dụng được.

8   Hiệu chuẩn và tính kết quả
Các điểm chuẩn được tạo ra bởi các chuẩn là các số bản sao tuyệt đối xác định của ADN bộ gen ngô NK 603 chứa trình tự đích. Dựng đường chuẩn bằng cách vẽ đồ thị các giá trị Ct đối với logarit số bản sao đích của các điểm chuẩn. Điều này có thể thực hiện được, ví dụ, bằng cách sử dụng bảng tính của Microsoft Excel 
), hoặc trực tiếp bằng các tùy chọn có sẵn với phần mềm hệ thống phát hiện trình tự.

Đường chuẩn được sử dụng để xác định nồng độ ngô NK 603 (trong các số bản sao tuyệt đối) của các mẫu chưa biết. Mặc dù các ADN mẫu có thể bị phân hủy do quá trình chế biến thực phẩm hoặc có thể chứa các thành phần khác với ngô, điều này không ảnh hưởng đến nồng độ ngô NK 603 được tính toán (trong các số bản sao tuyệt đối) của các mẫu chưa biết. Đối với định lượng tương đối, hàm lượng GMO đơn bội, w, được xác định theo công thức sau:


Trong đó:

NNK603 là số bản sao tuyệt đối của đích đặc hiệu NK 603 (được xác định bằng phương pháp này);

Nngô là số bản sao tuyệt đối của đích đặc hiệu taxon-đích (được xác định bằng một phương pháp cho ngô).

9   Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải được viết phù hợp với TCVN 7608 (ISO 24276) và TCVN 7605:2007 (ISO 21569:2005) và phải có ít nhất các thông tin sau:

a) LOQ của phương pháp và nền mẫu đã dùng để thiết lập LOQ;

b) LOQ thực tế;

c) viện dẫn phương pháp đã được sử dụng để tách chiết ADN;

d) viện dẫn các phương pháp đã được sử dụng để khuếch đại các trình tự đích ADN;

e) mẫu chuẩn đã sử dụng;

f) các kết quả biểu thị theo quy định tại Điều 8;
g) các đích PCR là “đặc hiệu sự kiện”, hoặc “đặc hiệu cấu trúc” hoặc “sàng lọc”;
h) định nghĩa độ không đảm bảo đo được sử dụng.
Phụ lục A
(Tham khảo)
Xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp và các đặc tính hiệu năng

A.1   Khái quát

Phương pháp được tối ưu cho các mẫu chuẩn được chứng nhận (CRM IRMM-415) [3] bao gồm bột ngô khô là hỗn hợp ngô biến đổi gen dòng NK 603 và ngô thông thường.
Độ tái lập và độ chính xác của phương pháp đã được kiểm tra trong một thử nghiệm cộng tác [2] bằng cách sử dụng dãy CRM IRMM-415 nêu trên.

Số bản sao của các gen đích trong mỗi bộ gen chưa được đánh giá.

A.2   Thử nghiệm cộng tác

Các phòng thử nghiệm tham gia nhận được 10 mẫu bột ngô mù đại diện cho 6 cấp độ GM: 0,1 %, 0,49 %, 0,98 %, 1,96 % và 4,91 % (khối lượng) sự kiện ngô NK 603 trong ngô không biến đổi gen, được chuẩn bị bởi JRC- IRMM, là mẫu chuẩn, (4,91 % bột ngô NK 603), hai mẫu đối chứng ADN âm tính (ADN ngô Bt176 và bột ngô không biến đổi gen) và thuốc thử. Đối với mỗi mẫu mù và mẫu chuẩn, tách chiết ADN bằng CTAB, sau đó là định lượng bằng phép đo nhiệt độ, chạy theo dõi PCR thời gian thực (kiểm tra sự ức chế) và phân tích định lượng PCR thời gian thực. Các mẫu được phân tích lặp lại ba lần (mẫu chuẩn) hoặc bốn lần (mẫu mù) trên cùng vị trí với cả mẫu chuẩn và mẫu chuyển gen. Hai lần lặp lại cho mỗi cấp độ GM được phân tích thành hai lần chạy riêng biệt.
Hiệu năng phương pháp
Bảng A.1 – Dữ liệu xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp
	

	Số lượng mẫu thử nghiệm 
	10
	10
	10
	10
	10

	Mức thử nghiệm (%)
	0,10
	0,49
	0,98
	2,0
	4,9

	Giá trị trung bình (%)
	0,18
	0,85
	1,4
	2,2
	6,0

	Độ lệch chuẩn lặp lại RSDr (%)
	24
	15
	17
	7,7
	22

	Độ lệch chuẩn tái lập RSDR (%)
	37
	34
	25
	26
	31

	Độ chệch (%)
	83,0
	73
	47
	14
	22

	
	GMO đích
	Taxon đích

	Độ dốc trung bình 
	không có báo cáo
	không có báo cáo

	Hiệu suất PCR trung bình, %
	không có báo cáo
	không có báo cáo

	Hệ số tương quan trung bình R2
	không có báo cáo
	không có báo cáo


A.3   Giới hạn phát hiện (LOD)
Đối với sự xác định giới hạn định lượng (LOQ), xem TCVN 7608:2007 (ISO 24276:2007).
Theo phòng thử nghiệm phân tích, LOD tương đối, được xác định trong TCVN 7608 (ISO 24276) ít nhất là 0,1 %.

 A.4   Giới hạn định lượng (LOQ)
Đối với sự xác định giới hạn định lượng (LOQ), xem TCVN 7608:2007 (ISO 24276:2007).

Tính toán hàm lượng GMO dựa vào số lượng bản sao của các trình tự đích trên bộ gen đơn bội bị ảnh hưởng bởi sự đồng hợp tử và dị hợp tử của loài khảo sát. Chi tiết, xem điều 8.

Sử dụng phương pháp ΔΔCt (chu kỳ ngưỡng) chỉ có giá trị nếu các hiệu quả khuếch đại của thử nghiệm đặc hiệu taxon đích và thử nghiệm đặc hiệu GMO là tương tự nhau.
Theo phòng thử nghiệm phân tích, giới hạn định lượng tương đối được xác định ít nhất là 0,1 % (bằng với điểm nồng độ thấp nhất của đường chuẩn được sử dụng).

Thư mục tài liệu tham khảo
[1] TCVN 12613:2019 (ISO 21570:2005), 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 lượng axit nucleic
[2] JRC Compendium of Reference Methods for GMO Analysis (2011), Quantitative PCR method for detection of maize event NK 603     

[3] IRMM Certified Reference Material Reports ADN Certificates, http://www.irmm.irc.be/rm/cert- reports.html
_________________________

�) Đây là những ví dụ về các sản phẩm thích hợp có sẵn trên thị trường. Thông tin này đưa ra để thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn, tiêu chuẩn này không ấn định phải sử dụng chúng. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho kết quả tương đương.


�) Đây là những ví dụ về các sản phẩm thích hợp có sẵn trên thị trường. Thông tin này đưa ra để thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn, tiêu chuẩn này không ấn định phải sử dụng chúng. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho kết quả tương đương.


�) Đây là những ví dụ về các sản phẩm thích hợp có sẵn trên thị trường. Thông tin này đưa ra để thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn, tiêu chuẩn này không ấn định phải sử dụng chúng. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho kết quả tương đương.
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