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3.  Khái quát chung


Thực phẩm biến đổi gen là thực phẩm có một hoặc nhiều thành phần nguyên liệu có gen bị biến đổi bằng công nghệ gen (Theo Luật An toàn thực phẩm). Sinh vật biến đổi gen là sinh vật được sản xuất bằng kỹ thuật trong đó vật liệu gen được biến đổi theo cách không xảy ra tự nhiên bằng giao phối và/hoặc tái tổ hợp tự nhiên.  Sinh vật biến đổi gen (GMO) được tạo ra với những mục đích sử dụng khác nhau như: tạo ra sinh vật kháng bệnh; cây trồng hoặc vật nuôi có năng suất sinh học cao để sử dụng làm thực phẩm, thuốc chữa bệnh; tạo ra sinh vật sử dụng cho nghiên cứu khoa học. Như vậy, mục đích và tiêu chí của việc tạo ra những sinh vật biến đổi gen để có thể đem lại những lợi ích to lớn cho loài người. Bên cạnh các lợi ích về kinh tế do các sản phẩm thực phẩm có nguồn gốc biến đổi gen mang đến cho con người, nhiều nghiên cứu cũng chỉ ra các yếu tố bất thường của sản phẩm biến đổi gen.


Quản lý các sinh vật biến đổi gen trên toàn cầu được qui định bằng Nghị định thư An toàn sinh học Cartagena (Liên Hiệp Quốc ban hành và có hiệu lực từ ngày 11/9/2003). Đây là văn bản đầu tiên trên thế giới xác định các sinh vật biến đổi gen là khác biệt so với các sinh vật thông thường khác, vì vậy cần có các biện pháp quản lý riêng biệt. Một trong những điểm chính của Nghị định thư này là việc quản lý sự lưu hành của sinh vật biến đổi gen trên thế giới, qua đó kiểm soát việc phóng thích vào môi trường và thương mại hóa các sinh vật đặc biệt này. Dù còn nhiều hạn chế, đây là một tiến bộ của thế giới trong việc đạt sự đồng thuận về vấn đề sinh vật biến đổi gen. Bên cạnh Nghị định  thư, mỗi nước còn ban hành  các văn bản quản  lý vấn đề sinh vật biến đổi gen. Hầu  hết  các  nước  đều  ban  hành những quy định cụ thể nhằm quản lý việc xuất nhập khẩu và thương mại hóa các sản phẩm biến đổi gen. Một điểm chính  trong các quy định  là yêu cầu dán nhãn các sản phẩm biến đổi gen được thương mại hóa. 



Hiện nay, nhiều phương pháp xác định GMO trong thực phẩm và nguyên liệu đã được thế giới nghiên cứu xác định:
· Phương pháp dựa trên axit nucleic: phương pháp phản ứng khuếch đại chuỗi gen (Polymerase Chain Reaction-PCR), phương pháp PCR tức thời (real time PCR hoặc RT-PCR), PCR cạnh tranh (Competitive PCR), phương pháp PCR đa mồi (Multiplex PCR). 
· Phương pháp dựa trên protein: Phương pháp ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), phương pháp ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), phương pháp Western blot, Mass Spectrometry, cảm biến (sensors), các cảm biến điện hóa (electrochemical sensors), một loại cảm biến quang học: cảm biến sử dụng cộng hưởng plasmon bề mặt (surface plasmon resonance sensors-SPR), microarray
Tiêu chuẩn hóa: 

* Đối với chỉ tiêu phân tích phát hiện sinh vật biến đổi di truyền và các sản phẩm có nguồn gốc từ sinh vật biến đổi gen, hiện Tổ chức tiêu chuẩn hóa quốc tế (ISO) có các tiêu chuẩn sau:
	TT
	Ký hiệu tiêu chuẩn
	Tên tiêu chuẩn

	1.
	ISO 21572:2004
(TCVN 7607:2007)

	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 protein 

	2. 
	ISO 21569:2005
(TCVN 7605:2007)
	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 

	3. 
	ISO 24276:2007
(TCVN 7608:2007)


	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 

	4.
	ISO 16578:2013
(TCVN 11934:2017)

	Phân tích dấu ấn sinh học phân tử - Định nghĩa và các yêu cầu chung đối với việc phát thiện các trình tự axit nucleic đặc hiệu bằng microarray 

	5.
	ISO 21572:2013
(TCVN 7607:2017) 
	Thực phẩm - Phân tích dấu ấn sinh học phân tử - Phương pháp dựa trên protein 

	6.
	ISO/TS21569-3:2015
(TCVN 7605-3:2017)

	Phương pháp phân tích dấu ấn sinh học phân tử - Phương pháp phân tích để phát hiện sinh vật biến đổi gen và sản phẩm có nguồn gốc biến đổi gen - Phần 3: Phương pháp Real-time PCR đặc hiệu cấu trúc để phát hiện trình tự P356S-PAT trong sàng lọc sinh vật biến đổi gen 


4. Sự cần thiết của việc xây dựng tiêu chuẩn 
Virus khảm Figwort (Figwort mosaic virus - FMV) là một dạng của caulimovirus. Khi virus xâm nhập vào thực vật, sẽ gây ra triệu chứng lốm đốm (khảm). FMV có liên quan huyết thanh học với virus khảm súp lơ (Cauliflower mosaic virus - CaMV). Đối với các vector chuyển gen, số lượng promoter cấu thành bắt nguồn từ caulimovirus, bao gồm promoter của FMV. Promoter FMV là một phần trình tự chuyển gen của nhiều GMO có bán trên thị trường, vì nồng độ của promoter FMV được tìm thấy rất giống với promoter CaMV35S. 

Quá trình sàng lọc GMO chủ yếu sử dụng trình tự 35S của CaMV và T-NOS của Agrobacterium tumefaciens để làm trình tự đích. Tuy nhiên, khi sàng lọc GMO một cách tổng quát, ngoài các trình tự được đề cập đến ở trên, trình tự FMV là rất cần thiết. 


Sản phẩm của cây trồng biến đổi gen được dùng làm thực phẩm và thức ăn chăn nuôi ngày càng gia tăng. Bên cạnh các lợi ích kinh tế của các sản phẩm thực phẩm có nguồn gốc từ cây trồng biến đổi gen (genetically modification, GM) mang lại cho con người, nhiều nghiên cứu đã chỉ ra các yếu tố bất thường của các sản phẩm GM. Một nghiên cứu gần đây chỉ ra chứng cứ các mảnh DNA mang gen xâm nhập vào dòng máu theo một cơ chế còn chưa được biết. Điều này làm gia tăng các nghi ngờ về nguy cơ của các vector chuyển gen có khả năng xâm nhập vào hệ tuần hoàn, các mô và cơ quan [1]. Cry1Ab đã được phát hiện ở ống tiêu hóa của động vật ăn ngô GM 
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[2]
 và độc tố Bt được phát hiện trong máu của phụ nữ có thai và bào thai của những phụ nữ này 
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[3]
. Nhiều nghiên cứu chỉ ra rằng tiêu thụ sản phẩm GM có thể là nguyên nhân của một số tác dụng gây độc chủ yếu ảnh hưởng đến gan, tụy, thận, hoặc hệ sinh sản và huyết học, sinh hóa, miễn dịch [4]. Schroder cho thấy nồng độ glucose tăng, giảm hemoglobin tế bào hồng cầu và giảm tế bào bạch cầu, tăng khối lượng tinh hoàn và tử cung ở chuột cống tiêu thụ một khẩu phần chứa gạo KMD1 biểu hiện Cry1Ab protein 
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[5]
. Hammond và cộng sự cũng chỉ ra rằng có sự gia tăng về số lượng tế bào bạch cầu, tăng nồng độ glucose và tăng tình trạng nhiễm trùng cục bộ ở chuột cống ăn ngô GM dòng MON 863 được thiết kế có khả năng chống lại thiệt hại gây ra bởi ấu trùng ăn rễ [6]. Các kết quả chủ yếu cho thấy không có ảnh hưởng ở tầm vĩ mô; tuy nhiên, các bào quan và cấu trúc dưới tế bào có ảnh hưởng rõ rệt, như được chỉ ra ở mức siêu cấu trúc trong nhiều nghiên cứu 
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[6; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16]
.  
Ảnh hưởng của việc tiêu thụ các sản phẩm biến đổi gen đến tình trạng miễn dịch-dị ứng 

Tỉ lệ dị ứng thực phẩm xấp xỉ 1 - 2 % ở người lớn và 6 - 8 % ở trẻ em [17]. Năm 1996, Hội đồng Thực phẩm Công nghệ Sinh học quốc tế và Dị ứng cùng với Viện Miễn dịch học của Viện Khoa học Đời sống quốc tế (IFBC/ILSI) đã đưa ra cây quyết định (decision tree) để đánh giá tình trạng dị ứng tiềm tàng của các sản phẩm gen là các protein mới trong thực phẩm GM [17]. Chiến lược này được chấp nhận rộng rãi bởi ngành công nghiệp công nghệ sinh học nông nghiệp. Đó là chiến lược tập trung vào nguồn gen, tính tương đồng của trình tự protein mới được đưa vào với các dị nguyên được biết, liên kết hóa miễn dịch của protein với IgE trong huyết tương của các cá thể dị ứng với các vật liệu chuyển gen, và tính chất hóa lý của protein, sản phẩm của gen mới được đưa vào 
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[17; 18]
. Trong một nghiên cứu của Nordlee và cộng sự chỉ ra rằng albumin 2S giàu methionine của các quả hạch Brazil (Betholletia excelsa) đã được đưa vào các dòng đậu tương chuyển gen. Albumin 2S có thể là một loại dị nguyên chính của quả hạch Brazil, và đậu tương chuyển gen có chứa protein này đã được tìm thấy trong nghiên cứu. Nghiên cứu chỉ ra rằng chất gây dị ứng trong một thực phẩm biết trước là thực phẩm dị ứng có thể được chuyển sang thực phẩm khác bằng kỹ thuật di truyền [19]. Một nghiên cứu khác chỉ ra rằng biểu hiện chuyển gen của một protein thực vật (alpha-amylase inhibitor-1 từ đậu Phaseolus vulgaris L. cv. Tendergreen) trong đậu chuyển gen Pisum sativum L. dẫn đến tổng hợp một dạng cấu trúc thay đổi của alpha-amylase inhibitor-1. Chuột tiêu thụ dạng biến đổi alpha-amylase inhibitor-1 không phải dạng tự nhiên dẫn đến tình trạng nhiễm trùng kiểu CD4+ Th2 đặc hiệu kháng nguyên. Hơn nữa, tiêu thụ dạng biến đổi alpha-amylase inhibitor-1 đồng thời với các protein hỗn tạp khác châm ngòi cho các đáp ứng miễn dịch, mà sau đó gây ra một đáp ứng miễn dịch đặc hiệu từ những protein này. Do đó, biểu hiện chuyển gen của các protein không có nguồn gốc tự nhiên ở thực vật có thể dẫn đến tổng hợp các cấu trúc khác nhau làm thay đổi tính sinh miễn  dịch của cá thể [20]. Sự phát triển của công nghệ gen hiện đại cho phép biểu hiện các protein tái tổ hợp trong vật chủ không tự nhiên. Sự đa dạng trong thay đổi con đường sao chép và hậu sao chép giữa các loài có thể có khả năng dẫn đến thay đổi trong cấu trúc phân tử protein dẫn đến sự thay đổi chức năng tế bào và khả năng sinh kháng thể trước kháng nguyên lạ [20]. Thêm vào đó, thực phẩm GM có thể kích hoạt hoặc làm gia tăng tình trạng rối loạn liên quan đến gluten bao gồm các rối loạn tự miễn trầm trọng và bệnh Celiac với các triệu chứng như thay đổi tính thấm thành ruột, mất cân bằng vi sinh vật tại ống tiêu hóa, hoạt hóa các đáp ứng miễn dịch và dị ứng, tiêu hóa suy yếu và thành ruột bị tổn thương [22]. Vecchio chỉ ra rằng kháng nguyên Smith (Sm Ag), hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) có quan hệ với bệnh lupus, yếu tố ghép nối SC35 (splicing factor 35) và enzyme xúc tác quá trình sao chép DNA thành RNA (RNA polymerase II) giảm ở chuột  tiêu thụ đậu tương GM sau 2 và 5 tháng [10]. Trong một nghiên cứu của Finamore cho thấy ngô GM dòng MON 810 làm thay đổi phần trăm tế bào T, tế bào B, CD4(+), CD8(+), gammadeltaT tại ruột và các vị trí ngoại biên ở chuột cai sữa và ở chuột trưởng thành tiêu thụ thức ăn GM trong 30 hoặc 90 ngày. Tăng hàm lượng IL-6, IL-13, IL-12p70 và Macrophage inflamtory protein -1β (MIP-1β) trong huyết thanh ở chuột sau khi ăn một khẩu phần chứa ngô MON810 cũng được tìm thấy. Các kết quả này gợi ý tầm quan trọng của đáp ứng miễn dịch ngoại biên và đáp ứng miễn dịch tại ruột tới việc tiêu thụ các sản phẩm thực phẩm hoặc thức ăn chăn nuôi có nguồn gốc công nghệ sinh học [23].

Ảnh hưởng của các sản phẩm đến các tuyến nội tiết 

Một số ảnh hưởng của việc tiêu thụ đậu tương GTS (glyphosate tolerant soybean, đậu tương dung nạp glyphosate) được chỉ ra trong các nghiên cứu trên chuột 
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[7; 8; 9]
. Chuột có thai ăn một khẩu phần ăn chứa 14% đậu tương GTS hoặc đậu tương không GM và các con của chúng độ tuổi 1 đến 8 tháng cũng được ăn một khẩu phần giống cha mẹ. Sự khác biệt có ý nghĩa thông kê được tìm thấy sau khi phân tích các kết quả dưới kính hiển vi siêu cấu trúc và nhuộm hóa miễn dịch mô. Nhân tế bào của nhóm chuột ăn đậu tương GTS có hình thái bất thường, gợi ý nhóm này có tỉ lệ chuyển hóa cao. Số lượng các lỗ hạt nhân nhiều hơn chỉ ra tần suất lưu thông của các phân tử từ hai vị trí nhân và bào tương đã gia tăng.Tương tự, các hạch nhân có các dấu hiệu đặc trưng của việc tăng cường trao đổi chất.Ở tụy, hàm lượng tiền enzyme, tổng số vùng tiền enzyme, tỉ lệ phần trăm vùng bào tương được sở hữu bởi tiền enzyme, cỡ hạt tiền enzyme luôn nhỏ hơn ở chuột tiêu thụ đậu tương GTS so với nhóm chứng. Phân tích tinh hoàn chuột gợi ý rằng, trong các khoảng thời gian từ 2–8 tháng, xuất hiện tình trạng giảm sao chép tạm thời xảy ra ở chuột ăn đậu tương GTS [10]. Malatesta và cộng sự cũng cho thấy xuất hiện tình trạng giảm vùng hạt tiền enzyme ở chuột ăn đậu tương GM 
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[8]
. Thêm vào đó, một nghiên cứu khác bộc lộ rằng khẩu phần ăn chứa GTS khiến giảm có ý nghĩa các hạt tiền enzyme và rối loạn nhóm tế bào tuyến nội tiết ở ngày thứ 5 sau khi ăn, và các chỉ số này cũng tăng lên ở ngày thứ 15 ở chuột cống ăn protein của đậu tương GM dòng GTS. Các mức mRNA của gen quy định protein liên quan đến bệnh viêm tụy (pancreatitis-associated protein mRNA, PAP mRNA) tăng một cách có ý nghĩa ở những ngày đầu và giảm về mức cơ bản ở ngày thứ 15. Các tác giả kết luận rằng khẩu phần chứa GTS protein ảnh hưởng đến chức năng tuyến tụy, được minh chứng bởi giảm cấp tính mức PAP mRNA và các thay đổi ở mức độ tế bào tại tuyến tụy [11]. Trong một nghiên cứu khác, chuột ăn gạo GM bộc lộ các khác biệt có ý nghĩa giữa các nhóm về khối lượng của ruột non, dạ dày, tuyến tụy, và thay đổi các chỉ số sinh hóa huyết tương ở các nhóm chuột ăn và không ăn gạo biến đổi gen PHA-E (gạo PHA-E sản xuất PHA-E lectin, mang tính độc ở động vật có vú khi tiêu thụ sản phẩm chưa  qua quá trình xử lý nhiệt) nhưng đều được bổ sung PHA-E lectin. Mặc dù không tìm thấy mối quan hệ về liều-đáp ứng cho hầu hết các thay đổi, các khác biệt này đều có ý nghĩa thống kê hoặc chỉ ra có mặt của các ảnh hưởng nổi bật ở nhóm tiêu thụ khẩu phần chứa gạo PHA-E bổ sung PHA-E lectin, điều này gợi ý đa số các ảnh hưởng quan sát được ở ngày thứ 90 được gây ra bởi sự có mặt của sản phẩm gen (là protein) chứ không phải tác dụng thứ phát của việc thay đổi kiểu gen 
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Ảnh hưởng của các sản phẩm biến đổi gen đến tình trạng tiền nhiễm trùng
Trong một nghiên cứu của Krzyżowska qua 5 thế hệ chuột C57BL/6J ăn ngũ cốc chuyển gen kháng thuốc diệt cỏ BASTA cho thấy chuột đến đời thứ F5 có sự mở rộng về kích thước hạch bạch huyết ở nách và bẹn, tăng số lượng tế bào bạch cầu trong máu. Phần trăm tế bào T tại lá lách và các hạch lympho, tế bào B trong các hạch lympho và máu ngoại vi trong huyền phù của các tế bào miễn dịch xuất phát từ lá lách, hạch lympho nách và bẹn và các tế bào đơn nhân trong máu ngoại vi (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) giảm có ý nghĩa ở chuột thử nghiệm so với chuột nhóm chứng tại đời F5. Phân tích miễn dịch Interleulin 2 (IL-2), IL-4, IL-10, IL-12, IL- 6, interferon gamma (IFNγ) trong huyết thanh đã chỉ ra rằng IL-2 tăng và IL-6 giảm một cách có ý nghĩa trong huyết thanh của các chuột thử nghiệm so với nhóm chứng trong cùng thế hệ [24]. Maria C. Walsh đánh giá ảnh hưởng của việc cho ăn ngắn hạn ngô GM dòng Bt MON810 trên đáp ứng miễn dịch và phát triển ở lợn mới cai sữa. Lợn mới cai sữa tiêu thụ một khẩu phần chứa 38.9% ngô biến đổi gen hoặc không biến đổi gen trong 31 ngày. Kết quả cho thấy giảm tổng hợp IL-12 và IFNγ từ các tế bào đơn nhân trong máu ngoại vi được kích thích bởi yếu tố phân  chia tế bào (P<0.10) trong nhóm thử nghiệm so với nhóm chứng. Sản xuất IL-6 và IL-4 từ tế bào lách phân lập tăng (P<0.05) đáp ứng với việc ăn ngô GM. Sản xuất IL-8 và IL-4 ở tế bào lympho phân lập từ tổ chức niêm mạc và lớp đệm niêm mạc cũng gia tăng (P<0.05) trong nhóm tiêu thụ ngô biến đổi gen. Các thay đổi trong đáp ứng miễn dịch được phát hiện 
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[25]
. Trong một nghiên cứu khác của Maria C. Walsh và cộng sự cho thấy số lượng tế bào lympho gia tăng ở nhóm ăn Bt/isogenic so với nhóm ăn Bt hoặc isogenic đơn thuần (P<0.05). Số lượng hồng cầu ở lợn ăn khẩu phần dựa trên ngô isogenic hoặc Bt trong 30 ngày và tiếp tục tiêu thụ một khẩu phần dựa trên ngô Bt trong 80 ngày thấp hơn hơn nhóm ăn khẩu phần dựa trên ngô Bt MON810 trong 30 ngày và tiếp tục tiêu thụ một khẩu phần dựa trên ngô isogenic trong 80 ngày (P<0.05). Gen cry1Ab được phát hiện trong dạ dày và ở tần số thấp tại hồi tràng nhưng không thấy ở đầu xa của ống tiêu hóa, trong khi các mảnh độc tố Bt được phát hiện ở tất cả các vị trí của ống tiêu hóa ở thời điểm 100 ngày thí nghiệm 
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Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn đã cấp giấy chứng nhận cho 23 giống cây GM sử dụng làm thực phẩm và thức ăn động vậtbao gồm TC 1507, MON 87769, 5307, MON 88017, MON 87427, CV 127, MON 87460, MON 810, T25, A5547-127, A 2704-12, NK 603, MON 89034, MIR 162, MON 89788, Bt11, GA 21, MON87701, GTS 40-3-3, MON87705, MON87708. Trước tình hình này, cần có biện pháp để xác định các loại sản phẩm được cấp phép cũng như xác định các thành phần không được cấp phép trong tổng số các loại cây trồng, sản phẩm biến đổi gen đang luuw hành tại Việt Nam.Mặt khác, khi hội nhập vào nền kinh tế thế giới, nhập khẩu và xuất khẩu các sản phẩm nông nghiệp và các sản phẩm thực phẩm ngày càng trở nên phổ biến. Điều này giúp cung cấp thực phẩm trong nước trở nên phong phú hơn, cho phép mọi người để chọn và sử dụng một số loại thực phẩm với chất lượng tốt, góp phần nâng cao dinh dưỡng trong bữa ăn người dân. Bên cạnh đó, sản phẩm nông nghiệp và thực phẩm cũng là một đối tượng xuất khẩu quan trọng, cung cấp nguồn thu ngoại tệ cho đất nước. 
Mức ngưỡng do EU quy định là 1 % đối với thành phần biến đổi gen của thực phẩm. Để đáp ứng quy định này, các phương pháp được áp dụng để định lượng GMO là phản ứng định lượng chuỗi polymerase (PCR) và phân tích xét nghiệm miễn dịch enzyme (ELISA). Phương pháp PCR phụ thuộc vào khả năng khuếch đại đoạn DNA của gen bị biến đổi bằng phản ứng chuỗi polymerase (PCR), sau đó định lượng sản phẩm khuếch đại bằng kỹ thuật điện di trên gel agarose, phương pháp lai Southern blot và giải trình tự DNA, trong khi đó phương pháp ELISA lại dựa trên sự định lượng của sản phẩm gen (protein) và các phân tử liên quan có thể được nhận dạng khác. Như vậy về cơ bản, chỉ có các phương pháp định lượng dựa trên PCR là phương pháp phân tích định lượng được công nhận. Tại Việt Nam, chưa có tiêu chuẩn nào về định lượng thực phẩm biến đổi gen để kiểm soát các loại thực phẩm GM (đánh giá nguy cơ) song song với việc tiến hành các nghiên cứu chứng minh các rủi ro nhằm phục vụ công tác quản lý và người dân trong tình hình mới. 
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2. Tài liệu viện dẫn
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