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Vyuziti certifikovanych referenc¢nich

materialt ke kvantifikaci GMO

v potravinach a krmivech

Tato poznamka k aplikaci prinasi informace a pokyny ke spravnému
referencnich materiald  Spojeného vyzkumného
Evropského spolecenstvi (JRC) certifikovanych z hlediska jejich geneticky
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modifikovaného (GM) hmotnostniho podilu konkrétni linie GM. Vysvétluje
se zde zpusob zavedeni systému méreni pro kvantifikaci GMO v kontextu

EU.

UvoD

V Evropské unii se vyZzaduje schvaleni geneticky
modifikovanych organism (GMO) dfive, nez
bude povoleno jejich uvedeni na evropsky trh.
Nafizeni (ES) €. 1830/2003 vyzaduje oznaCovani
potravin a krmiv s obsahem GMO nad 0,9%.
Podle nafizeni (EU) ¢. 619/2011 mlze krmivo
obsahovat 0,1 (m/m)% GMO, u kterého je proces
autorizace v fizeni, nebo pro které povoleni v EU
jiz vyprselo. K uplatnéni pravnich predpist EU
musi byt kvantifikace GMO v potravinach &i
krmivech provadéna spolehlivym zplsobem. P¥Fi

rozhodnuti o  povoleni kazdého GMO
zvefejnéného Evropskou komisi se proto
specifikuje zplsob detekce a certifikovany

referencni material (CRM), kterym se ustavuje
systém mérfeni pro kvantifikaci. Oficialni CRM se
pouziva ke kalibraci kvantitativni referenéni
metody PCR pro konkrétni linii s ovéfenim
Evropskou referenéni laboratofi pro GM potraviny
a krmiva (EU - RL GMFF).

CHARAKTERISTIKY CRM GMO

Certifikované hodnoty vSech CRM GMO od
Spojeného  vyzkumného centra Evropského
spoleCenstvi  (JRC) vychazeji z mnozstvi
suseného geneticky modifikovaného rostlinného
materialu (ve vétSiné pfipadd semenného prasku)
a/nebo suSeného geneticky nemodifikovaného
rostlinného materialu. U CRM se vyzaduje
promichani geneticky modifikovanych s geneticky
nemodifikovanymi materialy, hmotnosti se koriguji
na obsah vody a odhady Cistoty béhem certifikaci.
Hmotnostni podil GM se vypocte nasledovné:

korigovana hmotnost GM prasku

korig.hm. GM prasku + korig. hm. prasku z gen. nemodif. semen

Kazdy CRM GMO se certifikuje z hlediska
hmotnostniho podilu geneticky modifikovaného
materialu pro konkrétni linii GM (jak je uvedeno na
certifikatu). Z toho ddvodu Ize CRM pouzit pouze
ke stanoveni hmotnostniho podilu materialu
uvedeného v certifikatu a odpovidajici slepy
vzorek (nikoliv GM) Ize pouzit pouze na dikaz, ze

nebyla pfekroCena mezni hodnota uvedena

v certifikatu.

Pro kazdy CRM GMO jsou v certifikatu uvedeny
doporucené podminky skladovani. Vyrobce RM
neodpovida za zmény, ke kterym dojde b&hem
skladovani materidlu v prostorach zékaznika,
zejména za oteviené vzorky. Pokud se CRM
GMO pouziva vicekrat, je nutné uzavienim lahve
bezprostfedné po odebrani vzorku minimalizovat
absorpci vody z hygroskopickych material(.

ZPUSOB KVANTIFIKACE GMO

Ke kvantifikaci obsahu GM ve vzorcich potravin a
krmiv  se bézné pouziva kvantitativni
polymerazova fetézova reakce (RT-PCR). Touto
kvantifikaéni technikou na bazi DNA se méfi
pomér transgenni kyseliny deoxyribonukleové
(DNA), tj. odvozené od genetické modifikace, a
endogenni DNA, ktera je specificka pro biologicky
druh.

Materialy CRM GMO uvolnéné ze Spojeného
vyzkumného centra Evropského spoleéenstvi
(JRC) jsou urCeny k pouziti ve spojeni
s kvantitativni referenéni metodou PCR pro
konkrétni linie ovéfené organem EU-RL GMFF.
Kvantitativni metody detekce PCR predlozené a
ovérené v souladu s ustanovenim nafizeni (ES) €.
1829/2003 jsou pristupné verejnosti na domovské
strance EU-RL GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx).
Pokud se CRM pouzivaji pfi screeningovych
testech, musi uZivatel vzit v Uvahu, Ze material
CRM, ktery neni geneticky maodifikovanym
organismem (GMO), muze u screeningového
testu vytvaret pozitivni signaly, zatimco u metody
pro konkrétni linii je negativni. V disledku toho je
nutné pozitivni screeningové signaly interpretovat
velmi peclive.

P¥i pfipravé CRM pro kvantifikaci GMO se zvlastni
péce vénovala zajisténi toho, aby byly geneticky
modifikovany prasek a geneticky nemodifikovany
prasek podobné, pokud jde o rozloZeni velikosti
Castic. Toto je obzvlast dulezité ve vztahu
k mnozstvi extrahovatelné DNA v obou prascich.
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Rizna ucinnost extrakce geneticky
modifikovaného a geneticky nemodifikovaného
prasku by ovlivnila hodnotu koncentrace méfenou
RT-PCR. Proto by se mély pouzit pouze ty
metody extrakce, které byly validovany pro
splnéni uvedeného pozadavku. Béhem certifikace
se hmotnostni podil genetické modifikace ovéfuje
pouzitim metody RTPCR specifické pro danou
linii. Byla-li pozorovana odliSna extrahovatelnost
DNA, jsou tyto informace k dispozici.

Genetické  slozeni rlznych ¢&asti semen
jednodéloznych rostlin (napf. kukufi¢ny
endosperm, osemeni a zarodek kukufice) se razni
a hodnota poméru DNA v celozrnné mouce
vyrobené z celych zrn se li8i od mouky vyrobené
z rafinovanych zrm (obsahuijicich pouze
endosperm). Centrum JRC pouziva pro své CRM
GMO celozrnnou mouku.

V8echny CRM pro kvantifikaci GMO od centra
JRC jsou gravimetricky vyrabény za pouziti
Cistych geneticky nemodifikovanych i
modifikovanych  rostlinnych  materiald. Jsou
certifikovany z hlediska hmotnostniho podilu GM
podporujiciho  dodrzovani prahovych hodnot
hmotnostniho  podilu  stanovenych v odpo-
vidajicich pravnich pfedpisech EU pro potraviny a
krmiva. Vétsina CRM GMO je uréena k pouziti
jako kalibrator pro méfreni RT-PCR.

MéFici systém pro kvantifikaci GMO v pravnim
kontextu EU je stanoven oficialnim CRM
stanovenym v rozhodnuti o povoleni a metodou
méfeni validovanou organem EU-RL, proto neni
nutné provadét zadnou korekci. Stejné tak se zde
nemusi brat v Uvahu komutabilita, ktera je
rozhodujici vlastnosti referenénich materialq,
jsou-li pouzity rizné metody mérfeni.

KOD CRM GMO

Kazdy CRM GMO ma svdj individualni kod, ktery
se sklada z kombinace pismen a &islic. Obecny
format je ERM-BF123xy. Kdd LERM® specifikuje
znatku (ochranna znamka pro evropsky
referencni material) a BF uruje, Zze se jedna o
rostlinny CRM certifikovany z hlediska obsahu
GM. Nasledujici tfi Cisla jsou specificka pro
kazdou konkrétni linii. x je malé pismeno
vrozmezi od a do g a uvadi se za kdédem linie
k oznadeni urovné hmotnostniho podilu (napf.
ERM-BF412a = jmenovitd 0 g/kg, ERM-BF412b =
jmenovitd 1000 g/kg, ERM-BF412c = jmenovita 1
g/kg, ERM-BF412d = 10 g/kg, jmenovita ERM-
BF412e =100 g/kg). Y je malé pismeno v rozmezi
od k do z a ozna&uje druhou, tfeti atd. vyrobni
sérii CRM. Prvni vyrobni série se dodava bez
tohoto dodatecného pismene y.

Ve vétSiné pfipadd se vyrabi pét rlznych
koncentracnich urovni na sadu: jmenovita 0 a
100% a smési 0,1, 1, 10 (m/m)%. K usnadnéni
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identifikace rlznych uUrovni hmotnostnich podill
se pouzivaji barevné znalené uzavéry: jmenovita
0 g/kg = stfibrny, jmenovita 1000 g/kg = cerny,
jmenovitd 1 g/kg = zlaty, jmenovitd 10 g/kg =
¢erveny, jmenovita 100 g/kg = hnédy.

Kazda vyrobni série CRM byla zpracovana
s pouzitim rdznych rostlinnych material (napf.
Sarzi osiva). Rozlozeni velikosti Castic se navic
muze lisit i pres veSkeré Usili o udrzeni stalosti
mezi starSi a novéjSi sérii. Kalibraéni linie
vytvofené s jakoukoli novou sérii CRM se proto
mohou liSit od kalibra¢nich linii vytvofenych se
starou sérii a pfi prvnim pouziti CRM z nové série
by se mél zahajit novy pfehled kontroly kvality.
Stejné tak se doporucuje tato zména z pouzivani
staré série na novou u vSech aplikaci, v€etné
kalibrace a kontroly kvality. Z davodu
sledovatelnosti by se mél vzdy specifikovat
konkrétni CRM pouzity ke kalibraci.

TEOREFEHENCEM,
| Bt11 Maize | laize ATERIA

|
4

BF: 412:'?11? c: Qismena k: pismena k a2
. , specifickd aazg cuifct
certifikovan S Y .o . Z oznacujici
obsah GM Y pro kazdou  oznalujici druhou, tieti atd.
Hinnéh linii GM uroven vyrobnf sérii
EOP?ane ° hmotnostni
ho podilu

Obrazek 1: Sada CRM GMO

ZVLASTNI CERTIFIKACNi ASPEKTY

U vétsiny CRM GMO je k dispozici také Cisty
geneticky nemodifikovany prasek, jakoz i Cisty
prasek GMO. Geneticky nemodifikovany prasek je
certifikovan s tim, ze obsahuje ,méné nez“ dany
hmotnostni podil GMO na zakladé mezni hodnoty
detekce (LOD) u metody pouzité pro
charakterizaci. Cisty GMO prasek je certifikovan
stim, Zze obsahuje ,vice nez“ dany hmotnostni
podil na zakladé poctu testovanych semen a
statistického vyhodnoceni. Pfi kalibraci musi
laboratof zajistit pouziti certifikovanych hodnot (viz
priklad).

Nékolik CRM GMO je certifikovano z hlediska
identity (napf. ERM-BF421b). Takové CRM jsou
uréeny k pouziti jako vzorky pozitivni kontroly,
napf. pfi screeningovych cviCenich. Mély by se
vyuzivat k  potvrzeni  pfitomnosti  (nebo
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nepfitomnosti) konkrétniho pfipadu GMO, nejsou
vSak vhodné ke kvantifikaci GMO.

Nékteré CRM GMO  byly certifikovany
s asymetrickym rozsahem nejistoty. Pokud se
takovy CRM pouzije k regulaci zkresleni (viz
poznamka k aplikaci 1 ERM), je nutné pouzit
.Kladnou nejistotu“ v pfipadé, ze pramérny
vysledek méfeni piekroCi certifikovanou hodnotu,
a naopak ,zapornou nejistotu® v pripadé, Ze

U nékolka CRM GMO specifické urovné
koncentrace  probé&hla  certifikace  (kromé
hmotnostniho podilu GM) z hlediska jejich poméru
poctu kopii DNA GM (napf. ERM-BF413e, ERM-
BF415e, ERM-BF425c, ERM-BF427c) a byl
zajistén odpovidajici kalibrator na bazi plazmidu
(napf. ERM-AD413, ERM-AD415, ERM-ADA425,
ERM-AD427). V pfipadé pouziti k testovani
souladu s pravnimi predpisy v EU musi byt
vysledky méfeni pfevedeny z poméru poctu kopii
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DNA na hmotnostni podil. Podotykame, Ze organ
GMFF EU-RL poskytuje za timto ucelem
zavedené pfevodni faktory.

primérny vysledek méfeni je nizSi nez
certifikovana hodnota.

PRIKLAD POUZITi ¢ISTYCH CRM GMO A SOUVISEJICICH NEJISTOT

V analytickych certifikatech pro ERM-BF412ak a ERM-BF412bk Ize nalézt nasledujici informace (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Hmotnostni podil kukufice ¥

Certifikovana hodnota [g/kg] Nejistota [g/kg] ¥

ERM-BF412ak <0122 -

ERM-BF412bk >970? -

1) Geneticky modifikovana kukufice s jedine¢nym identifikatorem SYN-BT@11-1.

2) Certifikovany referenéni material byl vyroben z konvencnich nemodifikovanych semen kukufice. P¥i pouziti testu
kvantitativni polymerazové fetézové reakce se zaméfenim na linii kukufice Bt11 nebyla v tomto materialu detekovana zadna
kontaminace. Mezni hodnota detekce (LOD) byla 0,12 g/kg. Pfi 95% spolehlivosti je skute€ny hmotnostni podil kukufice Bt11
nizsi nez 0,12 g/kg. Certifikovana hodnota je dohledatelna v souladu s Mezinarodnim systémem jednotek (SI).

Tento certifikovany referenéni material byl vyroben z geneticky modifikovanych semen kukufice Bt11. Certifikovana hodnota
vychazi z genetické Cistoty kukufiéného prasku s ohledem na kukufici Bt11. Celkem bylo na pfitomnost kukufice Bt11
jednotlivé testovano 209 semen, z ¢ehoz 207 semen mélo pozitivni vysledek. Pfi 95% spolehlivosti je skute€ny hmotnostni
podil kukufice Bt11 vy$si nez 970 g/kg. Certifikovana hodnota je dohledatelna v souladu s Mezinarodnim systémem jednotek
(Sh).

4) Uvedena nejistota je rozSifenou nejistotou s koeficientem pokryti k = 2, ktery odpovida hladiné spolehlivosti pfiblizné 95%,
odhadnutou v souladu s normou/dokumentem ISO/IEC Guide 98-3, Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement
(GUM:1995), ISO, 2008.

Na zakladé vySe uvedenych informaci Ize dojit k zavéru, ze CRM ERM-BF412ak je certifikovan tak, aby obsahoval <0,12 g Bt11/kg, a
Ze v praskovém materialu nebyla detekovana zadna kontaminace. Pfi 95% spolehlivosti je skute€ny hmotnostni podil kukufice Bt11
nizsi nez 0,12 g/kg. Pro dal$i vypocty by se pfi stanoveni kalibraéni kfivky pro tento GM proto méla pouzit odhadovana geneticka
Cistota 990 g/kg.

Materidl CRM ERM-BF412bk byl certifikovan z hlediska obsahu >970 g/kg. Z celkového poctu 209 testovanych semen bylo 207
shledano pozitivnimi na pfitomnost linie kukufice Bt11. Pfi 95% spolehlivosti je skute€ny hmotnostni podil kukufice Bt11 vyssi nez 970
g/kg. Pro dalSi vypocty by se pfi stanoveni kalibracni kfivky pro tento GM méla pouzit odhadovana geneticka Cistota 990 g/kg. U
certifikovaného referenéniho materialu pro GMO ve formé Cistého prasku, kde nebyla zjiSténa zadna kontaminace, by se méla pouzit
hodnota 1000 g/kg.

Ve v8ech pfipadech se nejistota, ktera se ma pouzit, vypocita na zakladé rozdilu mezi Ciselnou hodnotou a danou mezni hodnotou
déleno V3. Napfiklad:

ERM-BF412ak: Pouzita hodnota je 0,0 g/kg; Nejistota je 0,12 g/kg — 0 g/kg)/N3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: Pouzita hodnota, vychazejici z genetické Gistoty, je 207/209 x 1000 = 990 g/kg. ,Z&porna nejistota“ je 990-970)/\3 =
11,5 g/kg. ,Kladna nejistota” je 10 g/kg, nebot moZny obsah GM nesmi prekrogit 1 000 g/kg.
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