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anvendelse af JRC'’s referencematerialer, der er certificeret for deres GM-
massebrgk (GM = genetisk modificeret) af en specifik GM-event. Den
forklarer, hvordan malesystemet for kvantificering af GMO er opbygget

indenfor EU-konteksten.

INDLEDNING

Indenfor EU skal genetisk modificerede
organismer (GMO'er) have en tilladelse, far de
kan markedsfagres pa det europaeiske marked. |
henhold til forordningen (EF) Nr. 1830/2003 skal
fodevarer og foder, der indeholder mere end 0,9
% GMO’er, veere maerket. | henhold til
forordningen (EF) Nr. 619/2011 ma foder
indeholde 0,1 (m/m) % af en GMO for hvilken
tilladelse afventer, eller for hvilken tilladelsen i EU
er udlgbet. Med henblik p& implementering af EU-
lovgivningen skal kvantificering af GMO i
fadevare-/foderprodukter foretages pa palidelig
vis. Derfor angiver autorisationsbeslutningen for
hver GMO, der udgives af EU, detektionsmetoden
og det certificerede referencemateriale (CRM),
der fastlaegger malesystemet for kvantificeringen.
Det officielle CRM anvendes til at kalibrere den
event-specifikke  kvantitative =~ PCR-reference-
metode godkendt af Det Feelleseuropaeiske
Referencelaboratorium for Genetisk Modificerede
Fadevarer og Foder (EU-RL GMFF).

KARAKTERISTIKA FOR GMO-CRM

De certificerede veerdier for alle GMO-CRM'er fra
JRC er baseret pa masserne af tgrret, genetisk
modificeret plantemateriale (i de fleste tilfeelde
pulveriserede  frg) ogl/eller tarret, ikke-
genmodificeret plantemateriale. For CRM'er, der
kreever blanding af GM- og ikke-GM-materialer, er
masserne korrigeret for deres vandindhold og
anslaede renhed under certificeringen. GM-
massebrgken beregnes som:

korrigeret masse GM

korrigeret masse GM + korrigeret masse ikke GM

Hvert GMO-CRM er certificeret til massebrgk af
en specifik GM-event (anfert pa certifikatet).
CRM'et kan kun anvendes til kvantificering af
netop denne event, og det tilsvarende
blindmateriale (ikke-GM-materiale) kan kun
anvendes til at bevise, at denne event ikke er
indtruffet under den teerskel, som er angivet pa
certifikatet.
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For hvert GMO-CRM er de anbefalede
opbevaringsforhold angivet pa certifikatet. RM-
producenten kan ikke holdes ansvarlig for
a&ndringer, der finder sted under opbevaring af
materialet hos kunden, iszer i dbnede praver. Hvis
et GMO-CRM anvendes flere gange, skal det
hygroskopiske materiales vandoptag minimeres
ved at lukke flasken umiddelbart efter udtagning
af en prove.

GMO-KVANTIFICERINGSMETODE

Kvantitativ  polymerasekeedereaktion (qPCR)
anvendes ofte til kvantificering af GM-indholdet i
fgdevare- og foderprgver. Med denne DNA-
baserede kvantificeringsteknik maéles forholdet
mellem transgent deoxyribonukleinsyre (DNA),
dvs. DNA som er afledt af den genetiske
modifikation, og endogent DNA, som er specifikt
for de biologiske arter.

De GMO-CRM'er, der udgives af JRC, er
beregnet til brug i forbindelse med den event-
specifikke kvantitative PCR-referencemetode, der
er valideret af EU-RL GMFF. Metoder til
kvantitativ PCR-detektion, der er indsendt og
valideret i henhold til forordningen (EF) Nr.
1829/2003, er tilgeengelige for offentligheden via
EU-RL GMFF's  hjemmeside  (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Hvis
CRM'erne anvendes i screeningsprgver, skal
bruger tage hgjde for, at ikke-GMO-CRM kan give
positive signaler i screeningsprgven, selvom de er
&gte negative med den haendelsesspecifikke
metode. Som fglge heraf skal positive
screeningssignaler tolkes med forsigtighed.

Under fremstillingen af GMO-CRM’er bestraeber
man sig pa at sikre, at GM- og ikke-GM-pulverne
ligner hinanden med hensyn til
partikelstarrelsesfordeling. Dette er isaer vigtigt,
da meengden af ekstraherbart DNA korrelerer
med  partikelstgrrelsen.  Forskellige  DNA-
ekstraktionseffektiviteter for GM- og ikke-GM-
pulver ville pavirke den GM-koncentration, som
males ved qPCR. Desuden bgr der kun anvendes
DNA-ekstraktionsmetoder, som er valideret til at
opfylde kravene for GMO-kvantificering, og som
har bevist at fungere med forskellige sorter af
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samme art. Under certificering kontrolleres
CRM’ets GM-massebrgk ved hjeelp af en event-
specifik gPCR-metode. Hvis der er observeret
forskellig DNA-ekstraherbarhed, gives denne
oplysning.

Den genetiske sammensaetning af forskellige dele
af frg fra monokotyledoner (f.eks. frghvide, fraskal
og kim fra majs) varierer, og veerdien af DNA-
forholdet i fuldkornsmel fremstillet af hele frg er
forskelligt fra mel fremstillet af raffinerede frg (der
kun indeholder frghviden). JRC anvender mel fra
hele frg til sine GMO CRM'er.

Alle GMO-CRM'er fra JRC er gravimetrisk
fremstillet med anvendelse af rene ikke-GM- og
GM-plantematerialer. De er certificerede for den
GM-massebrgk, der understgtter implementering
af teersklerne for massebrgken, der er fastlagt i
den tilsvarende EU-lovgivning for fgdevarer og
foder. De fleste GMO-CRM'er er beregnet til brug
som kalibranter for gPCR-malinger.

Malesystemet til kvantificering af GMO'er i EU's
juridiske kontekst er fastlagt i den officielle CRM,
specificeret i autorisationsbeslutningen, og den
EU-RL-validerede malemetode, hvorfor ingen
korrektion behgver anvendes. Ligeledes behgver
ombyttelighed, der er et afggrende karakteristika
for referencematerialer, hvis der anvendes
forskellige malemetoder, ikke tages i betragtning
her.

GMO-CRM-KODE

Hvert GMO-CRM har en individuel kode, der
bestar af en kombination af bogstaver og tal. Det
generelle format er ERM-BF123xy. "ERM®"
angiver meerket (beskyttet varemeerke for
europeeisk referencemateriale), og BF angiver, at
dette er et plante-CRM, som er certificeret med
hensyn til sit GM-indhold. De falgende tre tal er
specifikke for hver sin seerlige event. Det lille
bogstav x er et bogstav i reekken fra a til g og
tiifgjes bag eventkoden for at angive
massebrgksniveauet (f.eks. ERM-BF412a =
nominelt 0 g/kg, ERM-BF412b = nominelt 1000
o/kg, ERM-BF412c = nominelt 1 g/kg, ERM-
BF412d = 10 g/kg, nominelt ERM-BF412e = 100
g/kg). Det lille bogstav y er et bogstav i reekken fra
k til z og angiver anden, tredie osv. CRM-
produktionsserie. Den fgrste produktionsserie har
ikke dette yderligere bogstav y.

| de fleste tilfeelde fremstilles fem forskellige
koncentrationsniveauer pr. saet: nominelt 0 og 100
% samt blandingerne 0,1, 1 og 10 (m/m) %.
Farvekodede heetter anvendes til at lette
identifikationen af de forskellige massebroks-
niveauer: nominelt 0 g/kg = sglv, nominelt 1000
g/kg = sort, nominelt 1 g/kg = guld, nominelt 10
g/kg = rgd, nominelt 100 g/kg = brun.

*
ety
* *
* *

e

Hver CRM-produktionsserie er fremstillet ved brug
af forskellige plantematerialer (f.eks. frgpartier).
Ydermere kan partikelstgrrelsesfordelingen
variere trods alle bestreebelser pa at holde den
konstant fra den eeldre til den nyere serie. Derfor
kan kalibreringslinjer etableret med en ny CRM-
serie afvige fra kalibreringslinjer etableret med
den gamle serie, og et nyt kvalitetskontroldiagram
bar startes, nar et CRM fra en ny serie anvendes
farste gang. Ligeledes anbefales det at overga fra
brug af den gamle serie til den nye for alle
applikationer, inkl. kalibrering og kvalitetskontrol.
Af sporbarhedshensyn bgr det specifikke CRM,
der anvendes til kalibreringen, altid angives.

12ak M-BFEIK | ERM-BFa1@)Fat2

| Sample 00080000
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Figur 1: Seet af GMO-CRM'er

SPECIFIKKE CERTIFICERINGSASPEKTER

For stgrsteparten af GMO-CRM'erne er desuden
et rent ikke-GMO-pulver og et rent GMO-pulver
tilgeengeligt. Ikke-GMO'erne er certificeret som
indeholdende 'mindre end' en given massebrgk af
GMO baseret pa detektionsgreensen (LOD) for
den metode, der anvendes til karakterisering. Det
rene GMO-pulver er certificeret som indeholdende
'mere end' en given massebrgk baseret pa
antallet af testede frg og den statistiske vurdering.
Nar det anvendes til kalibrering, skal laboratoriet
sikre sig, at der anvendes certificerede veerdier
(se eksempel).

Nogle f& GMO-CRM'er er certificeret for deres
identitet (f.eks. ERM-BF421b). Sddanne CRM'er
er beregnet til brug som positive kontrolprgver
f.eks. i forbindelse med screeningsgvelser. Disse
bor bruges til at bekreefte (eller afkraefte)
tilstedeveerelsen af en specifik GMO-event, men
de er ikke egnede til kvantificering af GMO'er.

Nogle GMO-CRM'er er blevet certificeret med et
asymmetrisk usikkerhedsomrade. Hvis et sadant
CRM anvendes til afvigelseskontrol (se ERM
Application Note 1), skal ’plususikkerheden’
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anvendes i tilfeelde, hvor det gennemsnitlige
maleresultat er hgjere end den certificerede
veerdi, og 'minususikkerheden’ skal anvendes i
tilfeelde, hvor det gennemsnitlige maleresultat er
lavere end den certificerede veerdi.

BF413e, ERM-BF415e, ERM-BF425c,
ERM-BF427c), og en tilsvarende plasmidbaseret
kalibrant er blevet gjort tilgeengelig (dvs.
ERM-AD413, ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-
AD427). Hvis de anvendes til test af juridisk
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overholdelse indenfor EU, skal maleresultaterne
konverteres fra  DNA-kopiantalsforhold til
massebrgker. Bemaerk, at EU-RL GMFF tilbyder
etablerede konverteringsfaktorer til dette formal.

Nogle fa GMO-CRMer med et specifikt
koncentrationsniveau er, ud over deres GM-
massebrgk, blevet certificeret med hensyn til
deres GM DNA-kopiantalsforhold (dvs. ERM-

EKSEMPEL PA BRUGEN AF RENE GMO-CRM'ER OG DISSES USIKKERHEDER

Falgende oplysninger kan findes pa analysecertifikaterne for ERM-BF412ak og ERM-BF412bk (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Bt11 majs massebrgk

Certificeret veerdi [g/kg] Usikkerhed [g/kg] ¥

ERM-BF412ak <0,12? -

ERM-BF412bk >970° -

1) Genetisk modificeret majs med den unikke identifikator SYN-BT@11-1.

2) Det certificerede referencemateriale er fremstillet af konventionelle, ikke-modificerede majsfrg. Ingen kontamination blev
registreret i dette materiale ved brug af en event-specifik kvantitativ polymerasekeedereaktionsprgve rettet imod Bt11l majs-
eventen. Detektionsgraensen (LOD) var 0,12 g/kg. Med en sikkerhed pa 95 % er den virkelige Bt11 majs-massebrak i
materialet under 0,12 g/kg. Den certificerede veerdi er sporbar til det internationale enhedssystem (Sl).

3) Dette certificerede referencemateriale blev fremstillet af genetisk modificerede Bt11 majsfra. Den certificerede veerdi er
baseret pa den genetiske renhed i majspulveret hvad angar Bt11 majs. | alt 209 frg blev testet individuelt for tilstedeveerelsen
af Bt11 majs-eventen, og af disse testede 207 frg positive. Med en sikkerhed pa 95 % er den virkelige Bt11 majs-massebrak
i materialet over 970 g/kg. Den certificerede veerdi er sporbar til det internationale enhedssystem (SI).

4) Usikkerheden er den udvidede usikkerhed med en daekningsfaktor k = 2, svarende til et sikkerhedsniveau pa ca. 95 %,
estimeret i henhold til ISO/IEC Vejledning 98-3, Vejledning til udtryk for usikkerhed i maling (GUM:1995), ISO, 2008.

Baseret pa ovenstaende oplysninger kan det konkluderes, at CRM ERM-BF412ak er certificeret som indeholdende < 0,12 g Bt11/kg,
og at ingen kontamination blev registreret i pulvermaterialet. Med en sikkerhed p& 95 % er den virkelige Bt11l majs-massebrgk i
materialet under 0,12 g/kg. Derfor skal der ved videre beregninger, herunder opszetning af kalibreringskurver, anvendes en veerdi pa 0

g/kg.

CRM ERM-BF412bk blev certificeret som indeholdende > 970 g/kg. 207 af 209 testede frg fandtes positive for tilstedeveerelse af Bt1l
majs-event. Med en sikkerhed pa 95 % er den virkelige Btll-massebrgk for majs i materialet over 970 g/kg. Ved yderligere
beregninger skal anvendes den estimerede genetiske renhed p& 990 g/kg ved opseetning af kalibreringskurven for denne GM.
Bemeerk, at for rene GMO-pulver-CRM'er i hvilke ingen kontamination blev fundet skal 1000 g/kg anvendes.

| alle tilfeelde beregnes den usikkerhed, der skal anvendes, ud fra intervallet mellem den numeriske veerdi og den givne greense
divideret med V3. For eksempel:

ERM-BF412ak: Den anvendet vaerdi er 0,0 g/kg; usikkerheden er 0,12 g/kg — 0 g/kg)/ V3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: Den anvendet veerdi baseret pa genetisk renhed er 207 / 209 * 1000 = 990 g/kg. "Minususikkerheden" er 990-970) /
\3 = 11,5 g/kg. "Plususikkerheden” er 10 g/kg, da det mulige GM-indhold ikke kan overstige 1000 g/kg.
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