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Onderzoek die gecertificeerd zijn voor hun genetisch gemodificeerde (GG)
massafractie van een specifieke GG-modificatie. Ze legt uit hoe het meetsysteem voor GGO-

kwantificering in de context van de EU in zijn werk

INTRODUCTIE

In de EU moeten genetisch gemodificeerde
organismen (GGO'’s) geautoriseerd worden voor
ze in de Europese handel mogen worden
gebracht. Verordening (EC) nr. 1830/2003 eist dat
levensmiddelen en diervoederproducten die meer
dan 0,9% GGO’s bevatten worden geétiketteerd.
Volgens Verordening (EU) nr. 619/2011 mag
diervoeder 0,1% (m/m) van een GGO bevatten
waar momenteel een autorisatieproces voor loopt
of waarvan de autorisatie in de EU is verlopen.
Voor de implementering van EU-wetgeving moet
de kwantificering van GGO’s in
levensmiddelen/diervoederproducten op een
betrouwbare manier worden uitgevoerd. Daarom
vermeldt elk toelatingsbesluit voor GGO, dat door
de EC wordt gepubliceerd, de detectiemethode
die en het gecertificeerd referentiemateriaal
(CRM) dat het meetsysteem voor kwantificering
vormt. Het officiéle CRM wordt gebruikt om de

gaat.

worden gebruikt ter kwantificering van deze
modificatie en het overeenkomstige
blancomateriaal (niet-GG-materiaal) kan enkel
worden gebruikt om de afwezigheid van deze
modificatie onder de drempel die op het certificaat
vermeld staat, te bewijzen.

Voor elk GGO-CRM worden de aanbevolen
opslagvoorwaarden op het certificaat opgegeven.
De producent van het RM kan niet
verantwoordelijk ~ worden  gehouden  voor
wijzigingen die gebeuren tijdens de opslag van
het materiaal op de eigendommen van de klant, in
het bijzonder voor geopende stalen. Als een
GGO-CRM meermaals wordt gebruikt, moet het
verbruik van hygroscopische materialen
geminimaliseerd worden door de fles te sluiten
van zodra het monster is genomen.

KWANTIFICERING VAN GGO
Kwantitatieve polymerasekettingreactie (qPCR)

modificatie-specifieke kwantitatieve PCR- wordt vaak gebruikt om de GG-inhoud in
referentiemethode die door het Europese levensmiddelen- en diervoederstalen te
referentielaboratorium voor genetisch kwantificeren. Deze DNA-kwantificeringstechniek

gemodificeerde levensmiddelen en diervoeders
(EU-RL GMFF) is gevalideerd, te kalibreren.

EIGENSCHAPPEN VAN GGO-CRM

De gecertificeerde waarden van alle GGO-CRM’s
van JRC zijn gebaseerd op de massa van het
gedroogd genetisch gemodificeerd plantaardig
materiaal (in de meeste gevallen zaadpoeder)
en/of gedroogd niet-genetisch gemodificeerd
plantaardig materiaal. Voor CRM’s die vereisen
dat het GG- en niet-GG-materiaal wordt gemengd,
worden tijdens de certificering de massa’s
gecorrigeerd naar hun waterinhoud en de
zuiverheidsschattingen. De  GG-massafractie
wordt berekend als:

Gecorrigeerde massa GG
gecorrigeerde massa GG + gecorrigeerde massa niet GG

Elk GGO-CRM is gecertificeerd voor de
massafractie van een specifieke GG-modificatie
(vermeld op het certificaat). Het CRM kan enkel

meet de verhouding tussen transgeen
desoxyribonucleinezuur (DNA), d.w.z. afgeleid
van de genetische modificatie, en endogeen DNA,
dat specifiek is aan biologische soorten.

De GGO-CRM’s die door het JRC worden
vrijgegeven zijn bedoeld om samen met de
modificatie-specifieke kwantitatieve PCR-
referentiemethode gebruikt te worden die door het
EU-RL GMFF is gevalideerd.
Opsporingsmethoden op basis van kwantitatieve
PCR die worden ingediend en gevalideerd onder
de bepaling van Verordening (EC) nr. 1829/2003
zijn voor het publiek toegankelijk via de
thuispagina van het EU-RL GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx).  Als
de CRM'’s in een screeningtest worden gebruikt,
dan moet de gebruiker er rekening mee houden
dat het niet-GGO-CRM positieve signalen kan
opleveren bij de screeningtest die eigenlijk echte
negatieven zijn voor de maodificatie-specifieke
methode.  Bij gevolg moeten positieve
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screeningsignalen
geinterpreteerd.

voorzichtig worden

Bij de voorbereiding van GGO-CRM’s moet er
extra zorg in acht genomen worden om er zeker
van te zijn dat de GG-poeders en niet-GG-
poeders gelijk zijn op het vlak van de
deeltjesgrootteverdeling. Dit is in het bijzonder
belangrijk omdat de hoeveelheid extraheerbaar
DNA correleert met de deeltjesgrootte.
Verschillende extractie-efficiénties van DNA voor
het GG-poeder en niet-GG-poeder zouden de met
gPCR gemeten GG-inhoud kunnen beinvioeden.
Daarbovenop mogen enkel DNA-
extractiemethodes gebruikt worden waarvan is
bewezen dat ze voldoen aan de vereisten voor
GGO-kwantificering en dat ze werken bij
verschillende varianten van dezelfde soort.
Tijdens de certificering wordt de GG-massafractie
van het CRM geverifieerd aan de hand van
modificatie-specifieke gqPCR. Als er een
verschillende extraheerbaarheid van DNA werd
waargenomen, dan wordt deze informatie
vermeld.

De genetische samenstelling van verschillende
delen van de zaden van monocotylen (bijv.
endosperm, zaadhuid en embryo van mais)
verschilt en de waarde van de DNA-verhouding in
volkorenmeel dat uit volkorengraan wordt
geproduceerd verschilt van dat van graan dat
wordt geproduceerd uit verfijnde granen (die enkel
het endosperm bevatten). Het JRC maakt gebruik
van zaden van volkoren meel voor zijn GGO-
CRM’s.

Alle GGO-CRM’'s van het JRC worden
gravimetrisch geproduceerd met gebruik van
zuivere niet-GG en GG plantaardige materialen.
Ze zijn gecertificeerd voor de GG-massafractie die
de implementatie van de massafractiedrempels
ondersteunt die vastgelegd is in de
overeenkomstige EU-wetgeving voor
levensmiddelen en diervoeder. De meeste GGO-
CRM’s zijn bedoeld ter gebruik als kalibranten
voor qPCR-metingen.

Het meetsysteem voor de kwantificering van
GGO'’s in de wettelijke context van de EU wordt
bepaald door het officiéle CRM dat vastgelegd is
in het toelatingsbesluit, en door de door het EU-
RL gevalideerde meetmethode. Er moeten dan
ook geen correcties worden toegepast. Ook
aanwezigheid, wat een cruciale eigenschap van
referentiematerialen is als  verschillende
meetmethoden worden toegepast, moet niet in
overweging worden genomen.

GGO-CRM-CODE
Elk GGO-CRM heeft een individuele code die
bestaat uit een combinatie van letters en cijfers.

*
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Het algemene formaat is ERM-BF 123xy. “ERM®”
bepaalt het merk (beschermd handelsmerk van
Europees Referentiemateriaal) en BF bepaalt dat
dit een plantaardig CRM is gecertificeerd voor de
GG-inhoud. De volgende drie cijfers zijn specifiek
voor elke activiteit. De x is een kleine letter van a
tot en met g die achter de activiteitcode staat om
de hoeveelheid massafractie aan te geven (d.w.z.
ERM-BF412a = nominaal O g/kg, ERM-BF412b =
nominaal 1000 g/kg, ERM-BF412¢c = nominaal 1
g/kg, ERM-BF412d = 10 g/kg, nominaal ERM-
BF412e = 100 g/kg). De y is een kleine letter van
k tot en met z en geeft de tweede, derde, enz.
CRM-productiereeks aan. De eerste
productiereeks heeft deze bijkomende letter y
niet.

In de meeste gevallen worden vijf verschillende
concentratieniveaus per set geproduceerd:
nominaal 0 en 100% en de mengelingen 0,1, 1,
10 (m/m) %. Doppen met een Kkleurcodering
worden gebruikt om de identificatie van de
verschillende niveaus van massafractie te
identificeren: nominaal 0 g/kg = zilver, nominaal
1000 g/kg = zwart, nominaal 1 g/kg = goud,
nominaal 10 g/kg = rood, nominaal 100 g/kg =
bruin.

Elke CRM-productiereeks wordt verwerkt met
verschillende plantaardige materialen  (bijv.
zaadpartijen). Daarbovenop kan de
deeltjesgrootteverdeling verschillen, ondanks alle
moeite die wordt gedaan om deze constant te
houden, tussen de oudere en de nieuwere
reeksen. De merkstrepen die worden vastgelegd
voor elke nieuwe CRM-reeks kunnen dan ook
verschillen van de merkstrepen van oudere
reeksen en er moet dan ook een nieuw monster
voor kwaliteitscontrole gebruikt worden wanneer
een CRM van een nieuwe reeks voor het eerst
wordt gebruikt. Het is ook aangeraden om voor
alle toepassingen, inclusief kalibratie en
kwaliteitscontrole, over te stappen van de oude
reeks naar de nieuwe reeks. Voor de
traceerbaarheid moet altijd aangegeven worden
welk specifiek CRM wordt gebruikt voor kalibratie.
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Afbeelding 1: Set van GMO-CRM'’s

SPECIFIEKE CERTIFICERINGSASPECTEN
Voor de meerderheid van de GGO-CRM’s is er
ook een zuiver niet-GGO-poeder en een zuiver
GGO-poeder beschikbaar. Het niet-GGO is
gecertificeerd als bevat “minder dan” een
bepaalde massafractie van GGO op basis van de
aantoonbaarheidsgrens (LOD) van de methode
die werd gebruikt voor de karakterisering. Het
zuivere GGO-poeder is gecertificeerd als bevat
“‘meer dan” een bepaalde massafractie op basis
van het aantal geteste zaden en statistische
evaluatie. Wanneer deze worden gebruikt voor
kalibratie moet het laboratorium ervoor zorgen dat
het de gecertificeerde waarden gebruikt (zie
voorbeeld).
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Enkele GGO-CRM’s zijn gecertificeerd voor hun
identiteit (d.w.z. ERM-BF421b). Zulke CRM’s zijn
bedoeld om als positieve controlestalen te worden
gebruikt, bijv. bij screeningsoefeningen. Ze
moeten worden gebruikt om de aanwezigheid (of
afwezigheid) van een specifieke GGO-modificatie
te bevestigen, maar zijn niet geschikt voor de
kwantificering van GGO’s.

Sommige GGO-CRM'’s zijn gecertificeerd met een
asymmetrisch onzekerheidsbereik. Als zulk een
CRM gebruikt wordt voor afwijkingscontrole (zie
ERM Toepassingsnota 1) moet de “plus-
onzekerheid” worden gebruikt in het geval dat het
gemiddelde meetresultaat meer bedraagt dan de
gecertificeerde waarde en moet de “min-
onzekerheid” worden gebruikt in het geval dat het
gemiddelde meetresultaat minder bedraagt dan
de gecertificeerde waarde.

Enkele GGO-CRM’'s met een specifieke
concentratie zijn gecertificeerd bovenop de GG-
massafractie voor hun GG DNA-
kopiegetalverhouding (d.w.z. ERM-BF413e, ERM-
BF415e, ERM-BF425c, ERM-BF427c) en een
overeenkomstige kalibrant op basis van plasmide
is ook beschikbaar gemaakt (d.w.z. ERM-AD413,
ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-AD427). Bij
gebruik voor wettelijke conformiteitscontroles in
de EU moeten de meetresultaten geconverteerd
worden van DNA-kopiegetalverhoudingen naar
massafracties. Merk op dat het EU-RL GMFF
vastgelegde conversiefactoren heeft voor dit doel.
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VOORBEELD VAN HET GEBRUIK VAN ZUIVERE GGO-CRM’S EN HUN ONZEKERHEDEN

De volgende informatie kan worden gevonden op de analysecertificaten voor ERM-BF412ak en ERM-BF412bk
(https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Massafractie van Bt11-mais
Gecertificeerde waarde [g/kg] Onzekerheid [g/kg]
ERM-BF412ak <0,12? -
ERM-BF412bk >970? -

1) Genetisch gemodificeerde mais met de unieke identificatiecode SYN-BT@11-1.

2) Het gecertificeerde referentiemateriaal werd geproduceerd uit conventionele, niet-gemodificeerde maiszaden. Er werd
geen besmetting waargenomen in dit materiaal bij het gebruik van een kwantitatieve polymerasekettingreactie voor een
specifieke modificatie gericht op de Btl1l-maismodificatie. De aantoonbaarheidsgrens (LOD) bedroeg 0,12 g/kg. Er kan met
95% zekerheid gezegd worden dat de ware massafractie van Btl1l-mais in het materiaal minder dan 0,12 g/kg bedraagt. De
gecertificeerde waarde is traceerbaar met het Internationaal Stelsel van meeteenheden (SI).

3) Dit gecertificeerd referentiemateriaal werd geproduceerd uit genetisch gemodificeerde Btl1-maiszaden. De gecertificeerde
waarde is gebaseerd op de genetische zuiverheid van het maispoeder wat betreft Bt11-mais. In totaal werden 209 zaden
individueel getest op de aanwezigheid van Btl1l-mais, waarvan er 207 zaden positief testten. Er kan met 95% zekerheid
gezegd worden dat de ware massafractie van Btl1l-mais in het materiaal meer dan 970 g/kg bedraagt. De gecertificeerde
waarde is traceerbaar met het Internationaal Stelsel van meeteenheden (SI).

4) De onzekerheid is de uitgebreide onzekerheid met een dekkingsfactor k = 2 die overeenkomt met een hoge mate van
vertrouwen van ongeveer 95%, geschat in overeenstemming met ISO/IEC Leidraad 98-3, Leidraad voor de uitdrukking van
de onzekerheid van metingen (GUM: 1995), ISO, 2008.

Op basis van de bovenstaande informatie kan worden geconcludeerd dat CRM ERM-BF412ak gecertificeerd is als bevat < 0,12 g
Btll/kg en dat er geen besmetting werd gedetecteerd in het poedermateriaal. Het is met 95% vertrouwen waar dat de massafractie
van Btll-mais van het materiaal minder dan 0,12 g/kg bedraagt. Voor verdere berekeningen, inclusief het vastleggen van de
kalibratiecurven, moet dan ook de waarde van 0 g/kg worden gebruikt.

CRM ERM-BF412bk werd gecertificeerd als bevat > 970 g/kg. 207 van de 209 geteste zaden testten positief op de aanwezigheid van
Bt11 in de mais. Er kan met 95% zekerheid gezegd worden dat de ware massafractie van Btl1l-mais in het materiaal meer dan 970
g/kg bedraagt. Voor verdere berekeningen, bij het vastleggen van de kalibratiecurve voor dit GG, moet de geschatte genetische
zuiverheid van 990 g/kg worden gebruikt. Merk op dat voor zuiver GGO-poeder-CRM’s waarin geen besmetting werd gevonden, 100
g/kg moet worden gebruikt.

In alle gevallen moet de gebruikte onzekerheid berekend worden aan de hand van het interval tussen de numerieke waarde en de
opgegeven limiet gedeeld door V3. Bijvoorbeeld:

ERM-BF412ak: De gebruikte waarde is 0,0 g/kg. De onzekerheid is 0,12 g/kg - 0 g/kg)/ V3 = 0.07 g/kg.

ERM-BF412bk: De gebruikte waarde, op basis van de genetische zuiverheid, is 207 / 209 * 1000 = 990 g/kg. De "min-onzekerheid" is
990-970) / \3 = 11 .5 g/kg. De "plus-onzekerheid" is 10 g/kg omdat de mogelijke GG-inhoud 1000 g/kg niet kan overschrijden.
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