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JRC etalonaineid, mille konkreetse geenmuundamisega saadud materjali

sisaldus on sertifitseeritud. Selles selgitatakse, kuidas GMO sisalduse

maaramine on ELi kontekstis korraldatud.

SISSEJUHATUS

ELis peavad geneetiliselt muundatud organismid
(GMO-d) saama loa enne, kui neid tohib Euroopa
turule tuua. Maarusega (EU) nr 1830/2003
noutakse, et koik toiduained ja loomasdddad,
mille GMO-sisaldus uletab 0,9 %, oleksid
margistatud. Maaruse (EL) nr 619/2011 kohaselt
voib loomas6ét sisaldada 0,1 (m/m) % GMO-d,
mille loa taotlemine on menetlemisel v6i mille luba

EL-is on aegunud. ELi  0Gigusaktide
rakendamiseks peab  GMO-de  sisalduse
maaramine toidus/loomasdddas toimuma

usaldusvaarsel viisil. Selleparast maaratletakse
iga GMO loa andmise otsusega, mille EU
avaldab, tuvastamismeetod ja sertifitseeritud
etalonaine (CRM), millega luuakse
kvantifitseerimiseks vajalik maootesiisteem.
Ametlikku CRM-i  kasutatakse tekkepdhise
kvantitatiivse polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR)
meetodi kalibreerimiseks, mille on valideerinud
Euroopa geneetiliselt muundatud toidu ja s6d6da
referentlabor (EU-RL GMFF).

GMO SERTIFITSEERITUD ETALONAINETE
OMADUSED

Kdikide = GMO CRM-ide  Teadusuuringute
Uhiskeskuses sertifitseeritud vaartused pdhinevad
kuivatatud geneetiliselt muundatud taimematerjali
(enamikul juhtudel seemnetest jahvatatud pulber)
jalvdi  kuivatatud geneetiliselt muundamata
taimematerjali massil. CRM-ide puhul, mis
nduavad geneetiliselt muundatud ja geneetiliselt
muundamata materjalide segamist,
korrigeeritakse ~ masse  veesisalduse  ning
hinnangulise puhtuse astme suhtes
sertifitseerimise kdigus. GM massiosa arvutatakse
jargmiselt:

korrigeeritud mass GM

korrig.mass GM + korrig.mass mitte GM

Ilga GMO  sertifitseeritud etalonaine on
sertifitseeritud teatava geenmuundatud materjali
sisalduse suhtes (mis on margitud sertifikaadis).
Seda etalonainet etalonainet kasutada ainult
teatava GM-i sisalduse maaramiseks ja vastavat

puhast maatriksit (geneetiliselt muundamata
materjali) saab kasutada  ainult  selle
tdendamiseks, et kénealuse GM-i sisaldus on
allpool sertifikaadis esitatud lavivaartust.

Sertifikaadil on iga GMO CRM-i kohta toodud
soovitatavad sdilitustingimused. Etalonaine
tootjad ei vastuta muudatuste eest, mis toimuvad
materjali sailitamisel kliendi valdustes, eriti kehtib
see avatud proovide kohta. Kui GMO
sertifitseeritud etalonainet kasutatakse mitu korda,
siis tuleb hiigroskoopsete materjalide hidratsioon
viia miinimumini, sulgedes pudeli viivitamatult
parast proovi vétmist.

GMO-SISALDUSE MAARAMISE MEETOD

Tavaliselt kasutatakse GM-i sisalduse
maaramiseks  toiduainete ja  loomasddda
proovides kvantitatiivse polimeraasi

ahelreaktsiooni (qPCR). Sellise DNA-p0&hise
kvantifitseerimismeetodiga moddetakse suhet
transgeense  desoksuribonukleiinhappe (DNA),
st. DNA, mis on saadud geneetilise
modifikatsiooni abil, ning endogeense DNA vahel,
mis on omane bioloogilisele liigile.

Teadusuuringute Uhiskeskuse avaldatud GMO
CRM:-id on ette nahtud kasutamiseks koos EU-RL
GMFFi valideeritud konkreetse muundamise
suhtes spetsiifilise kvantitativse PCR-meetodiga.
Kvantitativsed PCR tuvastamise meetodid, mis
on esitatud ja valideeritud méaaruse (EU) nr
1829/2003 satete kohaselt, on Uldsusele
kattesaadavad EU-RL GMFF kodulehel (
http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx).  Kui
CRM-e kasutatakse skriininganallisides, siis
peab kasutaja arvestama, et geneetiliselt
muundamata CRM vOib pdhjustada
skriininganalliiisis  positiivseid  signaale, kuigi
spetsiifilist siindmust  tuvastava meetodi
kasutamisel on tegemist tegeliku negatiivse
tulemusega. Sellepdrast peab  positiivseid
signaale interpreteerides olema vaga hoolikas.

GMO CRM-ide ettevalmistamise protsessis tuleb
olla eriti hoolikas tagamaks, et geneetiliselt
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muundatud ja geneetiliselt muundamata pulbrid
oleksid sarnase osakeste suuruse jaotusega. See
on eriti oluline, kuna ekstraheeritav DNA
korreleerub osakeste suurusega. DNA
ekstraheerimise erinev saagis geenmuundatud ja
geenmuundamata pulbri puhul mgjutaks qPCR-
meetodil méddetavat GM sisaldust. Selleparast
tuleks kasutada ainult selliseid DNA
ekstraheerimismeetodeid, mille puhul selle ndude
tditmine on valideeritud ning mis tdestatult
toimivad sama liigi eri sortidega. Etalonaine
sertifitseerimisel kontrollitakse GMi massiosa
vaartust, kasutades konkreetse muundamise
suhtes spetsiifilist gPCR-meetodit. Kui tuvastatud
on erinev DNA ekstraheeritavus, siis esitatakse
see teave.

Uheiduleheliste taimede seemnete eri osade (nt
maisi endosperm, seemnekate ja embrio)
geneetiline koostis on erinev ning tervetest
teradest valmistatud taisterajahu DNA suhte
vaartus erineb rafineeritud teradest (sisaldavad
ainult endospermi) valmistatud jahust.
Teadusuuringute Uhiskeskus kasutab GMO CRM-
ide jaoks taisteradest valmistatud jahu.

Kéik JRC GMO CRM-id on valmistatud
gravimeetriliselt, kasutades puhtaid geneetiliselt
muundamata ja geneetiliselt muundatud
taimematerjali. Need on sertifitseertitud
eesmargiga toetada geneetiliselt muundatud
massiosa lavede ellurakendamist, mis on kindlaks
maaratud vastavas ELi toidu- ja
loomatervishoiualastes  Gigusaktides.  Enamik
GMO CRM-e on ette ndhtud kasutamiseks gPCR
mddtmisel kalibrantidena.

GMO-de sisalduse madootesiusteem on  ELi
Oigussisteemi raames satestatud ametliku
etalonaine abil, mis on mé&aratud loa andmise
otsusega, ning EU-RL valideeritud mddtmisviis,
selleparast puudub vajadus paranduse
tegemiseks. Samuti ei pea siin arvestama
vahetatavust, mis on etalonainete puhul otsustav
omadus juhul, kui kasutatakse erinevaid
mddtmismeetodeid.

GMO CRM-i KOOD

Koikidel GMO CRM-idel on oma kood, mis
koosneb tahtedest ja numbritest. Koodi Uldine
vorming on  ERM-BF123xy. "ERM® maarab
kaubamargi (Euroopa referentsmateriali kaitstud
kaubamark) ning BF maéarab, et tegemist on
taimse etalonainega, mis on sertifitseerinud GM
sisalduse suhtes. Jargmised kolm numbrit
kirjeldavad konkreetset ainet. x on vaiketéht
vahemikus a kuni g, see lisatakse siindmuse
koodile markimaks massiosa taset (nt ERM-
BF412a = nimikogus O g/kg, ERM-BF412b =
nimikogus 1000 g/kg, ERM-BF412c = nimikogus 1
o/kg, ERM-BF412d = 10 g/kg, nimikogus ERM-

*
ety
* *
* *

e

BF412e = 100 g/kg). y on vaiketaht vahemikus Kk -
z ning see tahistab teist, kolmandat jne CRM-i
tooteseeriat. Esimesel tooteseerial ei ole lisatdhte
y.

Enamikul  juhtudest on partis erinevad
kontsentratsioonitasemed: nimikogused 0 ja 100
% ning segud 0,1, 1, 10 (m/m) %. Varvikoodiga
korke kasutatakse selleks, et lihtsustada eri
massiosa tasemete tuvastamist: nimikogus 0 g/kg
= hdbedane, nimikogus 1000 g/kg = must,
nimikogus 1 g/kg = kuldne, nimikogus 10 g/kg =
punane, nimikogus 100 g/kg = pruun.

Kdik CRM tooteseeriad on téoddeldud erinevat
taimset materjali (s.0. Seemnepartiid) kasutades.
Lisaks sellele vdib osakeste jaotus suuruse jargi
erineda hoolimata pingutustest hoida seda
vanemates ja uuemates seeriates konstantsena.
Sellepdrast vbivad iga uue CRM-seeria
kalibreerimiskdverad erineda vanade seeriate
kalibreerimiskdveratest ning esimest korda uue
seeria CRM-i kasutades tuleb alustada uut
kvaliteedikontrolli tabelit. Samuti on soovitatav
koikides rakendustes, sh ka kalibreerimiseks ja
kvaliteedikontrolliks, votta vana seeria asemel
kasutusse uus seeria. Jalgitavuse eesmargil tuleb
alati kindlaks maarata kalibreerimiseks kasutatav
konkreetne CRM.

Q12bk | erm-BFa1{@Far2c

| Sample 00080000

) 412: c : vaiketahed k-
BF:ltalmne ) konkreetse  véiketdhe ls<t IZS:]kiezt—anr;ed ‘
g;?—t?fintzleneel"ir:glj ON  geneetiliselt d a-st mérgivad

liselt muundatud kuni g-ni esimest, teist
geneetilise materjali naitavad kolmanc;atjne,
muundatud number massiosa

materjali tooteseeriat.

sisalduse suhtes

Joonis 1: GMO CRM-id

taste

SPETSIIFILISED
ASPEKTID

Enamiku GMO CRM-ide jaoks on saadaval puhas
geneetiliselt muundamata materjali pulber ja
puhas geneetiliselt muundatud pulber.
Geneetiliselt muundamata pulber on
sertifitseeritud ja sisaldab GMO-d ,vdhem kui*
GMO massiosa karakteriseerimiseks kasutatud
meetodi avastamispiiri (LOD) p&hjal. Puhas GMO
pulber on selline, mis sertifikaadi kohaselt

SERTIFITSEERIMISE
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sisaldab antud massiosa ,rohkem kui“ testitud
seemnete ja statistilise hindamise alusel.
Kalibreerimiseks kasutamisel peab laboratoorium
tagama sertifitseeritud vaartuste kasutamise (vt
naidet).

Méned GMO CRMid on sertifitseeritud paritolu
suhtes (nt ERM-BF421b). Sellised CRM-id on
mdeldud kasutamiseks positiivsetes
kontrollproovides, nt sdeltestides.  Neid tuleks
kasutada konkreetse GMO olemasolu (v0i
puudumise) kinnitamiseks, kuid need ei sobi
GMO-de sisalduse méaéra analtisiks.

Moned GMO sertifitseeritud etalonained on
sertifitseeritud asimmeetrilise
maaramatusvahemikuga. Kui sellist CRM-i
kasutatakse stistemaatilise vea kontrollimiseks (vt
ERM rakendusleht 1)  tuleb wplussiga

maaramatust® kasutada juhul, kui keskmine
moodtmistulemus on sertifitseeritud vaartusest
suurem, ning ,miinusega maaramatust” tuleb
kasutada, kui see on vaiksem.

Moned teatavate kontsentratsioonitasemetega
GMO CRM-id on sertifitseeritud lisaks GM
massiosale ka GM DNA koopiate arvu suhtes (nt
ERM-BF413e, ¥ ERM-BF415e, ERM-BF425c,
ERM-BF427c) ning vastav plasmiidne kalibrant on
tehtud kattesaadavaks (s.0. ERM-AD413, ERM-
ADA415, ERM-ADA425, ERM-AD427).
Oiguspéarasuse vastavuse kontrollimiseks ELis
tuleb DNA koopiate arvu mddtmistulemused
konverteerida massiosaks. Pange tahele, et EU-
RL GMFF on sellel eesmargil kehtestanud
Umberarvestustegurid.

NAIDE PUHASTE GMO CRM-IDE KASUTAMISE KOHTA JA NENDE MAARAMATUS

Jargmise teabe leiate ERM-BF412ak ja ERM-BF412bk analulsitéenditeelt (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Bt11 maisi massiosa

Sertifitseeritud vaartus [g/kg]

Maaramatus [g/kg] ¥

ERM-BF412ak <0.12?

ERM-BF412bk >970°

modtuhikute ststeemini (S).

2008.

1) Geneetiliselt modifitseeritud mais kordumatu tunnusega SYN-BT@11-1.

2) Sertifitseeritud etalonaine on toodetud tavalistest muundamata maisiseemnetest. Selles materjalis ei leitud saastamist, kui
kasutati kvantitatiivset polimeraasi ahelreaktsiooni analliiisi Bt11 maisi, Avastamispiir (LOD) oli 0.12 g/kg. 95 % usalduspiiri
“juures jaab Bt11 maisi materjali tegelik massiosa alla 0.12 g/kg. Sertifitseeritud vaartus on jalgitav rahvusvahelise

3) See sertifitseeritud etalonaine on toodetud geneetiliselt muundatud Bt11l maisiseemnetest. Sertifitseeritud vaartus péhineb
maisipulbri geneetilisel puhtusel Bt11l maisi osas. Kokku testiti eraldi 209 seemet Bt11 maisi olemasolu suhtes, millest 207
seemet andsid positiivse vastuse. 95 % tdendosusega on Bt11l maisi materjali tegelik massiosa ule 970 g/kg. Sertifitseeritud
vaartus on jalgitav rahvusvahelise mdotuhikute susteemini (SI).

4) Maaramatus on laiendatud méaaramatus kattuvuskoefitsiendiga k = 2 , mis vastab ligikaudu usaldusnivoole 95 %, mis on
arvutatud vastavuses ISO/IEC juhendiga 98-3, Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM:1995), I1SO,

Ulaltoodud teabe pdhjal saab jareldada, et CRM ERM-BF412ak sisaldab sertifikaadi kohaselt < 0.12 g Bt11/kg ning pulbermaterjali
saastumist ei tuvastatud. 95 % usaldusvaarsuse juures on Btll maisi materjali tegelik massiosa alla 0.12 g/kg. Sellepéarast peaks
jargnevates arvutustes, sh ka kalibreerimiskdverate koostamisel, kasutama vaartust 0 g/kg.

CRM ERM-BF412bk sisaldab sertifitseerimise kohaselt > 970 g/kg. 207 kontrollitud 209-st seemnest osutusid Btl1l maisi esinemise
osas positiivseks. 95 % tdendosusega on Bt1ll maisi materjali tegelik massiosa lle 970 g/kg. Jargnevates arvutustes peaks selle GM
kalibreerimiskdverate koostamisel kasutama hinnangulist geneetilist puhtust 990 g/kg. Pange tahele, et puhta GMO pulbriga CRM-ide

puhul, kus saastumist ei leitud, tuleks kasutada 1000 g/kg.

Koikidel juhtudel on kasutatav maéramatus arvutatud arvvaértuse ja antud piiri vahelise vaértuse alusel, mis on jagatud V3. Néiteks:
ERM-BF412ak: kasutatud vaartus on 0.0 g/kg; maaramatus on 0.12 g/kg — 0 g/kg)/ V3 = 0.07 g/kg

ERM-BF412bk: kasutatud vaartus geneetilise puhtuse pdhjal on 207 / 209 * 1000 = 990 g/kg. Negatiivne maaramatus on 990-970) /
\3 = 11 .5 g/kg. Positivne maaramatus on 10 g/kg, kuna vdimalik GM sisaldus ei saa iiletada 1000 g/kg.
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