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GM-massapitoisuuden. Lisaksi selvitetaéan, millainen EU:n GMO-

pitoisuuksien mittausjarjestelméa on.

MAARITELMA

Geneettisesti muunneltuja organismeja (GMO)
siséltavat tuotteet tarvitsevat EU.ssa
markkinointiluvan paastékseen Euroopan

markkinoille. EC:n sdannés nro 1830/2003 vaatii,
ettd enemman kuin 0,9 % geneettisesti
muunneltuja organismeja siséltévét tuotteet on
merkittdvd. EU:n saannodksen nro 619/2011
mukaan rehussa saa olla 0,1 (m/m) % GMO:ta,
jonka lupakasittely on kesken tai jonka lupa on
vanhentunut. Jotta EU:n lainsaadéant6d voidaan
noudattaa, on ruoka- ja rehutuotteiden GMO-
pitoisuus mitattava luotettavasti. Siksi jokaisessa
EC:n  julkaisemassa GMO-lupapaattksessa
mainitaan myds mittaustapa sekd sertifioitu
referenssimateriaali (CRM), jota on kaytetty
pitoisuuden maaérittelemisessa. Virallista
referenssimateriaalia  kaytetddn kalibroitaessa
tapauskohtaista kvantitatiivista PCR
(polymeraasiketjureaktio) -referenssitapaa, jonka
Euroopan Ruoka- ja rehureferenssilaboratorio
(EU-RL GMFF) on vahvistanut.

GMO:N CRM-OMINAISUUDET

Kaikki tutkimuskeskuksen vahvistamat GMO-
referenssiarvot perustuvat geneettisesti
muunnellun kuivatun kasvimateriaalin (yleensa
siemenjauheen) massaan  ja/tai kuivatun
muuntelemattoman kasvimateriaalin massaan.
Niiden sertifioitujen referenssimateriaalien, jotka
vaativat geenimuunnellun ja -muuntelemattoman
materiaalin  sekoittamista, massat oikaistaan
niiden  sisaltamén veden ja  arvioitujen
epapuhtauksien  painolla  sertifiointiprosessin
aikana. Geenimuunneltu massa lasketaan
seuraavasti:

oikaistu GM massa

oikaistu GM massa + oikaistu GM vapaa massa

Jokaisesta GMO-referenssimateriaalista
sertifioidaan sen tietynlaisen mittaustodistuksessa
mainitun geenimuuntelun jaljilta sisaltama GMO-
pitoisuus. Referenssimateriaalia voidaan kayttaa
vain samanlaisen muuntelun maarittelemiseen, ja
vastaavaa ei-muunneltua materiaalia voidaan
kayttdd vain todistamaan, ettei kyseista

muuntelua ole kaytetty siind maarin, etta
todistuksessa mainittu raja-arvo ylittyy.

Jokaisen sertifioidun GMO-referenssimateriaalin
todistus sisaltaa varastointisuositukset.
Referenssimateriaalin  tuottajaa ei voi pitda
vastuullisena muutoksista, joita materiaalissa
tapahtuu asiakkaan tiloissa, etenkin, jos
pakkaukset on avattu. Jos GMO-
referenssimateriaalia kaytetddn useita Kkertoja,
hygroskooppisten materiaalien kosteusabsorptio
tulisi minimoida sulkemalla pullo heti naytteenoton
jalkeen.

GMO-MITTAUSJARJESTELMA

Ruoka- ja rehunaytteiden GM-sisallon
mittaamiseen kaytetddn yleisesti kvantitatiivista
polymeraasiketjureaktiota (qPCR). Tama
DNA:han perustuva mittaustapa mittaa suhdetta
siirtogeenisen deoksiribonukleiinihapon eli
geenimuunteluperdisen DNA:n ja endogeenisen
eli biologisilta elidlajeilta 16ytyvan DNA:n valilla.

Yhteisen tutkimuskeskuksen sertifioimat GMO-
referenssimateriaalit on tarkoitettu kaytettaviksi
EU-RL-GMFF:n  yksittaiselle  muuntelutavalle
vahvistaman kvantitatiivisen PCR-
referenssimenetelmén yhteydesséa. Kvantitatiiviset
PCR-havaintomenetelmét, jotka vahvistetaan
EC.n sdanndksessa nro 1829/2003, Ioytyvat EU-
RL-GMFF:n kotisivuilta (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Jos
referenssimateriaaleja kaytetaan seulonta-
tutkimuksessa, kayttdjan on otettava huomioon,
etta GMO-vapaasta referenssimateriaalista
saattaa saada positiivisia mittaustuloksia, koska
materiaali on tarkoitettu vain tietynlaisen
muuntelun jaljittamiseen. Siksi kaikkia positiivisia
mittaustuloksia tulee tulkita varoen.

GMO-referenssimateriaaleja valmistettaessa
kiinnitetddn  erityistd huomiota siihen, ettad
geenimuunnellut ja -muuntelemattomat jauheet
ovat hiukkaskooltaan ja -koostumukseltaan
samanlaisia. Tamé& on erityisen tarkeda, koska
irrotettavissa olevan DNA:n maard on suoraan
verrannollinen hiukkaskokoon. Mikéali irrotettavissa
olevan DNA:n maard geenimuunnellussa ja
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-muuntelemattomassa jauheessa olisi erilainen,
se vaikuttaisi myds gPCR-menetelmalla mitattuun
GM-pitoisuuteen. Lisaksi mittaamiseen tulisi
kayttdd vain GMO-mittausvaatimukset tayttavia
sertifioituja menetelmid, joiden on todistettu
toimivan saman lajin  eri  muunnelmiin.
Sertifiointiprosessin aikana referenssimateriaalin
massan GM-pitoisuus todetaan kayttamalla
muuntelutapakohtaista gPCR-menetelm&a. Mikali
erilaista DNA:n irrottautumista on havaittu, tieto
siséltyy vahvistukseen.

Yksisirkkaisten kasvien siementen eri osien (kuten
maissin endospermi, siemenen kuori ja alkio)
geneettinen koostumus vaihtelee, ja kokonaisista
jyvista tuotetun kokojyvajauhon DNA-suhde eroaa
puhdistetusta viljasta tuotetun jauhon (joka
sisdltdd vain endospermid) DNA-suhteesta.
Yhteinen tutkimuskeskus kayttaa GMO-
referenssimateriaaleissaan kokojyvajauhoja.

Kaikki Yhteisen tutkimuskeskuksen hyvaksymat
GMO-referenssimateriaalit tuotetaan gravi-
metrisesti kayttden puhtaita muuntelemattomia ja
muunneltuja kasvimateriaaleja. Niille vahvistetaan
GM-massaosuus ottaen huomioon massaosuus-
rajat, jotka EU:n ruoka- ja rehulainsaadanto
asettaa. Suurin osa GMO-referenssimateriaaleista
on tarkoitettu kaytettaviksi kalibrantteina qPCR-
mittauksissa.

Juridisesti  EU:ssa GMO:n mittausjarjestelma
maaritellaan virallisen referenssimateriaalin
yhteydessa ja eritellaédn lupapaatoksessa, ja kun
kaytetddn EU-RL:n vahvistamaa mittaustapaa, ei
korjauksia tarvitse tehda. Referenssimateriaaleille
olennaisen tarkeda vaihdettavuutta, jos kaytetaan
eri mittausjarjestelmia, ei myoskaan tarvitse nain
ottaa huomioon.

GMO:N REFERENSSIMATERIAALIKOODI
Jokaisella GMO-referenssimateriaalilla on oma

koodinsa, joka koostuu kirjain- ja
numeroyhdistelmastd. Koodi on muotoa ERM-
BF123xy.  "ERM®™  maarittelee  brandin

(eurooppalaisen referenssimateriaalin  suojattu
tavaramerkki) ja BF ilmoittaa, ettd kysymys on
kasvireferenssimateriaalista, jonka avulla
maaritellddn GM-pitoisuutta. Seuraavat kolme
numeroa maarittavat muuntelutavan. "X” on pieni
kirjain a:sta g:hen, joka iimaisee
massaosuustason  (esim. ERM-BF412a =
nimellinen 0 g/kg, ERM-BF412b = nimellinen 1000
o/kg, ERM-BF412c = nimellinen 1 g/kg, ERM-
BF412d = 10 g/kg, nimellinen ERM-BF412e = 100
g/kg). "Y” on pieni kirjain k:sta z:aan, joka ilmaisee
toista, kolmatta jne. CRM-tuotantosarjaa.
Ensimmaisessad tuotantosarjassa ei ole tata
lisékirjainta.

Useimmiten sarjaan siséltyy viisi erilaista
pitoisuutta: nimellinen 0 ja 100 % seka

*
ety
* *
* *

e

yhdistelmét 0,1, 1 ja 10 (m/m) %. Véarikoodattuja
korkkeja kaytetddn eri massaosuustasoille:
nimellinen 0 g/kg = hopea, nimellinen 1000 g/kg =
musta, nimellinen 1 g/kg = kulta, nimellinen 10
g/kg = punainen, nimellinen 100 g/kg = ruskea.

Jokainen referenssimateriaalisarja on tuotettu eri
kasvimateriaaleista (esim. siemeneristda). Myds
hiukkaskoko ja -koostumus voi vaihdella, vaikka
sité yritetddn kaikin keinoin pitdé vakiona sarjasta
toiseen. Siksi kalibraatiolinja uudella
referenssimateriaalisarjalla voi olla erilainen kuin
vanhalla sarjalla, joten kéytettdessa uuden sarjan
referenssimateriaalia ensi kertaa tulisi ottaa
kayttoon uusi laadunvalvontakartta. On myds
suositeltavaa vaihtaa kaikkiin sovelluksiin, kuten
kalibrointiin ja laadunvalvontaan, uusi sarja
vanhan tilalle. Seurannan helpottamiseksi tulisi
aina kirjata, mita referenssimateriaalia kalibrointiin
on kaytetty.

{12k | eRM-BFa1 (c)rat2d

| Sample 00080000
eermirido RererpdTFED REFERENS CERTIFIED REFHRE REFERENCE M
P 1 Bt11 Maize | laize

BF: kasvin 412: kertoo c: kirjaimet . kirjaimet

CRM- muuntelu- a:stag:hen  k.sta'z:aan 2.,
sertfioitu GM- tapahtuman GM-massa- 3, jne.
pitoisuus osuustaso tuotantosarja

Kuva 1: GMO, referenssimateriaalisarja

ERITYISNAKOKULMAT SERTIFIOINNISSA
Suurimmasta osasta geenimuunneltuja
referenssimateriaaleja on saatavissa myds
puhdasta muuntelematonta jauhetta ja puhdasta
muunneltua jauhetta. Muuntelemattoman jauheen
todistuksessa sanotaan, etta se siséltdd GMO:ta
"alle” tietyn massaosuuden ottaen huomioon
menetelman virhemarginaalin (limit of detection,
LOD). Puhtaan muunnellun jauheen sanotaan
sisdltdvan GMO:ta “yli” tietyn massaosuuden
ottaen huomioon testattujen siementen
lukumaaran ja tilastollisen arvioinnin. Kun
laboratoriossa kaytetddn referenssimateriaaleja,
on varmistuttava siitd, ettd kaytetdan sertifioituja
arvoja (ks. esimerkki).

Muutama GMO-referenssimateriaali on sertifioitu
identifioituina (esim. ERM-BF421b). Niitd on
tarkoitus kayttdd positiivisina kontrollindytteind
esim. seulontatutkimuksessa. Niitd tulisi kayttda
vahvistamaan tietyn muuntelutavan kayttd tai
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kayttamattomyys, mutta ne eivat sovellu GMO- Muutama tietyn pitoisuustason GMO-
osuuksien mittaamiseen. referenssimateriaali on sertifioitu GM-massatason

lisaksi niiden geenimuunnellun DNA-
Jotkut GMO-referenssimateriaalit on sertifioitu kopiomaarasuhteen takia (esim. ERM-BF413e,
epasymmetrisen epavarmuusalueen kera. Jos ERM-BF415e, ERM-BF425c, ERM-BF427c) ja
tallaista materiaalia kaytetddn poikkeamien saataville  on hankittu my6s  vastaava
hakemiseen (ks. ERM sovellusmuistio 1), "plus- solupohjainen kalibrantti (esim. ERM-AD413,
epavarmuustekijaa” on kaytettava silloin, kun ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-AD427). Jos
keskimaarainen mittaustulos ylittdd sertifioidun naitd kaytetddn EU:ssa markkinakelpoisuuden
arvon ja "miinus-epavarmuustekijad” silloin, kun juridiseen vahvistamiseen, mittaustulokset on
keskimaarainen mittaustulos alittaa sertifioidun konvertoitava DNA-kopiomé&arasuhteista
arvon. massaosuuksiin. Huomioi, ettd EU-RL GMFF on

antanut konversiota varten vakioidun laskutavan.

ESIMERKKI PUHTAIDEN GMO-REFERENSSIMATERIAALIEN KAYTOSTA JA NIIDEN EPAVARMUUSTEKIJOISTA

Seuraavanlainen informaatio siséltyy ERM-BF412ak:n ja ERM-BF412bk:n analyysitodistuksiin (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Bt11-massaosuus maississa ”
Vahvistettu arvo [g/kg] Virhemarginaali [g/kg]
ERM-BF412ak <0127 -
ERM-BF412bk >970? -

1) Geneettisesti muunneltu maissi, yksiléimiskoodil SYN-BT@11-1.

2) Sertifioitu referenssimateriaali on tuotettu perinteisista ei-muunnelluista maissinsiemenista. Kontaminaatota ei havaittu
tdssa materiaalissa, kun kaytettiin tapauskohtaista kvantitatiiviseen polymeraasiketjureaktioon perustuvaa tutkimusta Bt11-
maissiin. Tutkimuksen virhemarginaali (LOD) oli 0,12 g/kg. 95 %:n varmuudella maissin Btl1-massapitoisuus on alle 0,12
g/kg. Maarittamisessa on kaytetty kansainvalista Sl-jarjestelmaa.

3) T'ama sertifioitu referenssimateriaali on tuotettu Bt11-geenimuunnelluista maissinsiemenisté. Sertifioitu arvo perustuu
Btll-maissijauheen geneettiseen puhtauteen. Btl1l-muuntelutapa testattiin yhteensa 209 siemenesta yksitellen, ja 207
siemenen tulos oli positiivinen. 95 %:n varmuudella maissin Bt11-massapitoisuus on yli 970 g/kg. Maarittamisessa on
kaytetty kansainvalista Sl-jarjestelmaa.

4) Virhemarginaali on laajennettu epavarmuus kertoimen k = 2 eli noin 95 %:n varmuuden pohjalta. Arvio perustuu ISO/IEC
oppaaseen 98-3, Opas mittausten epavarmuustekijdiden ilmaisemiseen (GUM:1995), ISO, 2008.

Yll&' esitetyn perusteella voidaan paatelld, etta CRM ERM-BF412ak:n on sertifioitu siséltavan < 0,12 g Btll/kg, eik& jauheessa
havaittu kontaminaatiota. 95 %:n varmuudella maissin Btll-massaosuus on alle 0,12 g/kg. Jatkolaskelmia kuten kalibrointik&yria
varten arvo tulee asettaa 0 g/kg:aan.

CRM ERM-BF412bk:n sertifioitiin sisaltdvan > 970 g/kg. 207 testatuista 209 siemenestd antoi positiivisen mittaustuloksen Bt11-
muuntelusta. 95 %:n varmuudella maissin Btll-sisalté on yli 970 g/kg. Jatkolaskelmia kuten kalibrointikdyria varten arvioidun
geneettisen puhtauden arvo tulee asettaa 990 g/kg:aan. Huomioi, ettd puhtaalle GMO-jauheelle referenssimateriaaleissa, joista ei
|16ydy kontaminaatiota, arvo on 1000 g/kg.

Kaikissa tapauksissa virhemarginaali lasketaan numeerisen arvon ja annetun raja-arvon valina jaettuna kolmella. Esimerkiksi:
ERM-BF412ak: Kaytetaan arvoa 0,0 g/kg; virhemarginaali on 0,12 g/kg — 0 g/kg)/ V3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: Geneerriseen puhtauteen perustuva arvo on 207 / 209 * 1000 = 990 g/kg. "Miinus-epavarmuustekija” on 990-970) / \3
=11,.5 g/kg. "Plus-epavarmuustekija" on 10 g/kg, koska mahdollinen GM-pitoisuus ei voi ylittda 1000 grammaa/kg.
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