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l'uso corretto dei materiali di riferimento certificati dal Centro comune di
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ricerca (JRC) per la rispettiva frazione di massa GM (geneticamente
modificata) per un evento specifico di modificazione genetica. Le informazioni riportate qui di seguito
spiegano il sistema di misurazione per la quantificazione degli OGM nel contesto dell'UE.

INTRODUZIONE

Allinterno dellUE, gli organismi geneticamente
modificati (OGM) devono essere autorizzati prima
di poter essere immessi sul mercato europeo. Il
regolamento (CE) n. 1830/2003 istituisce norme di
etichettatura per gli alimenti e i mangimi aventi un
contenuto di organismi geneticamente modificati
(OGM) superiore allo 0,9 %. Ai sensi del
regolamento (UE) n. 619/2011, i mangimi
possono contenere lo 0,1 (m/m)% di un OGM per
il quale & in corso un processo di autorizzazione o
per il quale e scaduta l'autorizzazione nellUE. Per
l'attuazione della legislazione dellUE, la
quantificazione degli OGM nei prodotti
alimentari/mangimi deve essere eseguita in modo
affidabile. Pertanto, la decisione di autorizzazione
per ciascun OGM, pubblicata dalla CE, specifica il
metodo di rilevamento e il materiale di riferimento
certificato (CRM) che impostano il sistema di
misurazione per la quantificazione. I CRM
ufficiale viene utilizzato per calibrare il metodo di
riferimento PCR quantitativo specifico dell'evento,
convalidato dal Laboratorio di riferimento
comunitario per alimenti e mangimi
geneticamente modificati (EU-RL GMFF).

CARATTERISTICHE DEI CRM PER OGM

| valori certificati di tutti i CRM per OGM dal
Centro comune di ricerca si basano su masse di
materiali  vegetali essiccati geneticamente
modificati (solitamente polveri di semi) e materiali
vegetali non geneticamente modificati. Per i CRM
che richiedono wuna miscela di materiali
geneticamente modificati e non, le masse sono
corrette in funzione del contenuto d'acqua e della
purezza stimata. La frazione di massa
geneticamente modificata (GM) € calcolata in
base alla seguente formula:

massa GM corretta

massa GM corretta + massa non GM corretta

Tutti i CRM per OGM sono certificati per la
frazione di massa di un evento specifico di
manipolazione genetica (conformemente a quanto

indicato nel relativo certificato). | CRM puo quindi
essere usato per quantificare unicamente questo
evento e il rispettivo materiale puro non-GM per
dimostrare l'assenza dell'evento in esame al di
sotto della soglia indicata sul certificato.

Le condizioni di conservazione di ciascun CRM
per OGM sono indicate nel certificato. |l
produttore di materiali di riferimento non puo
essere ritenuto responsabile per i cambiamenti
che si verificano durante la conservazione del
materiale presso la sede del cliente, in particolare
dei campioni aperti. Se si utilizza piu volte un
CRM per OGM, lassorbimento d'acqua dei
materiali igroscopici deve essere ridotto al minimo
chiudendo il flacone subito dopo aver prelevato un
campione.

METODO DI QUANTIFICAZIONE DEGLI OGM
La reazione a catena della polimerasi quantitativa
(qQPCR) & comunemente usata per quantificare il
contenuto geneticamente modificato nei campioni
di alimenti e mangimi. Questa tecnica di
guantificazione basata sul DNA misura il rapporto
tra l'acido desossiribonucleico (DNA) transgenico,
ossia derivato da modificazioni genetiche, e |l
DNA endogeno, che & specifico delle specie
biologiche.

I CRM per GMO pubblicati dal Centro comune di
ricerca sono intesi per l'uso congiunto con il
metodo di riferimento PCR quantitativo specifico
dell'evento, convalidato dalla normativa europea
sugli alimenti e i mangimi geneticamente
modificati. | metodi di rilevamento PCR
guantitativi, presentati e convalidati ai sensi del
regolamento (CE) n. 1829/2003, sono accessibili
al pubblico dalla homepage della normativa
europea sugli alimenti e i mangimi geneticamente
modificati (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Se i
CRM vengono utilizzati nei test di screening,
l'utente deve tener conto del fatto che i CRM non
OGM possono restituire risultati positivi nei test di
screening, mentre si tratta di veri negativi per il
metodo specifico dell'evento. Pertanto, eventuali
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risultati positivi devono essere interpretati con
estrema attenzione.

Nel preparare i CRM per OGM ci si € preoccupati
in particolar modo di far si che le polveri
geneticamente

modificate (GM) e quelle non GM fossero simili
sotto il profilo della granulometria. Si tratta di un
aspetto particolarmente importante in quanto la
quantita di DNA estraibile € correlata alla
granulometria. Una differenza sotto il profilo
dell'efficienza di estrazione del DNA dalle polveri
GM e non-GM si ripercuoterebbe sui valori di
concentrazione GM misurati mediante gPCR. Si
dovrebbero pertanto usare unicamente metodi
convalidati che soddisfano i requisiti per la
guantificazione degli OGM, i quali si sono gia
rivelati efficaci nellimpiego con diverse varieta
della stessa specie. Nellambito  della
certificazione la frazione di massa GM del CRM é
verificata con un metodo gPCR specifico
per I'evento considerato. Se é stata osservata una
diversa estraibilita del DNA, vengono fornite
gueste informazioni.

A causa della diversa composizione genetica
delle varie parti dei semi di monocotiledoni (ad es.
endosperma, esosperma e embrioni del mais), e
possibile che il valore del rapporto di DNA nella
farina integrale prodotta da cereali integrali non
coincida con quello della farina ottenuta da cereali
raffinati (contenente solo I'endosperma). Il Centro
comune di ricerca utilizza farine di semi integrali
per i suoi CRM per OGM.

Tutti i CRM per OGM del Centro comune di
ricerca sono prodotti in modo gravimetrico
utilizzando materiali vegetali puri GM e non GM.
Questi sono certificati per la frazione di massa
GM che supporta lI'implementazione delle soglie di
frazione di massa stabilite dalla relativa
legislazione UE per alimenti e mangimi. La
maggior parte dei CRM per OGM viene usata
come calibratore per le misurazioni gPCR.

Nel contesto giuridico dellUE, il sistema di
misurazione per la quantificazione degli OGM é
stabilito dai CRM ufficiali, specificati nella
decisione di autorizzazione, e dal metodo di
misurazione  convalidato  dalla  normativa
comunitaria, pertanto non € necessario applicare
alcuna correzione. Allo stesso modo, la
commutabilita, che €& una caratteristica
fondamentale per i materiali di riferimento se
vengono applicati diversi metodi di misurazione,
non deve essere considerata qui.

CODICE CRM PER OGM

Ogni CRM per OGM ha un codice individuale che
consiste in una combinazione di lettere e numeri.
Il formato generale ¢ ERM-BF123xy. "ERM®"

*
ety
* *
* *

e

specifica il marchio (marchio commerciale protetto
per il materiale di riferimento europeo), mentre BF
specifica che si tratta di una pianta CRM
certificata per il contenuto GM. | seguenti tre
numeri sono specifici per ciascun evento
particolare. La x & una lettera piccola che va dalla
a alla g e viene aggiunta dietro il codice evento
per indicare il livello di frazione di massa (cioé
ERM-BF412a = nominale O g/kg, ERM-BF412b =
nominale 1000 g/kg, ERM-BF412¢c = nominale 1
g/kg, ERM-BF412d = 10 g/kg, ERM-BF412e
nominale = 100 g/kg). La y € una lettera piccola
che va dalla k alla z e indica la seconda, terza e
successiva serie di produzione CRM. La prima
serie di produzione non presenta l'aggiunta della
lettera y.

Di solito vengono prodotti cinque diversi livelli di
concentrazione per set: 0 e 100% nominali e le
miscele 0,1, 1, 10 (m/m)%. | tappi con codice
colore  vengono  utilizzati per facilitare
l'identificazione dei diversi livelli di frazione di
massa: nominale 0 g/kg = argento, nominale 1000
g/kg = nero, nominale 1 g/kg = oro, nominale 10
g/kg = rosso, nominale 100 g/kg = marrone.

Ogni serie di produzione CRM é stata elaborata
utilizzando materiali vegetali diversi (ad es. lotti di
semi). Inoltre, il profilo granulometrico puo differire
nonostante tutti gli sforzi per mantenerlo costante
tra le serie piu vecchie e quelle piu recenti.
Pertanto, le linee di calibrazione stabilite con
gualsiasi nuova serie CRM possono differire dalle
linee di calibrazione stabilite con le vecchie serie,
e si dovrebbe awviare una nuova tabella di
controllo qualitd quando si utilizzano per la prima
volta CRM di una nuova serie. Allo stesso modo si
consiglia di effettuare le modifiche per tutte le
applicazioni, inclusi calibrazione e controllo di
qualita, quando si passa dall'uso di vecchie serie
a quelle nuove. Per motivi di tracciabilita, €&
necessario specificare sempre il CRM specifico
utilizzato per la calibrazione.

ERM-BF41{cl)F412

| Sample 0008
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certificata per specifici p;er Ig pTIr Ild' indicare la
contenuto GM ognievento livellodl seconda, terza o

! frazione di successiva serie

modificazio massa
ne genetica

Figura 1: Set di CRM per GMO

di produzione
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ASPETTI SPECIFICI PER LA CERTIFICAZIONE
Per la maggior parte dei CRM per OGM ¢
disponibile anche una polvere pura non OGM e
una polvere pura OGM. Quella non-OGM é
certificata per contenere "meno di" una
determinata frazione di massa di OGM in base al
limite di rilevamento (LOD) del metodo utilizzato
per la caratterizzazione. La polvere OGM pura &
certificata per contenere "piu di" una determinata
frazione di massa, in base al numero di semi
testati e alla valutazione statistica. Se utilizzata a
scopi di calibrazione, il laboratorio deve
assicurarsi di utilizzare i valori certificati (vedi
I'esempio).

Alcuni CRM OGM sono certificati in base alla loro
identita (ad esempio ERM-BF421b). Tali CRM
devono essere utilizzati come campioni di
controllo positivo per esempio in esercizi di
screening. Questi dovrebbero essere utilizzati per
confermare la presenza (o I'assenza) di un evento
OGM specifico, ma non sono adatti per la
guantificazione degli OGM.

*
ety
* *
* *

e

Alcuni CRM per OGM sono stati certificati con un
intervallo di incertezza asimmetrico. Se si usano
tali CRM per accertare eventuali errori sistematici
(vedi nota di applicazione 1 ERM), si deve
utilizzare "l'incertezza positiva" qualora il risultato
medio della misurazione superi il valore certificato
e "l'incertezza negativa" quando il risultato medio
della misurazione é inferiore al valore certificato.

Alcuni CRM per OGM di un livello di
concentrazione specifico sono stati certificati, oltre
alla frazione di massa GM, in base al rapporto del
numero di copie di DNA GM (cioé ERM-BF413e,
ERM-BF415e, ERM-BF425c, ERM-BF427c) per
cui & stato reso disponibile un corrispondente
calibratore  basato sul plasmide (ovvero
ERM-AD413, ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-
AD427). Se utilizzati per i test di conformita
normativa nellUE, i risultati delle misurazioni
devono essere convertiti da rapporti numerici di
copie del DNA in frazioni di massa. A questo
scopo si ricorda che la normativa comunitaria
sugli alimenti e i mangimi geneticamente
modificati  fornisce  determinati  fattori  di
conversione.
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ESEMPIO SULL'USO DEI CRM PER OGM PURI E RELATIVE INCERTEZZE

Le seguenti informazioni sono indicate nei certificati d'analisi per ERM-BF412ak e ERM-BF412bk (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Frazione di massa del mais Bt11 ¥
Valore certificato [g/kg] Incertezza [g/kg] &
ERM-BF412ak <0,12? -
ERM-BF412bk >970% -

1) Mais geneticamente modificato con identificativo univoco SYN-BT@11-1.

2) Il materiale di riferimento certificato & stato prodotto da semi di mais convenzionali e non modificati. Non € stata rilevata
alcuna contaminazione in questo materiale quando si utilizzava un dosaggio quantitativo specifico di reazione a catena della
polimerasi specifico per I'evento di mais Bt11. Il limite di rilevamento (LOD) era 0,12 g/kg. Con una sicurezza del 95%, la
vera frazione di massa di mais Bt11 del materiale & inferiore a 0,12 g/kg. Il valore certificato e riconducibile al Sistema
internazionale di unita di misura (Sl).

3) Questo materiale di riferimento certificato e stato prodotto da semi di mais Bt11 geneticamente modificati. Il valore
certificato si basa sulla purezza genetica della polvere di mais rispetto al mais Bt11. Su un totale di 209 semi testati
individualmente per la presenza dell'evento di mais Bt11, 207 semi sono risultati positivi. Con una sicurezza del 95%, la vera
frazione di massa di mais Bt11 del materiale € superiore a 970 g/kg. Il valore certificato e riconducibile al Sistema
internazionale di unita di misura (SI).

4) L'incertezza € l'incertezza estesa con un fattore di copertura k = 2 corrispondente a un livello di sicurezza di circa il 95%,
stimato secondo la Guida ISO/IEC 98-3, Guida all'espressione dell'incertezza di misura (GUM:1995), I1SO, 2008.

Sulla base delle informazioni di cui sopra, si pud concludere che CRM ERM-BF412ak é certificato per contenere <0,12 g Btl1l/ kg e
che non é stata rilevata alcuna contaminazione nel materiale in polvere. Con una sicurezza del 95%, la vera frazione di massa di mais
Btll del materiale e inferiore a 0,12 g/kg. Pertanto, per ulteriori calcoli, compresa limpostazione delle curve di calibrazione, &
necessario utilizzare il valore 0 g/kg.

CRM ERM-BF412bk e stato certificato per contenere >970 g/kg. 207 dei 209 semi testati sono risultati positivi alla presenza
dell'evento mais Bt11l. Con una sicurezza del 95%, la vera frazione di massa di mais Bt11 del materiale e superiore a 970 g/kg. Per
ulteriori calcoli, quando si deve impostare una curva di calibrazione per questo GM, & necessario utilizzare la purezza genetica stimata
di 990 g/kg. Per i CRM per OGM puri in polvere in cui non € stata rilevata alcuna contaminazione, & necessario utilizzare 1000 g/kg.

In tutti i casi, l'incertezza da utilizzare si calcola a partire dall'intervallo tra il valore numerico e il limite dato diviso per V3. Per esempio:
ERM-BF412ak: Il valore utilizzato & 0,0 g/kg; l'incertezza & di 0,12 g/kg - 0 g/kg) / V3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: Il valore utilizzato, basato sulla purezza genetica, € 207/209 * 1000 = 990 g/kg. L "incertezza negativa" € 990-970) /
V3 = 11,5 g/kg. L "incertezza positiva” & di 10 g/kg in quanto il possibile contenuto GM non pud superare i 1000 g/kg.
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