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stosowania certyfikowanych materiatbw referencyjnych WCB dla  Retieseweg 111, 2440 Geel, Belgia

okreslenia  zmodyfikowanej  genetycznie  (GM)

cze$ci masowej E-mail: stefanie.trapmann@ec.europa.eu

okreslonego zdarzenia GM. Wyjasnia, w jaki sposob konfigurowany jest
system pomiarowy do oznaczania ilosciowego GMO w kontekscie UE.

WPROWADZENIE:

W UE organizmy zmodyfikowane genetycznie
(GMO) muszg uzyska¢ zezwolenie na
dopuszczenie do obrotu na rynku europejskim.
Rozporzgdzenie (WE) nr 1830/2003 wymaga, aby
zywnos¢ i produkty paszowe zawierajgce wiecej
niz 0,9% GMO byly oznakowane. Zgodnie z
rozporzgdzeniem (UE) nr 619/2011 pasza moze
zawiera¢ 0,1 (m/m)% GMO, dla ktérego oczekuje
sie dopiero na proces udzielania zezwolenia lub
dla ktérego wygasto zezwolenie w UE. Na
potrzeby wdrozenia prawodawstwa UE
kwantyfikacja zawartosci GMO w produktach
zywnosciowych/paszowych musi byc
przeprowadzona w wiarygodny sposéb. Dlatego
decyzja zatwierdzajgca dla kazdego GMO,
opublikowana przez WE, okresla metode
wykrywania i certyfikowany materiat odniesienia
(CRM), ktéry ustanawia system pomiarowy do
oznaczania ilosciowego. Oficjalny CRM stuzy do
kalibracji ilosciowej metody referencyjnej PCR
wiasciwej dla zdarzenia, zatwierdzonej przez
Europejskie  Laboratorium Referencyjne ds.
Zywnosci i Pasz GM (EU-RL GMFF).

CHARAKTERYSTYKA CRM GMO

Certyfikowane wartosci wszystkich CRM GMO z
WCB sg oparte na masach wysuszonego
genetycznie zmodyfikowanego materiatu
roslinnego (w wiekszosci przypadkéw proszku z
nasion) i/lub suszonego niemodyfikowanego
genetycznie materiatu ro$linnego. W przypadku
CRM wymagajgcych mieszania materiatéw
genetycznie modyfikowanych i
niemodyfikowanych, masy koryguje sie podczas
certyfikacji pod katem zawartosci wody i
szacowanej czystosci. Frakcje masowg GM
oblicza sie jako:

skorygowana masa GM

skoryg. masa GM + skoryg.masa nie
GM

Kazdy CRM GMO jest certyfikowany dla utamka
masowego okreslonego zdarzenia GM (podanego
na certyfikacie). CRM moze by¢ wykorzystany
tylko do ilosciowego okreslenia tego zdarzenia, a

odpowiedni materiat zerowy (materiat
niezmodyfikowany genetycznie) moze by¢ uzyty
tylko do udowodnienia braku tego zdarzenia,
ponizej progu podanego w certyfikacie.

Dla kazdego CRM GMO w certyfikacie podano
zalecane warunki przechowywania. Producent
materiatu odniesienia (RM) nie moze byé
pociggniety do odpowiedzialnosci za zmiany,
ktére  nastgpia  podczas przechowywania
materiatu w siedzibie klienta, zwlaszcza otwartych
prébek. Jezeli CRM GMO jest uzywany
wielokrotnie, absorpcje wody przez materiaty
higroskopijne nalezy zminimalizowa¢ poprzez
zamkniecie butelki natychmiast po pobraniu
probki.

METODA OZNACZENIA ILOSCIOWEGO GMO

llosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (qQPCR)
jest powszechnie stosowana do oceny ilosciowej
zawartosci GM w prébkach zywnosci i paszy. Ta
technika kwantyfikacji oparta na DNA mierzy
stosunek miedzy transgenicznym kwasem
dezoksyrybonukleinowym (DNA), tj. pochodzacym
z modyfikacji genetycznej, a endogennym DNA,
ktéry jest specyficzny dla gatunkéw biologicznych.

GMO CRM wydane przez WCB s3 przeznaczone
do uzycia w pofgczeniu z ilosciowg metodg
referencyjng PCR, specyficzng dla zdarzenia i
zatwierdzong przez EU-RL GMFF. lloSciowe
metody wykrywania PCR, przediozone i
zatwierdzone na podstawie rozporzgdzenia (WE)
nr 1829/2003 s3g publicznie dostepne na witrynie
EU-RL GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Jesli
CRM sg stosowane w testach przesiewowych,
uzytkownik musi wzigé pod uwage, ze CRM
niemodyfikowany genetycznie moze dawaé w
tescie przesiewowym pozytywne wyniki, gdy w
rzeczywistosci sg one prawdziwymi negatywami
dla metody specyficznej dla zdarzenia. W
rezultacie nalezy zachowa¢ ostroznos¢ w
interpretaciji pozytywnych wynikow
przesiewowych.

Podczas przygotowywania GMO CRM nalezy
zwrdcié szczegolng uwage, aby proszki GM i nie
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GM, byty podobne pod wzgledem rozktadu
wielkosci czastek. Jest to szczegdlnie wazne,
poniewaz ilos¢ ekstrahowalnego DNA koreluje z
wielko$cig czagstek. Rézne wydajnosci ekstrakciji
DNA dla proszku GM i nie-GM wptynetyby na
zawartos¢ GM mierzong metodg qPCR. Ponadto
nalezy stosowaé¢ wytgcznie metody ekstrakcji
DNA, ktére zostaty zatwierdzone dla wymagan w
zakresie kwantyfikacji GMO, i dla ktérych
wykazano, iz dziatajg réznymi odmianami tego
samego gatunku. Podczas -certyfikacji utamek
masowy GM CRM jest weryfikowany przy uzyciu
metody qPCR specyficznej dla zdarzenia. Jezeli
zaobserwowano inng ekstrakcje DNA, informacja
ta zostaje podana.

Sktad genetyczny réznych czesci nasion roslin
jednolisciennych (np. bielma kukurydzy, okrywy
nasiennej i zarodka) jest rozny, a wartosé
stosunku DNA w mace peinoziarnistej
wytwarzanej z petnych ziaren rézni sie od maki
wytwarzanej z ziaren rafinowanych
(zawierajgcych wytacznie bielmo) . WCB, na
potrzeby swoich badan GMM CRM wykorzystuje
maki petnoziarniste.

Wszystkie GMO CRM z WCB sg wytwarzane
grawimetrycznie, przy uzyciu czystych materiatow
roslinnych GM i nie-GM. Sg certyfikowane na
frakcje masowg GM wspierajacg wdrozenie
progow frakcji ~masowej okreslonych w
odpowiednich  przepisach UE  dotyczacych
zywnosci i pasz. Wigkszos¢ GMO CRM jest
przeznaczona do stosowania jako kalibratory do
pomiaréw gPCR.

System pomiarowy do kwantyfikacji GMO w
kontekscie prawnym UE jest ustanowiony przez
oficjalny materiat CRM, okreslony w decyzji o
zezwoleniu, oraz metode pomiaru zatwierdzong
przez UE-RL, dlatego nie trzeba stosowaé
korekty. Podobnie nie trzeba tu bra¢ pod uwage
zamiennosci, ktéra jest kluczowg cechg dla
materialdbw odniesienia w razie stosowania
réznych metod pomiaru.

KOD CRM GMO

Kazdy CRM GMO ma indywidualny kod, ktory
sktada sie z kombinac;ji liter i cyfr. Ogdlny format
to ERM-BF123xy. LERM®  okresla marke
(chroniony znak towarowy dla europejskiego
materiatu referencyjnego), a BF wskazuje, ze jest
to roslinny CRM z certyfikatem zawartosci GM.
Kolejne trzy cyfry sg specyficzne dla kazdego
konkretnego zdarzenia. X to mata litera od ,a” do
,g", dodana za kodem zdarzenia, aby wskazac
poziom utamka masy (. ERM-BF412a =
nominalnie 0 g/kg, ERM-BF412b = nominalnie
1000 g/kg, ERM-BF412c = nominalnie 1 g/kg,
ERM-BF412d = 10 g/kg, nominalnie ERM-BF412e
=100 g/kg). Y jest matg literg w przedziale od ,k”

*
ety
* *
* *

e

do ,Z° i oznacza druga, trzecig itd. serie
produkcyjng CRM. Pierwsza seria produkcyjna
wystepuje bez tej dodatkowej litery y.

W wiekszosci przypadkow wytwarza sie piec
réznych poziomow stezenia na zestaw: nominalne
0 i 100%, oraz mieszaniny 0,1, 1, 10 (m/m)%.
Oznaczone kolorami zakretki utatwiajg
identyfikacje ré6znych pozioméw frakcji masowych:
nominalne 0 g/kg = srebrny, nominalne 1000 g/kg
= czarny, nominalne 1 g/kg = zloty, nominalne 10
g/kg = czerwony, nominalne 100 g/kg = brgzowy.

Kazda seria produkcyjna CRM jest przetwarzana
przy uzyciu réznych materiatéw roslinnych (np.
partii nasion). Ponadto rozkifad wielkosci czgstek
moze sie rozni¢ pomimo wszelkich staran, na
rzecz utrzymania statej wartosci miedzy starszg i
nowszg serig. W zwigzku z tym, linie kalibracyjne
ustanowione w dowolnej nowej serii CRM mogg
rézni¢ sie od linii kalibracyjnych ustanowionych w
starszej serii i nalezy rozpocza¢ nowg karte
kontroli jakosci, gdy CRM z nowej serii jest
stosowany po raz pierwszy. Podobnie zaleca sie
zmiane dla wszystkich zastosowan, w tym
kalibracji i kontroli jakosci, przy przejsciu od
uzywania starej serii do nowej. Ze wzgledu na
mozliwos¢ sledzenia nalezy zawsze okresli¢
konkretny CRM zastosowany do kalibraciji.
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Rys. 1. Zestaw CRM GMO

SZCZEGOLNE ASPEKTY CERTYFIKACJI

Dla wiekszosci CRM GMO dostepny jest rowniez
czysty proszek niemodyfikowany genetycznie i
czysty  proszek GMO. Niezmodyfikowany
genetycznie jest certyfikowany jako zawierajgcy
.,mniej niz” utamek masowy GMO, w oparciu o
granice wykrywalnosci (LOD) metody
zastosowanej do charakteryzacji. Czysty proszek
GMO jest certyfikowany, jako zawierajacy ,wiecej
niz’ okreslong frakcje masowag na podstawie
liczby testowanych nasion i oceny statystycznej.
W  przypadku Kkalibracji, laboratorium musi
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zapewni¢ stosowanie certyfikowanych wartosci
(patrz przyktad).

Kilka CRM GMO jest certyfikowanych pod katem
tozsamosci (fj. ERM-BF421b). Takie CRM sag
przeznaczone do stosowania, jako probki kontroli
pozytywnej np. w badaniach przesiewowych.
Powinny byé stosowane do potwierdzania
obecnosci (lub braku) okreslonego zdarzenia
GMO, ale nie sg odpowiednie do oznaczania
ilosciowego GMO.

Niektore CRM GMO uzyskaty certyfikat =z
asymetrycznym zakresem niepewnosci. Jezeli taki
CRM jest wykorzystywany do kontroli btedu (patrz
Nota aplikacyjna ERM 1), nalezy zastosowacé
Lniepewnos¢ dodatnig” w przypadku, gdy Sredni

wynik pomiaru przekracza warto$¢ certyfikowana,
a ,niepewnos¢ ujemng” jesli sredni wynik pomiaru
jest nizszy niz wartos$¢ certyfikowana.

Kilka CRM GMM o okreslonym poziomie stezenia
zostato certyfikowanych, poza frakcjami
masowymi GM, dla stosunku liczby kopii ich GM
DNA (tj. ERM-BF413e, ERM-BF415e, ERM-
BF425c, ERM-BF427c) i udostepniono
odpowiedni kalibrator oparty na plazmidzie (t.].
ERM-AD413, ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-
AD427). W przypadku zastosowania do testow
zgodnosci z prawem UE, wyniki pomiaroéw nalezy
przeliczy¢ ze wspotczynnikow liczby kopii DNA na
utamki masowe. Nalezy zauwazy¢, ze GMFF UE-
RL zapewnia do tego celu ustalone wspotczynniki
konwersiji.

European Reference Materials

PRZYKLAD ZASTOSOWANIA CZYSTYCH CRM GMO | ICH NIEPEWNOSCI

Ponizsze informacje mozna znalez¢ w certyfikatach analizy dla ERM-BF412ak i ERM-BF412bk (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Frakcja masowa kukurydzy Bt11

Wartosc certyfikowana [g/kg] Niepewnosé [g/kg] ¥

ERM-BF412ak <0,12? -

ERM-BF412bk >970? -

1) Genetycznie zmodyfikowana kukurydza z unikalnym identyfikatorem SYN-BT@11-1.

2) Certyfikowany materiat odniesienia zostat wyprodukowany z konwencjonalnych niemodyfikowanych nasion kukurydzy. Nie
wykryto zanieczyszczenia w tym materiale przy zastosowaniu ilosciowego testu tancuchowej reakcji polimerazy
specyficznego dla zdarzenia, ukierunkowanego na zdarzenie kukurydzy Bt11. Granica wykrywalnosci (LOD) wynosita 0,12
g/kg. Z 95% pewnoscig, rzeczywisty udziat masy kukurydzy Bt11 w materiale wynosi ponizej 0,12 g/kg. Warto$é
certyfikowana jest powigzana z miedzynarodowym uktadem jednostek (SI).

3) Ten certyfikowany materiat odniesienia zostat wyprodukowany z genetycznie zmodyfikowanych nasion kukurydzy Bt11.
Certyfikowana wartos$¢ oparta jest na genetycznej czystosci proszku kukurydzy w odniesieniu do kukurydzy Bt11. W sumie
209 nasion badano indywidualnie pod katem obecnosci zdarzenia kukurydzy Bt11, z czego dla 207 nasion uzyskato wynik
pozytywny. Z 95% pewnoscig, rzeczywisty udziat masy kukurydzy Bt11 w materiale wynosi powyzej 970 g/kg. Wartos¢
certyfikowana jest powigzana z miedzynarodowym uktadem jednostek (Sl).

4) Niepewnos$¢ to niepewnos¢ rozszerzona o wspotczynnik zasiegu k = 2, odpowiadajgcy poziomowi zaufania okoto 95%,
oszacowanemu zgodnie z normg ISO/IEC Guide 98-3, Przewodnik po wyrazaniu niepewnosci pomiaru (GUM: 1995), ISO,
2008.

Na podstawie powyzszych informacji mozna stwierdzi¢, ze CRM ERM-BF412ak posiada certyfikat na zawarto$¢ <0,12 g Bt11/kg i ze
nie wykryto zadnego zanieczyszczenia w materiale proszkowym. Z 95 % pewnoscia, rzeczywisty udziat masy kukurydzy Bt11 w
materiale wynosi ponizej 0,12 g/kg. Dlatego do dalszych obliczen, w tym ustawienia krzywych kalibracyjnych, nalezy zastosowaé
wartos¢ 0 g/kg.

CRM ERM-BF412bk uzyskat certyfikat na zawartos¢ > 970 g/kg. 207 z 209 testowanych nasion dato wynik pozytywny w badaniu na
obecnos$¢ zdarzenia kukurydzy Bt11. Z 95% pewnoscig, rzeczywisty udziat masy kukurydzy Bt11 w materiale wynosi powyzej 970
g/kg. Do dalszych obliczen przy ustalaniu krzywej kalibracji dla tego GM nalezy zastosowa¢ szacunkowg czysto$¢ genetyczng
wynoszacg 990 g/kg. Nalezy pamietaé, ze w przypadku czystych CRM w proszku GMO, w ktérych nie stwierdzono zanieczyszczenia,
nalezy uzy¢ 1000 g/kg.

We wszystkich przypadkach niepewnosé, ktéra ma by¢ zastosowana, jest obliczana przez przedziat miedzy wartoscig liczbowg a
danym limitem podzielony przez \3) Przykiad:

ERM-BF412ak: Zastosowana warto$é wynosi 0,0 g/kg; niepewnos$é wynosi 0,12 g/kg - 0 g/kg) / V3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: Zastosowana warto$¢, oparta na czystosci genetycznej, wynosi 207/209 * 1000 = 990 g/kg. ,niepewnos¢ ujemna”
wynosi 990-970) / V3 = 11,5 g/kg. ,Niepewno$é dodatnia” wynosi 10 g/kg, poniewaz mozliwa zawartosé GM nie moze przekroczyé
1000 g/kg.
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