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eveniment GM specific. Aceasta explica modul in care este instituit

sistemul de masurare pentru cuantificarea OMG in contextul UE.

INTRODUCERE

In UE, organismele modificate genetic (OMG)
trebuie autorizate Thainte de a fi introduse pe piata
europeana. Regulamentul (CE) nr. 1830/2003
solicita ca produsele alimentare si furajele care
contin peste 0,9% OMG s& fie etichetate. in
conformitate cu Regulamentul (UE) nr. 619/2011,
furajele pot contine 0,1 (m / m)% OMG pentru
care este in curs de desfasurare un proces de
autorizare sau pentru care autorizatia din UE a
expirat. Pentru punerea in aplicare a legislatiei
UE, cuantificarea OMG-urilor 1n produsele
alimentare/furaje trebuie efectuata intr-un mod
fiabil. Prin urmare, decizia de autorizare pentru
fiecare OMG, publicata de CE, specifica metoda
de detectare si materialul de referinta certificat
(MRC) care instituie sistemul de masurare pentru
cuantificare. MRC oficial este utilizat pentru a
calibra metoda de referinta PCR cantitativa
specifica evenimentului validatd de Laboratorul
European de Referintd pentru Alimente si Furaje
GM (EU-RL GMFF).

CARACTERISTICI OMG MRC

Valorile certificate pentru toate MRC-urile OMG
de la JRC se bazeaza pe mase de material
vegetal uscat modificat genetic (in majoritatea
cazurilor pulbere de seminte) si/sau material
vegetal uscat nemodificat genetic. Pentru MRC-
urile care necesita amestecarea materialelor GM
si non-GM, masele sunt corectate pentru
continutul lor de apa si estimarile de puritate in
timpul certificarii. Fractia de masa GM este
calculata astfel:

masa MG corectata

masa MG corectata + masa nonMG corectata

Fiecare MRC OMG este certificat pentru fractia in
masa a unui eveniment GM specific (mentionat in
certificat). MRC poate fi utilizat doar pentru
cuantificarea acestui eveniment, iar materialul gol
corespunzator (material non-GM) poate fi utilizat
numai pentru a dovedi absenta acestui eveniment
sub pragul din certificat.

Pentru fiecare MRC OMG, conditile de stocare
recomandate sunt prevazute 1in certificat.
Producatorul MR nu poate fi facut responsabil
pentru modificarile care se petrec in timpul
depozitarii materialului la sediul clientului, n
special a esantioanelor deschise. Daca se
utilizezazda un MRC OMG de mai multe ori,
absorbtia de apa a materialelor higroscopice ar
trebui sa fie minimizata prin inchiderea flaconului
imediat dupa prelevarea unei probe.

METODA DE CUANTIFICARE OMG

Reactia cantitativa a lanfului polimerazei (QPCR)
este folositd Tn mod obisnuit pentru a cuantifica
continutul de GM in probele alimentare si furaje.
Aceasta tehnica de cuantificare bazata pe ADN
masoara raportul dintre acidul dezoxiribonucleic
transgenic (ADN), adica derivat din modificarea
geneticd si ADN endogen, care este specific
speciei biologice.

MRC-urile OMG eliberate de JRC sunt destinate a
fi utilizate impreund cu Metoda de referintda PCR
cantitativa specifica evenimentelor validata de
EU-RL GMFF. Metodele de detectare a PCR
cantitative depuse si validate in conformitate cu
dispozitile Regulamentului (CE) nr. 1829/2003
sunt accesibile publicului prin pagina de pornire a
EU-RL GMFF (http://OMG-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Daca
MRC-urile sunt utilizate Tn testele de screening,
utilizatorul trebuie sa tina cont de faptul ca MRC
non-OMG poate crea semnale pozitive cu testul
de screening, in timp ce acestea sunt real
negative pentru metoda specifica evenimentului.
Prin urmare, semnalele pozitive de screening
trebuie interpretate cu atentie.

In timpul pregatirii MRC-urilor OMG, se acorda o
atentie deosebita pentru a se asigura ca pulberile
MG si non-MG sunt similare in ceea ce priveste
distributia marimii particulelor. Acest lucru este
deosebit de important, deoarece cantitatea de
ADN extractibil se coreleazd cu marimea
particulelor. Eficientele diferite de extractie ADN a
pulberii MG si non-MG ar influenta continutul de
MG masurat cu qPCR. In plus, trebuie utilizate
doar metode de extractie ADN care au fost
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validate pentru a indeplini cerintele pentru
cuantificarea OMG si care s-au dovedit a
functiona cu diferite soiuri din aceeasi specie. In
timpul certificarii, fractia de masa MG a MRC este
verificata folosind o metoda gPCR specifica
evenimentului. Daca s-a observat 0
extractabilitate diferita a ADN-ului, aceste
informatii vor fi furnizate.

Compozitia genetica a diferitelor parti ale
semintelor de monocotiledonate (de exemplu,
endospermul de porumb, invelisul semintei si
embrionul) difera, iar valoarea raportului ADN in
faina integrala produsa din cereale integrale difera
de faina produsa din boabe rafinate (care contine
doar endospermul). JRC foloseste fdina din
seminte intregi pentru MRC-urile OMG.

Toate MRC-urile OMG de la JRC sunt produse
gravimetric folosind materiale vegetale pure MG si
non-MG. Acestea sunt certificate pentru fractia de
masa MG care sprijina punerea in aplicare a
pragurilor fractiei de masa stabilite in legislatia UE
corespunzatoare pentru alimente si furaje.
Majoritatea MRC-urilor OMG sunt destinate a fi
utilizate ca calibranti pentru masuratori gPCR.

Sistemul de masurare pentru cuantificarea OMG-
urilor in contextul legal al UE este instituit de MRC
oficial, specificat in decizia de autorizare si
metoda de masurare validata UE-RL, prin urmare
nu trebuie aplicatd nicio corectie. De asemenea,
comutabilitatea, care este o caracteristica cruciala
pentru materialele de referintd daca se aplica
diferite metode de masurare, nu trebuie sa fie
luata in considerare aici.

COD MRC OMG

Fiecare MRC OMG are un cod individual care
constd dintr-o combinatie de litere si numere.
Formatul general este ERM-BF123xy.
,,ERM®"specificé marca (marca protejatd pentru
materialul european de referintd), iar BF specifica
faptul ca este vorba despre o instalatie certificata
MRC pentru continutul GM. Urmatoarele trei
numere sunt specifice pentru fiecare eveniment
particular. Litera x este o litera mica care variaza
de la a la g si este adaugata in spatele codului
evenimentului pentru a indica nivelul fractiei de
masa (adica ERM-BF412a = nominal 0 g / kg,
ERM-BF412b = nominal 1000 g / kg, ERM-
BF412c = nominal 1 g / kg, ERM-BF412d =109/
kg, nominal ERM-BF412e = 100 g / kg). Litera y
este o literd mica care variaza de la k la z si indica
a doua, a treia etc. Serie de productie MRC.
Prima serie de productie vine fara aceasta litera
suplimentara vy.

In cele mai multe cazuri, cinci niveluri diferite de
concentratie sunt produse pe set: 0 nominal si
100% si amestecurile 0,1, 1, 10 (m/m)%.
Capacele cu coduri de culoare sunt utilizate

*
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* *
* *

e

pentru a facilita identificarea diferitelor niveluri ale
fractiei de masa: nominal 0 g / kg = argint,
nominal 1000 g / kg = negru, nominal 1 g / kg =
aur, nominal 10 g / kg = rosu, nominal 100 g / kg =
maro.

Fiecare serie de productie MRC a fost procesata
folosind diferite materiale vegetale (de exemplu,
loturi de seminte). in plus, distributia marimii
particulelor poate diferi Tn ciuda tuturor eforturilor
de a o mentine constanta intre seriile mai vechi si
cele mai noi. Prin urmare, linile de calibrare
stabilite cu orice serie MRC noua pot diferi de
liniile de calibrare stabilite cu vechea serie si ar
trebui sa se inceapa o noua diagrama de control
al calitatii atunci cand este folosit pentru prima
data un MRC. De asemenea, se recomanda
schimbarea tuturor aplicatiilor, inclusiv calibrarea
si controlul calitatii, de la utilizarea seriei vechi la
noua serie. Din motive de trasabilitate, trebuie
specificat ntotdeauna MRC-ul folosit pentru
calibrare.
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Figura 1: Set de MRC-uri OMG

ASPECTE SPECIFICE DE CERTIFICARE

Pentru majoritatea  MRC-urilor OMG, de
asemenea, este disponibila o pulbere pura non-
OMG si o pulbere purd de OMG. Non-OMG este
certificat sa contind ,mai putin decat” o fractie de
maséa data de OMG bazata pe limita de detectie
(LOD) a metodei utilizate pentru caracterizare.
Pulberea pura de OMG este certificata pentru un
continut de ,mai mult decét’ o fractie de masa
data, pe baza numarului de seminte testate si a
evaluarii statistice. Cand este utilizat pentru
calibrare, laboratorul trebuie sa se asigure de
utilizarea valorilor certificate (a se vedea
exemplul).

Cateva MRC-uri OMG sunt certificate pentru
identitatea lor (adica ERM-BF421b). Astfel de
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MRC sunt destinate a fi utilizate ca probe de
control pozitiv, ca de ex. in exercitii de screening.
Acestea ar trebui utilizate pentru a confirma
prezenta (sau absenta) unui eveniment specific
OMG, dar nu sunt adecvate pentru cuantificarea
OMG-urilor.

Unele MRC-uri OMG au fost certificate cu un
interval de incertitudine asimetric. Daca un astfel
de MRC este utilizat pentru controlul directiei (a
se vedea nota de aplicare a ERM 1), ,plus
incertitudine” trebuie utilizata in cazul in care
rezultatul mediu de masurare depaseste valoarea
certificata si ,minus incertitudine” in cazul in care

Céateva MRC-uri OMG cu un nivel de concentratie
specific au fost certificate, pe langa fractia de
masa MG, pentru raportul numerelor de copii ADN
MG (de exemplu, ERM-BF413e, ERM-BF415e,
ERM-BF425c, ERM-BF427c) si a fost pus la
dispozitie un calibrant pe baza de plasmida (adica
ERM-AD413, ERM-AD415, ERM-AD425, ERM-
AD427). Daca sunt utilizate pentru testarea
conformitatii  legale in  UE, rezultatele
masuratorilor trebuie convertite din raporturile de
copie ADN in fractii de masa. Retineti ca& GMFF
UE-RL furnizeaza factori de conversie stabiliti in
acest scop.
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rezultatul mediu de masurare este mai mic decéat
valoarea certificata.

EXEMPLU PRIVIND UTILIZAREA MRC-URILOR PURE OMG SI INCONSTANTA ACESTORA

Urmatoarele informatii pot fi gasite pe certificatele de analiza pentru ERM-BF412ak si ERM-BF412bk (https://MRC.jrc.ec.europa.eu/):

Fractia de masa a porumbului Bt11 ¥

Valoare certificaté [g / kg] Incertitudine [g / kg]

ERM-BF412ak <0,12? -

ERM-BF412bk >970 -

1) Porumb modificat genetic cu identificatorul unic SYN-BT@11-1.

2) Materialul de referinta certificat a fost obtinut din seminte conventionale, nemodificate. Nu s-a detectat nicio contaminare
n acest material atunci cand se utilizeaza un test de reactie in lant specific cantitativ de polimeraza specifica pentru
eveniment care vizeaza evenimentul de porumb Bt11. Limita de detectie (LOD) a fost de 0,12 g/ kg. Cu incredere de 95%,
fractia de masa reala a porumbului Bt11 este sub 0,12 g / kg. Valoarea certificata este urmarita in Sistemul International de
Unitati (SI).

3) Acest material de referinta certificat a fost obtinut din seminte de porumb Bt11 modificate genetic. Valoarea certificata se
bazeaza pe puritatea genetica a pudrei de porumb n ceea ce priveste porumbul Bt11. in total, 209 seminte au fost testate
individual pentru prezenta evenimentului porumb Bt11 din care 207 seminte au fost pozitive. Cu incredere de 95%, fractia de
masa a porumbului Bt11 adevarata este mai mare de 970 g/ kg. Valoarea certificata este urmarita in Sistemul International
de Unitati (SI).

4) Incertitudinea este incertitudinea extinsa cu un factor de acoperire k = 2 corespunzator unui nivel de incredere de
aproximativ 95%, estimat in conformitate cu ISO / CEI Ghidul 98-3, Ghid pentru exprimarea incertitudinii in masurare (GUM:
1995), 1ISO, 2008.

Pe baza informatiilor de mai sus, se poate concluziona ca MRC ERM-BF412ak este certificat cu un continut de <0,12 g Bt11 / kg si
fara nicio contaminare detectata in materialul pulbere. Cu incredere de 95%, fractia de masa reald a porumbului Bt1l1 este sub 0,12
g/kg. Prin urmare, pentru calcule suplimentare, inclusiv configurarea curbelor de calibrare, trebuie utilizata valoarea 0 g / kg.

MRC ERM-BF412bk a fost certificat cu un continut > 970 g / kg. 207 din 209 seminte testate au fost gasite pozitive pentru prezenta
evenimentului porumb Bt11. Cu incredere de 95%, fractia de masa a porumbului Bt11 adevarata este mai mare de 970 g / kg. Pentru
alte calcule, atunci cand se stabileste o curba de calibrare pentru acest GM, trebuie sa se utilizeze puritatea genetica estimata de 990
g / kg. Retineti ca, pentru MRC-urile cu pulbere modificatd genetic in care nu s-a gasit nicio contaminare, trebuie sa se foloseasca
1000 g/ kg.

In toate cazurile, incertitudinea de utilizat este calculatd de intervalul dintre valoarea numerica si limita datd, impartita la V3. De
exemplu:

ERM-BF412ak: valoarea utilizata este de 0,0 g / kg; incertitudinea este de 0,12 g / kg - 0 g/ kg) / V3 =0,07 g/ kg

ERM-BF412bk: Valoarea folosita, bazata pe puritatea genetica, este 207/209 * 1000 = 990 g / kg. ,Minus incertitudinea” este 990-970)
/N3 =11.5 g/ kg. ,Incertitudinea plus” este de 10 g/kg, deoarece continutul posibil de MG nu poate depasi 1000 g/kg.
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