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materialov pri kvantifikacii GMO v

potravinach a krmivach

Tato poznamka k pouZivaniu sluzi ako navod na spravne pouZzivanie
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referenénych materidlov JRC (Spoloéného vyskumného strediska) s  Retieseweg 111, 2440 Geel, Belgium

certifikovanym  hmotnostnym obsahom  urcitych

GM  (geneticky E-mail: stefanie.trapmann@ec.europa.eu

modifikovanych) materialov. Vysvetluje, ako je nastaveny meraci systém

kvantifikacie GMO v kontexte EU.

UvoD

V EU musia v8etky geneticky modifikované
organizmy (GMO) pred umiestnenim na eurépsky
trh vopred ziskat' povolenie. V nariadeni (ES) &.
1830/2003 sa vyzaduje, aby sa oznacovali
potraviny a krmiv4, ktoré sa skladaju z viac ako
0,9 % geneticky modifikovanych organizmov
(GMO). Podra nariadenia (EU) &. 619/2011 krmivo
moéze obsahovat 0,1 (m/m) % GMO v pripade
ktorého prebieha povolovacie konanie alebo
povolenie ktorého v EU vyprdalo. Na
implementaciu  nariadenia  EU sa  musi
kvantifikacia GMO v potravinovych/kfmnych
produktoch vykonat spolahlivym sp&sobom.
Autorizacné rozhodnutie pre kazdy GMO vydané
ES stanovuje metddu detekcie a certifikovany
referencny material (CRM), ktory ustanovuje
meraci systém kvantifikacie. Na kalibraciu
Specifickej metddy kvantitativnej PCR referenénej
metddy schvalenej Europskym referenénym
laboratériom pre geneticky modifikované potraviny
a krmivo (EU-RL GMFF) sa pouziva oficialny
CRM.

CHARAKTERISTIKY CRM GMO

Certifikované hodnoty vSetkych CRM GMO z JRC
su zaloZené na hmotnostiach suSeného prasku z
geneticky modifikovanych rastlinnych materidlov
(vo vacsine pripadov semenny prasok) a/alebo
suseného prasku z geneticky nemodifikovaného
rastlinného materialu. Pri CRM vyzadujucich zmes
geneticky maodifikovanych a nemodifikovanych
materidlov su hmotnosti korigované s ohladom na
obsah vody a odhady ¢€istoty. Hmotnostny zlomok
genetickej modifikacie sa vypodita takto:

upravend hmotnost GM prasku

uprav. hmotnost GM praSku + uprav. hmotnost GneM prasku

Kazdy CRM GMO sa certifikuje na hmotnostny
podiel Specifického geneticky modifikovaného
materialu (ako je uvedené na certifikate). CRM sa
mbze pouzit len na stanovenie hmotnostného
podielu materialu a prislusny slepy material
(geneticky nemodifikovany material) sa mbze
pouzit len na dbkaz toho, Ze sa neprekrocila
hranica uvedena v certifikate.

Certifikat uvadza odporuc¢ané skladovacie
podmienky pre kazdy CRM GMO. Vyrobca RM
nezodpovedd za zmeny, ktoré nastan( pri
skladovani materidlu v priestoroch zakaznika a to
najma pri otvorenych vzorkach. Ak sa CRM GMO
pouzije viackrat, prijem vody hygroskopickych
materialov sa musi minimalizovat okamzitym
uzatvorenim ffase po odobrani vzorky.

KVANTIFIKACNA METODA GMO

Na kvantifikaciu obsahu GM vo vzorkach potravin
a krmiv sa C{asto pouziva kvantitativna
polymerazova retazova reakcia (qPCR). Tato
kvantifikacia je zalozena na technike merania
pomeru medzi transgénnou dezoxiribonukleovou
kyselinou (DNA), t. j. pochadzajucou z genetickej
modifikdcie a endogénnou DNA, ktora je
Specificka pre biologické druhy.

CRM GMO, ktoré poskytlo JRC (Spolo¢né
vyskumné stredisko) su uréené na pouzitie spolu
so S$pecifickou metdédou kvantitativnej PCR
referenénej metédy schvélenej EU-RL GMFF.
Kvantitativne detekéné metddy stanovenia PCR
predlozené a schvalené v nariadeni (ES) ¢&.
1829/2003 su pre verejnost pristupné na stranke
EU-RL GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Ak
sa CRM pouzivaju v skriningovych rozboroch,
uzivatel musi brat do uvahy, Ze geneticky
nemodifikované CRM mézu vytvarat pozitivhe
signdly pri skriningovom rozbore, aj ked maju
pravdivy negativny vysledok pri Specifickej
metdde. Z toho dbévodu sa musia pozitivne
skriningové signaly vyhodnocovat pozorne.

Poc&as pripravy GMO CMR sa venovala zvlastna
pozornost na zaistenie toho, aby GM a geneticky
nemodifikované organizmy boli podobné, pokial
ide o homogenitu ich praskovych ¢&astic. Tato
skutoCnost je délezita najma z toho dbévodu, ze
mnozstvo extrahovatelnej DNA koreluje s
velkostou praskovych <&astic. Rozdielna DNA
extrahovatelnost GM a geneticky
nemodifikovanych organizmov praskovej vzorky
by ovplyvnila stanovenie obsahu GM pri qPCR. Z
toho dbévodu by sa naviac mali pouZit len
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extrakéné metddy DNA, ktoré boli schvalené na
plnenie poziadaviek kvantifikacie GMO a u
ktorych sa preukazalo fungovanie s réznymi typmi
rovnakych druhov. Pocas certifikacie frakcie
materidlu GM z CMR sa overuje pouzitie
Specialnej metdédy qPCR pre kazdy jednotlivy
pripad. Ak sa zisti odliSna extrahovatelnost DNA,
poskytne sa o tom informacia.

Geneticka kompozicia rbéznych Ccasti semien
monocotyledénov (t. j. endosperm, obal semena a
embryo kukurice) sa liSi a hodnota DNA pomeru v
celozrnnej muke vyrobenej z celozrnnych obilnin
sa liSi od muky z rafinovanych obilnin (obsahujuce
len endosperm). Stredisko JCR pouziva na CRM
GMO celozrnni muku.

Vsetky CRM GMO zo strediska JCR su vyrobené
gravimetricky s pouzitim C&istych geneticky
nemodifikovanych a GM rastlinnych materialov.
Su certifikované na hmotnostny podiel GM s
podporou implementicie hranic hmotnostného
podielu stanovenych v prisluénej legislative EU
pre potraviny a krmivo. Vac¢sina CRM GMO je
urenych na pouzitie ako kalibrator pri merani
gPCR.

Meraci systém na kvantifikaciu GMO v pravnom
kontexte EU je =zaloZeny oficidllnym CRM,
stanoveny v autorizathom rozhodnuti a EU-RL
schvalenou metédou merania, preto nie je nutné
uplatnit Ziadnu korekciu. Podobne sa v tomto
pripade nemusi zvazovat komutativnost, Co je
vyznamnou charakteristikou pre referenéné
materialy, ak suU pouzité rozne metddy merania.

KOD CRM GMO

Kazdy CRM GMO ma individualny kod, ktory
pozostava z kombinacie pismen a dislic.
VSeobecny format je ERM-BF123xy. LERM®™
oznacuje znaCku (chranend obchodna znacka
eurépskeho referenéného materialu) a BF
oznaduje, Ze ide o rastlinny CRM certifikovany na
obsah GM. Nasledujuce tri Cisla su Specifické pre
kazdy konkrétny material. Pismeno x je malé
pismeno od a po g, pridava sa za kdd materialu a
oznacuje uroven hmotnostného podielu (t. j. ERM-
BF412a = nomindlny 0 g/kg, ERM-BF412b =
nominalny 1000 g/kg, ERM-BF412c = nominalny
1 g/kg, ERM-BF412d = 10 g/kg, nominalny ERM-
BF412e = 100 g/kg). Pismeno y je malé pismeno
od k po z a oznaluje druhu, tretiu atd. vyrobnu
sériu CRM. Prva vyrobna séria neobsahuje
dodato&né pismeno y.

Vo vacsine pripadov sa v sete vyraba pat réznych
trovni koncentricie: nominalna 0 a 100 % a
zmesi 0,1; 1; 10 (m/m) %. Na identifikaciu
odlisSnych drovni hmotnostnych podielov sa
pouzivaju farebne oznacené uzavery: nominainy 0
g/kg = strieborny, nominalny 1000 g/kg = Cierny,

*
ety
* *
* *

e

nominélny 1 g/kg = zlaty, nominalny 10 g/kg =
Cerveny, nominalny 100 g/kg = hnedy.

Kazda vyrobna séria CRM sa spracovala
pomocou odlisnych rastlinnych materialov (t. j.
Sarzi semien). NavySe homogenita praskovych
Casti sa moOze lisit napriek vSetkému usiliu, aby
boli starSie a novsie série rovnaké. Z toho dévodu
sa kalibraéné linie stanovené z akychkolvek
novych sérii CRM mdzu lisit od kalibraénych linii
stanovenych pri starych sériach a ked sa CRM z
novej série pouzije po prvykrat, musi sa zacat
novd tabufka kontroly kvality Podobne sa
odporuca zmenit pri v3etkych aplikaciach, vratane
kontroly kalibracie a kvality, pouzivanie zo starych
sérii na nové série. Z dévodu vysledovatelnosti sa
musi vzdy stanovit’ Specificky CRM pouzivany na
kalibraciu.

N 412: c: pismend Kk: pi d k
BF: rastlinn Lo : pismeno o
CRM's Y §Pe.c1f|cke od apog. po z oznaluje
rtifikovany ¢islice pre pre troven druhd, tretiu
ce bsah Y kazdy hmotnostné  tq. vyrobnd
g]MO sahom pripad GM ho podielu sériu

Tabulka 1: Sada CRM GMO

SPECIFICKE ASPEKTY CERTIFIKACIE

Pre va&sinu CRM GMO je tieZz k dispozicii Cisty
geneticky nemodifikovany prasok a cisty GMO
prasok. Geneticky nemodifikovany prasok ma
certifikovany obsah ,menej ako* urcity hmotnostny
podiel GMO v zavislosti od hranice detekcie
(LOD) metddy pouzitej pri charakterizacii. Cisty
GMO prasSok ma certifikovany obsah ,viac ako®
ur€ity hmotnostny podiel GMO v zavislosti od
poltu testovanych semien a Statistického
vyhodnotenia. Pri pouziti na kalibraciu musi
laboratérium zabezpedit pouZitie certifikovanych
hodndt (pozri priklad).

Niekolko CRM GMO je certifikovanych kvdli ich
identifikacii (t. , ERM-BF421b). Takéto CRM sl
uréené na pouzitie ako pozitivne kontrolné vzorky
napr. v skriningovych cviceniach. Maju sa pouzit
na potvrdenie pritomnosti (alebo nepritomnosti)
urCittho GMO materialu, ale nie su vhodné na
kvantifikaciu GMO.
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Niektoré CRM GMO sa certifikovali s
asymetrickym rozloZzenim neurcitosti. Pokial sa
takyto CRM pouzije (pozri poznamku 1 k ziadosti
o ERM), ,kladna hodnota neurcitosti* sa pouzije v
pripade, Zze priemerny vysledok merania
prekracuje certifikovand hodnotu a ,zaporna
hodnota neurcitosti“ sa pouzije v pripade Zze
priemerny vysledok merania je nizSi ako
certifikovana hodnota.

Certifikovalo sa niekolko CRM GMO Specifickej
urovni koncentracie navySe k hmotnostnému
podielu GM, pre ich podiel poctu kopii GM DNA (t.
j- ERM-BF413e, ERM-BF415e, ERM-BF425c,
ERM-BF427c) a spristupnil sa prislusny kalibrant
na baze plazmidu (t. . ERM-AD413, ERM-AD415,
ERM-AD425, ERM-AD427). Ak sa pouzivaju na
testovanie pre pravny sulad v EU, vysledky
merani sa konvertuju z pomeru poctu képii DNA
na hmotnostné podiely. Poznamenavame, Ze EU-
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RL GMFF za tymto ucelom poskytuje platné
konverzné faktory.

PRIKLAD POUZIVANIA €ISTYCH CRM GMO A ICH NEURCITOSTI

Nasledujtce informacie mozno najst v certifikatoch analyz pre ERM-BF412ak a ERM-BF412bk (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Hmotnostny podiel kukurice Bt11 ¥

Certifikovana hodnota [g/kg] Neistota [g/kg] ¥

ERM-BF412ak <0122 -

ERM-BF412bk >970? -

1) Geneticky modifikovana kukurica s jedine¢nym identifikatorom SYN-BT@11-1.

2) Certifikovany referenény material bol vyhotoveny z konvenénych, nemodifikovanych kukuri¢énych semien. V tomto materiali
sa nezistila ziadna kontaminacia pri pouZiti Specifickej metddy rozboru polymerazovej retazovej reakcie zameranej na
kukuricu Bt11. Hranica detekcie (LOD) bola 0,12 g/kg. S 95 % spolahlivostou je skuto¢ny hmotnostny podiel kukurice Bt11
materialu niz$i ako 0,12 g/kg. Certifikovana hodnota je vysledovatelna z medzinarodného systému jednotiek (SI)

3) Tento certifikovany referenény material bol vyhotoveny z geneticky modifikovanych kukuriénych semien Bt11.
Certifikovana hodnota vychadza z genetickej Cistoty kukuricného prasku vzhfadom na kukuricu Bt11. Celkovo sa samostatne
testovalo 209 semien na pritomnost’ kukurice Bt11, z ktorych 207 semien bolo pozitivnych. S 95 % spolahlivostou je
skutoény hmotnostny podiel kukurice Bt11 materialu vy$si ako 970 g/kg. Certifikovana hodnota je vysledovatelna z
medzinarodného systému jednotiek (SI)

4) Neurcitost je rozSirena neurcitost s faktorom rozsahu k = 2 zodpovedajtcim spolahlivosti 95 %, odhadnuta na zaklade
Navodu 98-3 ISO/EIC, Navodov na vyjadrenie neurcitosti v merani (GUM: 1995), ISO 2008.

Na zaklade vysSie uvedenych informacii mozno konstatovat, Ze CRM ERM-BF412ak ma certifikovany obsah < 0,12 g Btll/kg a v
praSkovom materiali sa nezistila ziadna kontaminacia. S 95 % spolahlivostou je skuto€ny hmotnostny podiel kukurice Bt11 materialu
nizsi ako 0,12 g/kg. Z toho dévodu sa pri dal$ich vypoctoch, vratane nastavenia kalibra¢nych kriviek, pouzije hodnota 0 g/kg.

CRM ERM-BF412bk ma certifikovany obsah > 970 g/kg. 207 z 209 testovanych semien bolo pozitivnych na pritomnost kukurice Bt11.
S 95 % spolahlivostou je skutoény hmotnostny podiel kukurice Bt11 materialu vy$Si ako 970 g/kg. Pri dalSich vypoctoch, pri nastaveni
kalibra¢nej krivky pre tuto GM, sa pouzije odhadovana geneticka Cistota 990 g/kg. Poznamenavame, Ze pri CRM ¢&istého GMO prasku,
v ktorom nebola zistena ziadna kontaminacia, sa pouzije 1000 g/kg.

Vo véetkych pripadoch sa neurgitost urena na pouzitie vypogita rozpatim medzi &iselnou hodnotou a stanovenou hranicou delené 3.
Napriklad:

ERM-BF412ak: Pouzita hodnota je 0,0 g/kg; neuréitost je 0,12 g/kg — 0 g/kg)/ V3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: Pouzita hodnota na zaklade genetickej Gistoty je 207 / 209 * 1000 = 990 g/kg. "Zaporna neurgitost" je 990-970) / V3 =
11,5 g/kg. "Kladna neurcitost” je 10 g/kg, pretoZze mozny obsah GM nesmie presiahnut 1000 g/kg.
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