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referensmaterial for kvantifiering av

GMO i livsmedel och foder

I denna applikationsnot ges information och véagledning om korrekt
anvandning av det gemensamma forskningscentrumets referensmaterial
som certifierats for sin GM-massandel av en specifik GM-handelse.
Applikationsnoten forklarar hur matsystemet fér GMO-kvantifiering i EU-

sammanhang fungerar.

INLEDNING

I EU maste genetiskt modifierade organismer
(GMO:er) auktoriseras innan de far placeras pa
den europeiska marknaden. Enligt forordning
(EG) nr 1830/2003 kréavs markning av livsmedels-
och foderprodukter som innehaller mer an 0,9 %
genetiskt  modifierade  organismer. Enligt
forordning (EU) nr 619/2011 far foder innehalla
0,1 (mm) % av en GMO for vilken en
auktoriseringsprocess pagar, eller  vars
auktorisering i EU har 16pt ut. For genomférande
av EU:s lagstiftning maste kvantifieringen av
GMO:er i livsmedels- och foderprodukter utféras
pa ett tillforlitligt satt. Auktoriseringsbeslutet for
varje GMO, som publiceras av Europeiska
kommissionen, anger darfor detektionsmetoden
och det certifierade referensmaterial (CRM) som
faststallde matsystemet for kvantifiering. Det
officiella certifierade referensmaterialet anvéands
for att kalibrera den handelsespecifika kvantitativa
PCR-referensmetod som validerats av EU:s
referenslaboratorium for genetiskt modifierade
livsmedel och foder (EURL GMFF).

EGENSKAPER HOS ETT CERTIFIERAT
REFERENSMATERIAL FOR GMO

De certifierade vardena for alla certifierade
referensmaterial for GMO fran det gemensamma
forskningscentrumet ar baserade pa massorna for
torkat genetiskt modifierat vaxtmaterial (vanligtvis
fropulver) och/eller torkat icke genetiskt modifierat
vaxtmaterial. FOr certifierade referensmaterial
som kraver blandning av GM- och icke-GM-
material korrigeras massorna for sitt
vatteninnehall och den uppskattade renheten
under certifiering. GM-massandelen berdknas
som:

korrigerad massa GM

korrigerad massa GM + korrigerad massa icke GM

Varje certifierat referensmaterial fér GMO ar
certifierat for massandelen av en specifik GM-
handelse (som anges pa certifikatet). Det
certifierade  referensmaterialet kan endast
anvandas for att kvantifiera denna handelse, och
det motsvarande blankmaterialet (icke-GM-
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material) kan endast anvandas for att bevisa
franvaron av denna handelse under den troskel
som anges pa certifikatet.

For varje certifierat referensmaterial féor GMO
anges de rekommenderade lagringsvillkoren pa
certifikatet. Producenten av referensmaterialet
kan inte hallas ansvarig for férandringar som sker
under lagringen av materialet i kundens lokaler, i
synnerhet for 6ppnade prover. Om ett certifierat
referensmaterial for GMO anvands flera ganger
ska vattenupptaget for de hygroskopiska
materialen minimeras genom att stanga flaskan
omedelbart efter att ett prov tagits.

KVANTIFIERINGSMETOD FOR GMO

Kvantitativ polymeraskedijereaktion (gPCR)
anvands ofta for att kvantifiera GM-halten i prover
av livsmedel och foder. Denna DNA-baserade
kvantifieringsteknik mater forhallandet mellan
transgen deoxiribonukleinsyra (DNA), som alltsa
harror frdn den genetiska modifieringen, och
endogent DNA, som ar specifikt for den biologiska
arten.

De certifierade referensmaterial fér GMO som
tillhandahalls av det gemensamma
forskningscentrumet &r avsedda att anvandas
tillsammans med den handelsespecifika
kvantitativa PCR-referensmetod som validerats av
EURL GMFF. Kvantitativa PCR-
detektionsmetoder som laggs fram och valideras i
enlighet med forordning (EG) nr 1829/2003 éar
tilgangliga for allmanheten via hemsidan for
EURL GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/StatusOfDossiers.aspx). Om
de certifierade referensmaterialen anvands i
screeningtester maste anvandaren tanka pa att
det certifierade icke-GM-referensmaterialet kan
orsaka positiva signaler i screeningtestet medan
de ar sanna negativer for den handelsespecifika
metoden. Positiva screeningsignaler maste
foljaktligen tolkas forsiktigt.

Under beredningen av certifierade
referensmaterial for GMO vidtas séarskilda
atgarder for att sakerstalla att GM- och icke-GM-
pulvren &r likartade nar det galler partiklarnas
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storleksfordelning. Detta ar  sarskilt  viktigt
eftersom mangden extraherbart DNA Kkorrelerar
med partikelstorleken. Olika extraktionseffektivitet
for DNA hos GM- och icke-GM-pulvret skulle
paverka den GM-halt som uppmats med gPCR.
Dessutom bdér man endast anvanda DNA-
extraktionsmetoder som har validerats for att
uppfylla kraven fér GMO-kvantifiering och som har
visat sig fungera med olika sorter av samma art.
Vid certifieringen verifieras GM-massandelen av
det certifierade referensmaterialet med hjélp av
en handelsespecifik gqPCR-metod. Om olika DNA-
extraherbarhet har observerats anges denna
information.

Den genetiska sammansattningen i olika delar av
fron hos enhjartbladiga véaxter (t.ex. majsens
frovita, froskal och embryo) skiljer sig at, och
DNA-forhallandet i fullkornsmjol som framstallts
fran fullkorn skiljer sig fran mjol som framstallts
fran raffinerade korn (vilka endast innehaller
frovitan). Det gemensamma forskningscentrumet
anvander fullkornsmjol for sina certifierade
referensmaterial for GMO.

Alla certifierade referensmaterial for GMO fran det
gemensamma forskningscentrumet ar
gravimetriskt framstallda frdn rena icke-GM-
vaxtmaterial och rena GM-vaxtmaterial. De é&r
certifierade foér GM-massandelen och stéder
genomférandet av de massandelstrosklar som
faststélls i motsvarande EU-lagstiftning for
livsmedel och foder. De flesta av de certifierade
referensmaterialen for GMO &r avsedda att
anvandas som kalibranter for gPCR-métningar.

Méatsystemet for kvantifieringen av GMO:er i EU-
rattsliga sammanhang faststalls av det officiella
certifierade referensmaterialet, som specificeras i
auktoriseringsbeslutet, samt det europeiska
referenslaboratoriets validerade matmetod, och
ingen korrigering behover darfor tillampas.
Likaledes behtver man inte beakta kommutabilitet
har, som &r en mycket viktig egenskap for
referensmaterial om olika méatmetoder tillampas.

KODER FOR CERTIFIERADE
REFERENSMATERIAL FOR GMO

Varje certifierat referensmaterial for GMO har en
individuell kod som bestar av en kombination av
bokstaver och siffror. Det allmanna formatet &r
ERM-BF123xy. "ERM®™” anger varumarket
(skyddat varumarke for europeiskt
referensmaterial) och "BF” anger att det rér sig om
ett certifierat vaxtreferensmaterial som certifierats
for sin GM-halt. De féljande tre siffrorna ar
specifika for varje sarskild handelse. X:et &r en
liten bokstav fran "a” till "g” och laggs till efter
handelsekoden for att ange massandelsnivan
(dvs. ERM-BF412a = nominellt 0 g/kg, ERM-
BF412b = nominellt 1 000 g/kg, ERM-BF412¢c =
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nominellt 1 g/kg, ERM-BF412d = nominellt
10 g/kg, ERM-BF412e = nominellt 100 g/kg). Y:et
ar en liten bokstav fran “k” till z” och anger den
andra, tredje osv. CRM-produktionsserien. Den
forsta produktionsserien kommer utan denna
extra bokstav y.

Oftast produceras fem olika koncentrationsnivaer
per uppsattning: nominellt 0, 100 % samt
blandningarna 0,1, 1 och 10 (m/m) %.
Fargkodade lock anvédnds for att underlatta
identifieringen av de olika massandelsnivaerna:
nominellt 0 g/kg = silver, nominellt 1 000 g/kg =
svart, nominellt 1 g/kg = guld, nominellt 10 g/kg =
rétt, nominellt 100 g/kg = brunt.

Varje produktionsserie av certifierade
referensmaterial har genomférts med olika
vaxtmaterial (t.ex. fropartier). Dessutom kan
partiklarnas storleksfordelning skilja sig at trots
alla anstrangningar att halla den konstant mellan
den aldre och nyare serien. Kalibreringslinjerna
for en ny serie av ett certifierat referensmaterial
kan darfor skilja sig fran kalibreringslinjerna for
den aldre serien och ett nytt
kvalitetskontrolldiagram bor startas nar ett
certifierat referensmaterial frdn en ny serie
anvands for  forsta  gangen. Likaledes
rekommenderas det att man andrar fran att
anvanda den aldre serien till att anvanda den nya
serien i alla tillampningar, inklusive kalibrering och
kvalitetskontroll. Av sparbarhetsskal ska det
specifika certifierade  referensmaterial som
anvands for kalibrering alltid anges.

ERM-BF41{cjF412d

| Sample 00080000

: ifi 412: siffror c: k: bokstav fr&n k
BF: certifierat specifika bokstavern till
vaxtreferens- i . h - ill zsom anger

’ for varje a a till g for d d
material en andra,
= . M- massandels tredie osv
certifierat for handel - je osv.
BM-halt andelse nivan produktions-

serien
Figur 1: Uppsattning av certifierade

referensmaterial for GMO
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SPECIFIKA CERTIFIERINGSASPEKTER

For huvuddelen av de certifierade
referensmaterialen for GMO finns &ven ett rent
icke-GMO-pulver och ett rent GMO-pulver
tillgangliga. Icke-GMO-pulvret ar certifierat att
innehalla "mindre an” en viss massandel av GMO,
baserat pa detektionsgransen for den metod som
anvands for karaktarisering. Det rena GMO-
pulvret ar certifierat att innehalla "mer an” en viss
massandel, baserat pa det antal frén som testats
och en statistisk utvardering. Vid anvandning for
kalibrering maste laboratoriet sékerstalla att de
certifierade véardena anvands (se exemplet).

Nagra certifierade referensmaterial for GMO &r
certifierade for sin identitet (dvs. ERM-BF421b).
Sadana certifierade referensmaterial ar avsedda
att anvandas som positiva kontrollprover vid t.ex.
screeningdvningar. De bo6r anvandas for att
bekréafta narvaron (eller franvaron) av en specifik
GMO-héndelse men ar inte lampliga for
kvantifiering av GMO:er.
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Nagra certifierade referensmaterial for GMO har
certifierats med ett asymmetriskt
osakerhetsintervall. Om ett sadant certifierat
referensmaterial anvands for biaskontroll (se ERM
Applikationsnot 1) maste “plus-osakerheten”
anvandas om det genomsnittiga matresultatet
Overstiger det certifierade vardet, och "minus-
osakerheten” om det genomsnittliga matresultatet
ar lagre an det certifierade vardet.

Forutom for GM-massandelen har ett fatal
certifierade referensmaterial for GMO med en
specifik koncentrationsniva dven certifierats for sitt
genetiskt modifierade DNA-kopieantalsforhallande
(dvs. ERM-BF413e, ERM-BF415e, ERM-BF425c,
ERM-BF427c¢), och en motsvarande
plasmidbaserad kalibrant har gjorts tillganglig
(dvs. ERM-AD413, ERM-AD415, ERM-AD425,
ERM-AD427). Om dessa anvands for rattsliga
Overensstdmmelsetester [ EU maste
matresultaten omvandlas frén DNA-
kopieantalsforhallanden till massandelar.
Observera att EURL GMFF tillhandahaller
faststallda omvandlingsfaktorer for detta andamal.
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EXEMPEL PA ANVANDNINGEN AV RENA CERTIFIERADE REFERENSMATERIAL FOR GMO OCH
MOTSVARANDE OSAKERHETER

Foljande information kan hittas pa analyscertifikaten for ERM-BF412ak och ERM-BF412bk (https://crm.jrc.ec.europa.eu/):

Massandel av Bt11-majs
Certifierat varde [g/kg] Osakerhet [g/kg] ©
ERM-BF412ak <0,12? -
ERM-BF412bk >970% .

1) Genetiskt modifierad majs med den unika identitetsbeteckningen SYN-BT@11-1.

2) Det certifierade referensmaterialet har framstallts frdn konventionella, icke-modifierade majsfron. Ingen kontaminering
detekterades i detta material nar ett handelsespecifikt kvantitativt polymeraskedjereaktionstest for Bt11-majshandelsen
anvandes. Detektionsgransen var 0,12 g/kg. Med 95 % konfidens ar materialets verkliga massandel av Bt11-majs under 0,12
g/kg. Det certifierade vardet ar sparbart till det internationella mattenhetssystemet (SI).

3) Detta certifierade referensmaterial har framstallts fran genetiskt modifierade Bt11-majsfron. Det certifierade vardet ar
baserat pa majspulvrets genetiska renhet nar det galler Bt11-majs. Totalt testades 209 fron individuellt for narvaro av Bt11-
majshéandelsen, for vilket 207 fron testades positiva. Med 95 % konfidens &r materialets verkliga massandel av Btl1-majs
over 970 g/kg. Det certifierade vardet ar sparbart till det internationella mattenhetssystemet (SI).

4) Oséakerheten ar den expanderade osakerheten med en tackningsfaktor k = 2 motsvarande en konfidensniva pa ca 95 %,
som beréknas i enlighet med ISO/IEC Guide 98-3, Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM:1995), ISO,
2008.

Baserat pa ovanstaende information kan konkluderas att det certifierade referensmaterialet ERM-BF412ak ar certifierat att innehalla <
0,12 g Bt11/kg och att ingen kontaminering detekterades i pulvermaterialet. Med 95 % konfidens ar materialets verkliga massandel av
Btll-majs under 0,12 g/kg. For ytterligare berékningar, inklusive vid skapande av kalibreringskurvor, bor darfér vardet 0 g/kg
anvandas.

Det certifierade referensmaterialet ERM-BF412bk certifierades for att innehalla > 970 g/kg. 207 av 209 fron som testades befanns
vara positiva for narvaro av Btl1l-majshandelsen. Med 95 % konfidens ar materialets verkliga massandel av Bt11-majs 6ver 970 g/kg.
For ytterligare berakningar, nar en kalibreringskurva skapas for detta GM-material, bor en berédknad genetisk renhet av 990 g/kg
anvandas. Observera att for certifierade referensmaterial med rent GMO-pulver i vilka ingen kontaminering patraffades bor 1 000 g/kg
anvandas.

| samtliga fall berdknas den oséakerhet som ska anvandas som intervallet mellan det numeriska vardet och den givna gransen delat
med V3. Till exempel:

ERM-BF412ak: Det anvanda vardet &r 0,0 g/kg; osakerheten ar 0,12 g/kg — 0 g/kg) / V3 = 0,07 g/kg

ERM-BF412bk: Det anvanda vardet, som baseras pa den genetiska renheten, ar 207 / 209 * 1 000 = 990 g/kg. "Minus-osakerheten” ar
(990 - 970) / V3 = 11,5 g/kg. "Plus-osékerheten” &r 10 g/kg eftersom den méjliga GM-halten inte kan dverstiga 1 000 g/kg.
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