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Der henvises i de nedenfor angivne oplysninger seerligt til anvendelsen af
CRM’eme ERM-BF410, ERM-BF411, ERM-BF412, ERM-BF413, ERM-
BF414, ERM-BF415, ERM-BF416, ERM-BF417, ERM-BF418 og ERM-BF423.

INDLEDNING

| henhold til forordning (EF) nr. 1830/2003 skal
fedevarer og foder, der bestar af eller indeholder
mere end 09% genetisk modificerede
organismer (GMQ’er), veere meerket, forudsat at
GMO’en er markedsfgrt pa det europaeiske
marked i overensstemmelse med feellesskabs-
lovgivningen. Derfor skal kvantificering af GM i
sadanne produkter foretages pa palidelig vis.
Passende certificerede referencematerialer
(CRM’er) er uundveerlige kvalitetssikrings-
veerktgijer til dette formal.

KARAKTERISTIKA FOR GMO-CRM

De certificerede veerdier af de ovenfor anfgrte
CRM’er er baseret pa masserne af tarret pulver af
genmodificeret fra og ikke-genmodificeret fra, der
er anvendt i den gravimetriske fremstilling.
Masserne er korrigeret for deres vandindhold og
ansldede renhed. GM-massebrgken beregnes
som:

korrigeret masse - GM - pulver

korrigeret masse - GM - pulver + korrigeret masse -ikke - GM - pulver

Hvert GMO-CRM er certificeret til en massebrak
af en specifik genetisk modifikations-event (som
angivet pa certifikatet). Derfor kan CRM’et kun
anvendes til at kvantificere den event, der er
angivet pa certifikatet, og det tilsvarende
blindmateriale kan kun anvendes til at bevise, at
denne event ikke er indtruffet under den taerskel,
som er angivet pa certifikatet.

ERM®-BF418¢

TORRET MAJSPULVER

Massefraktion

Certificeret veerdi " Usikkerhed ”
[g/kegl [a/kel

1507- majs 9.9 0,6; 408

1) Den certificerede veerdi er baseret pa i af terret ikk tisk pulver og terret

til Sl’et.

2) Den certificerede usikkerhed er en udvidet usikkerhed, der er estimeret i overensstemmelse med Guide to the
Expression of Uncertainty in M (GUM) med en dakningsfz k = 2, svarende til et
konfidensniveau pd 95 %.

genetisk modificeret pulver, der er blandet og korrigeret for vandindholdet. Den certificerede veerdi er sporba

Figur 1: Del af certifikatet for GM-CRM-ERM-BF418c.

GMO-CRM’er, der for nyligt er frigivet af IRMM, er
certificeret med et asymmetrisk usikkerheds-
omrade. Hvis et saddant CRM anvendes il
afvigelseskontrol (se ERM Application Note 1),
skal ’plususikkerheden’ anvendes i tilfeelde, hvor
det gennemsnitlige maleresultat er hgjere end den
certificerede veerdi, og 'minususikkerheden’ skal
anvendes i tilfaelde, hvor det gennemsnitlige
maleresultat er lavere end den certificerede vaerdi.

ANVENDELSE AF REALTIME-PCR

Realtime-polymerasekaedereaktion (rt-PCR)
anvendes ofte til kvantificering af GM-fraktioner i
fodevare- og foderprgver. Med denne DNA-
baserede kvantificeringsteknik males forholdet
mellem transgent DNA, dvs. DNA som er afledt af
den genetiske modifikation, og endogent DNA,
som er specifikt for de biologiske arter.

Da de forskellige dele af enkimbladede planters
fre (f.eks. majsfrohvide, -fraskal og -kim) ikke har
samme genetiske sammensaetning, er DNA-
forholdet i referencematerialet ikke ngdvendigvis
det samme som masseforholdet i det certificerede
pulver. Dermed er forholdet mellem ekstraherbart
transgent DNA og ekstraheret endogent DNA ikke
ngdvendigvis lig med forholdet mellem GM-
majsmassen og den samlede majsmasse, selv
om begge DNA'er har sammenlignelige
ekstraktionsudbytter.

Under fremstillingen af GMO-CRM’er har man
iseer bestraebt sig pa at sikre, at GM- og ikke-
GMO-pulverne ligner hinanden med hensyn til
partikelstgrrelsesfordeling. Det er iseer vigtigt af
hensyn til maengden af ekstraherbart DNA i begge
pulvere. Forskellige DNA-ekstraktionseffektiviteter
for GM- og ikke-GM-pulver ville pavirke den GM-
koncentration, som males ved rt-PCR. Derfor ma
der kun anvendes ekstraktionsmetoder, som er
valideret til at opfylde dette krav.

Under certificering kontrolleres CRM’ets GM-
massebrgk ved hjaelp af en event-specifik rt--PCR-
metode. Der skal imidlertid udvises forsigtighed
med hensyn til at drage kvantitative konklusioner
pa baggrund af malinger af ukendte prever,
eftersom den DNA-baserede GM-kvantificering
kan variere efter, hvilkken sort der testes. Hvis
denne ikke er tilgaengelig andetsteds, anbefales
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det at undersgge virkningen af forskellige sorter
pa rt-PCR-resultaterne under en intern validering
[1].

Realtime-PCR-detektionsmetoder, der er forelagt
og valideret i henhold til bestemmelserne i
forordning (EF) nr. 1829/2003, er tilgaengelige for
offentligheden  via  hjemmesiden for EF-
referencelaboratoriet for GM-fgdevarer og -foder
(http://gmo-crl.jrc.it/detectionmethods.htm).

RESULTATER UDTRYKT | RELATIVE ANTAL
DNA-KOPIER

| Europa er den oftest anvendte metodik til GMO-
kvantificering rt-PCR, og derfor foreslas det i en
nylig henstilling fra Kommissionen (2004/787/EF),
at maleresultater for GM-pra@ver udtrykkes som
antallet af DNA-kopier. Hvis der til kalibrering af
malinger anvendes GMO-CRM’er, som er
certificeret med hensyn til deres GM-massebrgk,
og hvis det endelige resultat udtrykkes i relative
antal kopier, ma man vaere opmaerksom pa, at
majs-CRM’erne er fremstillet under anvendelse af
GMO-majs, der er heterozygot for transgenet.
Oplysninger om zygositeten af de framaterialer,

EKSEMPEL

der er anvendt til fremstilling af CRM’erne, findes i
den tilsvarende certificeringsrapport. Endvidere
skal der tages hgjde for, at det relative GM-
kopiantal for majs pavirkes af den made, hvorpa
GMO-hybridsorten er fremstillet, og af frgenes
endoreduplikationsstatus, som gger virkningen af
genomfordelingen i frghviden. | de ekstreme
tifeelde kan det relative GM-kopiantal enten vaere
33 % (transgen event, der stammer fra den fader,
som blev anvendt til krydsning af det heterozygote
frg) eller 66 % (transgen event, der stammer fra
den moderplante, som blev anvendt til krydsning
af det heterozygote frg) ud fra den antagelse, at
endoreduplikation er sa steerk, at frghvidens
virkning er teet pa 100 %. Alle andre tilfeelde
(mindre virkning af endoreduplikation og starre
virkning fra kimveevet) vil fgre til veerdier pa
mellem 33 og 66 %, forudsat at der kan ses bort
fra fraskallens virkning sammenlignet med disse
effekter.

Nedenfor er anfgrt et eksempel pa, hvordan et
maleresultat og dets usikkerhed, der er opnaet i
g/kg, omregnes til relative kopiantal.
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Under anvendelse af CRM’er, der er certificeret med hensyn til deres GM-massebrgk, til kalibrering viste en majsprave sig at
indeholde 65 + 20 g/kg majs-event 1507. Den udvidede maleusikkerhed pa 20 g/kg blev beregnet under anvendelse af en
daekningsfaktor pa 2 og en maleusikkerhed for kvantificeringsmetoden pa 15 %, der var skennet ved en intern validering. For at
omregne det resultat, der er opnaet for GM-massebrgken, til et forhold mellem kopiantal skal resultatet i g/kg omregnes til procent
ved at dividere det med 10. Der skal tages hgjde for, at de majs-GMO-CRM’er, der anvendes til kalibrering, er fremstillet ud fra
heterozygote majsfra, og derfor skal resultaterne divideres med 2:

X 65

—_ — hvor x = det gennemsnitlige GM-indhold fundet i g/kg
10x2 20

5

Bemaerk, at der skal anvendes en korrektionsfaktor i tilfeelde, hvor der er observeret en forskellig DNA-ekstraherbarhed for de
ikke-GMO- og GMO-basismaterialer, som er blevet anvendt til fremstilling af CRM’erne. Oplysninger om DNA-ekstraherbarhed
findes i certificeringsrapporten. Under anvendelse af CTAB blev der fundet et forhold pa 0,7 £ 0,3 for GMO-pulverets DNA-
ekstraherbarhed divideret med ikke-GMO-pulverets. Dermed overvurderes det virkelige GM-indhold i den undersggte preve med
hensyn til kopiantal, og det skal korrigeres:

33* £=33%0,7=23 hvor f = faktor til korrektion for, at det GMO- og ikke-GMO-pulver, der anvendes som CRM, har

forskellig DNA-ekstraherbarhed.

Effekten af endoreduplikation og foraedlingen af den heterozygote majs-event skal tages i betragtning i forbindelse med
maleresultaternes usikkerhed. Usikkerheden skal daekke et omrade pa 33 % (66 % minus 33 %), og den malte veerdi kan afvige
med 16,5 %. Til estimeringen af kopiantalsforholdet skal det DNA, der er ekstraheret fra den undersggte majspreve, kvantificeres,
og antallet af majsgenomer skal estimeres. | forbindelse med denne estimering divideres DNA-koncentrationen med majs’
genomstgrrelse. Derfor skal den usikkerhed, der er forbundet med DNA-kvantificeringen, og den usikkerhed, som er forbundet
med genomstgrrelsesestimeringen, tages i betragtning i usikkerhedsberegningen. | henhold til litteraturen er majsgenomstarrelser
kendt for at variere med op til 36 % [2]. Under intern validering blev kvantificeringsmetodens reproducerbarhed bestemt til 22 %.
Derfor kan den udvidede kombinerede usikkerhed for resultatet udtrykt i kopiantalsforhold (U.;) beregnes som:
o [2 2 2 2 hvor k = daekningsfaktor
Uee =k Unm + Ugs TUpgtUe un = usikkerhedsbidraget fra metoden til kvantificering af

18 5 16,5 B kopiantal
=2 15241221 4 2224 > 0/ — 600 ugs = usikkerhedsbidraget fra estimeringen af genomstarrelse
Ue \/ > (\/gj ( \@j 70=60% upg. = usikkerhedsbidraget fra DNA-kvantificeringen

B = usikkerhedsbidraget fra foraedlingen og
endoreduplikationen

Udtrykt i kopiantal indeholder majsprgven 2,3 + 1,4 transgene sekvenser for event 1507 pr. endogen sekvens. Sammenlignet

med det resultat, der udtrykkes i 1507-massefraktioner pa 65 + 20 g/kg, er den relative udvidede usikkerhed steget fra 30 til 60

%.

[1] IUPAC Teknisk Rapport (2002): Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis.
[2] Poggio et al., Annals of Botany 85 (1998),107-115.
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