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T4to pozndmka k pouZivaniu sliZi ako ndvod na sprdvne pouzivanie  Institute for Reference Materials and

europskych referencnych materialov s certifikovanym pomerom poctu GM
(geneticky modifikovanych) kopii urCitych GM. Uvedené podrobnosti sa
odvolavaju na pouZzitie CRM (certifikovanych referencnych materialov)
ERM-BF413d a ERM-AD413 a pripravovanych CRM s certifikovanym

pomerom poctu Kopii.

uvoD

JRC-IRMM nedavno vyvinul dva nové typy GMO
certifikovanych referenénych materialov (CRM),
ktoré umozfiuju spravne vykonavanie odporli¢ania
(ES) 787/2004 [1] s pouzitim metrologicky
sledovatelného systému. Tato poznamka poskytuje
pokyny, ako sa maju nové CRM pouzivat.

CHARAKTERISTICKE CRTY NOVYCH GMO

CRM

A. Nova GMO matrica CRM

Certifikované hodnoty su zaloZzené na dvoch
rozdielnych  meracich  jednotkach. Spolu s
certifikaciou na hmotnostny obsah $pecifickej
genetickej modifikacie (pozri poznamku k pouzivaniu
4) je tento novy CRM certifikovany aj na pomer
poctu képii DNA. Tento parameter vyjadreny v % sa
vypocitava nasledovne:

pomor g,:i?tu o podet kopil GM DNA [cp] i

pocet kopii taxonomicky [cp]
$pecifickej DNA

Certifikacia je zalozend na meraniach QRT-PCR
(kvantifikacii PRC v redlnom €ase). Tieto merania su
kalibrované s pouzitim uréeného kalibrantu plazmidu
DNA, ktory je certifikovany, Ze obsahuje jednu képiu
GM a taxonomicky Specifickej cielenej sekvencie na
plazmid (pozri ¢ast B).

Preto sa pomer poctu képii GM DNA Kkukurice
priamo viaze na analyzované S$pecifické GM.
NavySe v dalej uvedenom priklade sa CRM ERM-
BF413d mblZe pouZit len spolu s plazmidovym
kalibrantom ERM-AD413 a to len v pripade
Specifickej detekénej metédy MON 810 [2].
Certifikovany pomer poctu DNA képii MON 810
(0,57 %) sa odliSuje od certifikovaného podielu
frakcie (10,0 g/kg alebo 1,0 %), pokial sa zohladni v
pomere poctu képii MON 810 zygotnost, ploidita a
stav endoreduplikdcie osiva pouzitého na vyrobu
tohto materialu.

Matrica CRM je wuréena na kontrolu kvality
analytickych postupov v€itane extrakcie DNA
a purifikacie, ako aj postupu merania PCR pre urgité
pripady GM.

Measurements (IRMM)

Retieseweg 111, 2440 Geel, Belgium
Email: philippe.corbisier@ec.europa.eu
WWW.erm-crm.org

B. Novy CRM GMO plazmidu

Certifikované kalibranty obsahuju  definované
fragmenty DNA Specifické pre genetickl modifikaciu,
ako aj definované fragmenty DNA Specifické pre
analyzovany taxén. Tento plazmid obsahuje 170
zakladnych parovych (bp) fragmentov z MON 810 5
krizenia plant-P35S a 351 bp fragmentov kukurice
endogénnej skupiny génov vysokej mobility (hmg).
Tieto certifikované hodnoty vychadzaju z poctu
fragmentov DNA klonovanych GM a poctu
fragmentov DNA Specifickych pre taxdn na plazmid.
Pomer tychto dvoch poctov fragmentov DNA je
uvedeny, ako indikativna hodnota ziskana z duplexu
a simplexu PCR v realnom ¢€ase.

VYUZITIE KALIBRANTA GMO PLASMIDU

Tento kalibrant sa musi pouzit' v pripade definovanej
QRT-PCR metody [1].

Kazdy kalibrant sa dodava v suchom fade v
uzatvorenej plastické nadobe a ma sa udrziavat pri
teplote -20 °C az do pouzitia. Obsahy sa musia
najprv rozmrazit a potom premieSat a nakoniec
otvorit a zriedit pod lamindrnym prudenim, aby sa
obmedzilo riziko kontaminacie. Kazda nadoba
obsahuje priemerne 2 x 10° képii (cp) plazmidu na
uL a odporucany pociatoény objem na zriedenie je
50 pL. Na riedenie treba dodrzat protokol riedenia
uvedeny na certifikate. TImivy roztok sa nedodava.
Séria zriedenych roztokov sa pripravuje vZdy Eerstva
a akykolvek prebytok sa odstrafiuje v uzavretych
nadobach. Séria zriedenych roztokov sa pouZije na
pripravu dvoch kalibraénych kriviek (KK), jedna KK
pre transgénne a jedna KK pre Specifické gény pre
tax6n, kazdda s 5 bodmi, kazdy bod merany
trojnasobne v PCR reakcii (pozri priklad). Jedna
nadoba obsahuje dostatok kalibrantu na pripravu 10
KK na obidva Ucely, ¢o znamena, ze celkovo sa
moOze kvantifikovat 100 az 250 vzoriek z jednej
nadobky. Odporuc¢any objem vzorky na QRT-PCR
je 5 uL vzorovej DNA na PCR zdroja.

Namerané florescenéné hraniéné hodnoty (Ct
hodnoty) musia byt v zavislosti od teoretického
poc¢tu kopii obidvoch fragmentov na generovanie
dvoch KK. Tieto KK sa pouZivaju na kvantifikiciu
materidlu Specifického pre taxdn v neznamej vzorke.
Vysledky moZno vypocitat ako pomer obidvoch
materidlov a mozno ho vyjadrit v percentach podia
odporuc€ania (ES) 787/2004. Vnutorna skuska kvality
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(QC) PCR sa mdze vykonat vypoétom priemerného %) pre simplexnu PCR, ako sa uvadza v certifikacnej
pomeru meranych Ct hodnét materialov Specifickych sprave (pozri tiez ERM Poznamka k pouzivaniu 1).
pre taxén a transgénnych materialov pre kalibraéné

body zodpovedajuce 2000 cp/uL. Tento pomer by

mal zodpovedat 1,04 % (rozSirena neurcitost 0,06

PRiK LAD Celkovy pocet cp fragmentov

MON 810 Namerané Ct hodnoty priemer
replikacia 1_replikdcia 2 replikicia3  Ct
L . . . 50000 25,30 25,19 25,15 25,21
Genomicka DNA extrahovana z neznamej vzorky a z ERM- 10000 2757 2762 2766 2762
BF413d pouzitej ako QC material sa analyzuje pomocou 1000 31,19 30,89 31,14 31,07
P i H 100 33,99 35.12 34,80 34,64
PCR, pricom sa_ ERM-AD413 pouzije ako kallbrarj"[. Ct o5 35.79 e 3637 3595
hodnoty sa ziskaju za ERM-AD413 kalibrant po amplifikacii NTC 45,00 45,00 4500 45,00
hmg a MON 810 fragmentov (Tabulka 1). Priemerné Ct  Celkovy pocet cp fragmentov
P . , . hmg

hodnoty'r)e,zn"amej vzorky, hodnoty 32,76 a 25,44 sa msl@ll 500000 20.76 20,67 2063 2069
po amplifikacii MON 810 a hmg fragmentov. Za QC material, 100000 22,92 23,00 23,04 2299
riemerné Ct hodnoty 31,22 a 22,20 sa ziskali za MON 810 10000 639 2% 2633 263
p Yy ’ ’ 5000 27,31 27,29 27,37 27,32
a hmg fragmenty. 1000 29,38 29,19 2957 29,38
NTC 45.00 45.00 45.00 45,00

Aby sa vypocital obsah MON 810 v obidvoch vzorkach, je

potrebné urcit smernice a priese¢niky tychto dvoch KK s L ) ) . i
osou y, pricom sa predpoklada, Ze priamka najlepsie Taburlka 1: Priklad experimentalnych Ct hodnét ziskanych

vyhovuje modelovej funkcii. Na vypodet smernic f]ekgg#g;zgnffgj}g&4m ako  kalibrantu.  NTC =

a priesecnikov KK s osou y mozno vyuzit zabudované P '

moduly programu Microsoft®Excel alebo akykolvek iny

dostupny kalibraény/determinacny softvér.

Smernice (b)  obidvoch linearnych regresnych  priamok  mozno  vypoditat  pomocou  vzorca:

Y (tog(x) - log(0) fy - )

b= -\

z (log(x) — log(x))
kde x predstavuje pocet képii amplifikovaného fragmentu a y predstavuje zodpovedajucu hodnotu Ct. Smernice
kalibracnych kriviek hmg a MON 810 fragmentov uvedené v Tabulke 1 su -3,25 a -3,32.

Priese¢niky linearnych regresii (a) s osou y sa vypocitaji s pouzitim vzorca: g = ; —bx ked log (x) =0. V naSej vzorke
a-hodnoty hmg a MON 810 regresnych priamok su 39,26 a 40,93. Tieto hodnoty predstavuju teoretické Ct hodnoty
zodpovedajice 1 cp obidvoch fragmentov. Smernica sl(Zi na vypodet G&innosti PCR (g) pomocou vzorca: € = (107 -
1)*100. V naSom priklade sa uc¢innost PCR rovnala 99,7 % a 103,1 % za amplifikatory MON 810 a hmg fragmenty.
C’M{JNKI(J —aMON8I0 ]

Pocet kopii(cp) MON 810 v neznamej vzorke sa vypocita ako: cp,,xsio :10( buonsio , kde Ctmonsio, amonsio a

bmonsio sU Ct hodnoty, prieseénik s osou y a smernica ziskané pre amplifikaciu MON 810. Ten isty vypocet sa vykona
[Ct,,m, — Qg

na ur€enie pocCtu képii hmg fragmentov pomocou vzorca: P =10 Bams J V naSom priklade sa odhaduje

priemerny pocet kopii MON810 a hmg fragmentov v neznamej vzorke 289 a 17878 cp. Obsah MON 810 v neznamej
vzorke vyjadreny v percentach sa teda rovna: 291 Puowsio xq99=163 - 16N ISty vypoCet sa vykona za QC material
17834 cp,,,

obsahujici MON 810: 836 cPuorsio +199 =047 - £ONfadnenim neistoty spojenej s ERM-BF413d a neistoty merania
177205 ¢cp,,,,

(pozri ERM Poznamka k pouzivaniu 1), mozno overit, ¢ namerana hodnota suhlasi s certifikovanymi hodnotami ERM-
BF413d. Vo vySSie uvedenom priklade je pomer priemernych Ct hodnét 1,05 na 10000 cp (5 pL z ERM-AD413 pri
2000 cp/pL) v sulade s indikativnou hodnotou 1,04 + 0,06 uvedenou na certifikate ERM-AD413, znamena to, ze tato
kvantifikacia GM presla kontrolou Uspesne.

[1] Odprori¢anie Komisie ¢. 787/2004 zo 4. oktébra 2004 o technickych usmerneniach pre odber vzoriek a urovanie geneticky
modifikovanych organizmov a materialov vyrobenych z geneticky modifikovanych organizmov ako vyrobkov alebo vo vyrobkoch, v
sUvislosti s nariadenim (ES) ¢. 1830/2003. U. v. EU L 348 (2004) s. 18-26.

[2] 1ISO 21570:2005 Potraviny — Metddy analyz na stanovenie geneticky modifikovanych organizmov a derivovanych produktov —
Kvantitativne metédy stanovenia kyseliny nukleovej. Priloha D2 Viazané Specifické metédy na relativnu kvantifikéciu kukurice
MON 810 DNA s pouzitim PCR v redlnom ¢ase. 93-99.

' Pokial sa Ct hodnoty pre NTC odli$uji pre hodnoty PCR vykonanych cyklov, mozno predpokladat krizové znegéistenie alebo
nespecifické zosilnenie.
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