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Siame naudojimo vadove pateikiamos rekomendacijos, kaip tinkamai
naudoti Europos etalonines medziagas su sertifikuota konkretaus

(IRMM)
Retieseweg 111, 2440 Geel, Belgium

genetinio modifikavimo vykio genetiSkai modifikuot (GM) kopij skai iaus — WWW.erm-crm.orq
dalimi. Toliau pateikiamos rekomendacijos vis pirma skirtos etalonini medzZiag ERM-BF413d bei ERM-
AD413irb sim etalonini medziag , kuri kopij skai iaus santykis bus sertifikuotas, naudojimui.

VADAS

Jungtinio tyrim  centro Etalonini med iag ir
matavim institutas neseniai suk r dvi naujas GMO
sertifikuot  etalonini mediag (SEM) r Sis, tod |
galima tinkamai gyvendinti Rekomendacij (EB)
787/2004 [1] naudojant metrologinio atsekamumo
sistem . Siame vadove pateikiami nurodymai, kaip
taikyti nauj sias SEM.

NAUJ J GMO SEM SAVYB S
A. Naujos GMO matricin s SEM

Sertifikuotos vert s pagrstos dviem skirtingais
matavimo vienetais. Sertifikuota ne tik konkretaus
genetin s modifikacijos vykio mas s dalies vert (r.
Naudojimo vadov 4) — naujoji SEM sertifikuota ir DNR
kopij skai iaus santykio atvilgiu. Sis parametras,
iSreikStas procentais, apskai iuojamas taip:

GM DNR kopijy skai€ius (cp)
DNR kapijy skaigiaus santykis (%) = x 100
Tikslinis taksonui specifiniy DNR kopijy skaigius (cp)

Sertifikavimas pagrstas kiekybin s realaus laiko
polimeraz s grandinin s reakcijos (KRL PGR)
matavimais. Sie matavimai kalibruojami naudojant
special plazmid s DNR kalibratori , kurio plazmid
pagal sertifikavim gali tur ti GM sekos kopij ir
taksonui specifin s tikslin s sekos kopij (r. B dal ).

Tod | genetiSkai modifikuot kukur z DNR kopij

skai iaus santykis yra tiesiogiai susij s su analizuojamu
GM vykiu. Be to, toliau pateiktame pavyzdyje SEM
ERM-BF413d tur t b ti naudojama tik kartu naudojant
plazmid s  kalibratori ERM-AD413 ir taikant
konkre iam vykiui skirt MON 810 nustatymo metod

[2]. Sertifikuotas MON 810 DNR Kkopij skai iaus
santykis (0,57 %) skiriasi nuo sertifikuotos mas s dalies
(10,0 g/kg arba 1,0 %), nes sertifikuotu MON 810 kopij

skai iaus santykiu atsi velgiama Sios med iagos
gamybai naudot s kl zigot skai i , ploidiSkum ir
endoreduplikacijos faz .

Matricin SEM skirta analiz s proced r , skaitant DNR

iSskyrim bei iSgryninim , ir tam tikro GM vykio PGR
matavimo etap kokyb s kontrolei u tikrinti.

B. Naujosios GMO plazmid s SEM

Sertifikuoti  kalibratoriai turi apibr t genetiniam
modifikavimui specifin DNR fragment ir apibr t

analizuojamam taksonui specifin DNR fragment . Toje
plazmid je yra MON 810 5' augalo-P35S jungties 170
bazi por (bp) fragmentas ir kukur z endogenini
didelio judrumo grup s (angl. hmg) gen 351 bp
fragmentas.

Sertifikuotos vert s — klonuot GM skai ius ir taksonui
specifini DNR fragment skai ius vienai plazmidei. Si
dviej DNR fragment skai iaus santykis pateikiamas
kaip orientacin vert , gauta atiekant dvigub ir
paprast realaus laiko PGR.

GMO PLAZMID S
NAUDOJIMAS

Kalibratori reikia naudoti kartu taikant apibr t KRL
PGR metod [1].

Kiekvienas  kalibratorius  pateikiamas udarame
plastikiniame m gintuv lyje su sausu ledu ir iki
naudojimo tur t b ti laikomas -20 T temperat roje.
Turin pirmiausia reikia atSildyti, sumaiSyti ir atidarius
m gintuv | atskiesti laminarin s srov s spintoje
siekiant sumainti uterSimo pavoj Kiekviename
m gintuv lyje yra madaug 2 x 10" kopij plazmid s
vienam pL, o rekomenduojamas pradinis skiedimo
serijos kiekis yra 50 pL. Reik t laikytis sertifikate
nurodyto skiedimo protokolo. Skiedimo buferinis tirpalas
nepateikiamas.

Skiedimo serija visada tur t b ti paruoSiama pries pat
j naudojant, o bet koks likutis iSmetamas u daruose
m gintuv liuose. Skiedimo serija naudojama dviem
kalibravimo kreiv ms (KK) sudaryti (viena KK —
transgenui, kita KK — taksonui specifiniam genui).
Kiekvienoje kreiv je yra 5 taSkai, kuri kiekvienas
matuojamas tris kartus, atliekant PGR (r. toliau
pateikiam pavyzd). Viename m gintuv lyje esan io
kalibratoriaus pakanka 10 abiej tyrimo  objekt
kalibravimo kreivi sudaryti; tai reiSkia, kad viename
m gintuv lyje esan io kiekio pakanka nuo 100 iki
250 m gini . Rekomenduojamas KRL PGR m ginio
kiekis — 5 pL DNR Sablono vienai PGR.

Kad bt gautos dvi KK, iSmatuotos maiausios
fluorescencijos ribin s vert s (Ct vert s) pateikiamos
kreiv je kaip abiej fragment kopij teorinio skai iaus
funkcija. Tos KK naudojamos GM tyrimo objektui,
susijusiam su taksonui specifiniu tyrimo objektu
neinomame m ginyje, kiekybiSkai vertinti. Tada
vadovaujantis Rekomendacija (EB) 787/2004 rezultatus
galima apskai iuoti kaip abiej tyrimo objekt santyk ir
iSreikSti procentais. Galima atlikti vidaus kokyb s
kontrol s PGR apskai iuojant vidutin  iSmatuot
taksonui specifini ir transgenini tyrimo objekt Ct
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ver i santyk kalibravimo taSkuose, atitinkan iuose 0,06 %), kaip nurodyta sertifikavimo ataskaitoje (taip

2000 kopij /uL. Tas santykis paprastos PGR atveju pat r. ERM naudojimo vadov 1).

tur t b ti lygus 1,04 % (iSpl stoji neapibr tis lygi

PAVYZDYS

Genomo DNR, iSgautos i$ neinomo m ginio ir iS kaip kokyb s  Visas MON 810 fragmento ISmatuotos Ct vert s Vidutin

kontrol s mediaga naudojamos ERM-BF413d, yra analizuojamos kopij skai ius 1kartas 2 kartas 3 kartas Ct

atliekant KRL PGR, kaip kalibratori naudojant ERM-AD413. 50000 25.30 25.19 25.15 25.21

Amplifikavus hmg ir MON 810 fragmentus gaunamos ERM-AD413 10000 27.57 27.62 27.66 27.62

kalibratoriaus Ct vert s (1 lentel ). Neinomo m ginio vidutin s Ct 1000 3119 3089 3114 3107

vert s — atitinkamai 32,76 ir 25,44 — gaunamos amplifikavus MON 100 8399 8512 3480  34.64

810 ir hmg fragmentus. Naudojant kokyb s kontrol s mediag 25 85.79 85.67 36.37 85.95
SKN 45.00 45.00 45.00 45.00

gaunamos vidutin s MON 810 ir hmg fragment Ct vert s —

atitinkamai 31,22 ir 22,20. Visas hmg fragmento

kopij skai ius

KQd_ bt galima a_\p_skai @uoti MON 810 kiek abie_juose m g_inil{ose, 500000 20.76 20.67 20.63 20.69

reikia nustatyti abiej kalibravimo kreivi nuolyd ir paym titaSkus Y 100000 22.92 23.00 23.04 22.99

aéyje, darant prielaid y kad tiesi Iinija yra 10000 26.39 26.36 26.33 26.36
5000 27.31 27.29 27.37 27.32

tinkamiausia modelio funkcija. Kalibravimo kreivi nuolyd ius ir 1000 29.38 29.19 29.57 29.38

taSkus Y adyje galima apskai iuoti naudojant taisytuosius Microsoft® SKN 45.00 45.00 45.00 45.00

Excel modulius arba bet kuri kit esam kalibravimo ir (arba)

nustatymo programin rang . 1lentel : Eksperimentini Ctver i , gaut naudojant

Abiej tiesin s regresijos tiesi nuolydiai (b) gali b ti apskai iuojami ERM-ADA413 kaip kalibrant , pavyzdys. SkNL = gablono

—loa(x) v -v o kontrol netaikyta.
pagal formul - log(x) Iog(x))(y Y/, kur x - amplifikuoto Y

-\

(1og(x) - tog(x))
fragmento kopij skai ius, y — atitinkama Ct vert . 1lentel je pateikt hmg ir MON 810 fragment kalibravimo kreivi nuolyd iai —
atitinkamai -3,25 ir -3,32. Regresijos tiesi taSkai Y aSyje (a) apskai iuojami pagal formul a=y-— bx, kai log (x) =0. Siame

pavyzdyje hmg ir MON 810 regresijos tiesi a vert s atitinkamai lygios 39,26 ir 40,93. Tos vert s yra teorin s Ct vert s, atitinkan ios
vien abiej fragment kopij . Vertinant nuolyd galima apskai iuoti PGR veiksmingum (g) pagal formul & = (10 -1)*100. Siame
pavyzdyje PGR veiksmingumas amplifikavus MON 810 ir hmg fragmentus atitinkamai lygus 99,7 % ir 103,1 %. Ne inomame m ginyje

Ctmonsio ~@mons1o
esan i MON 810 kopij (cp) skai ius apskai iuojamas pagal formul  CPyqng10 =10 honeio , kur Ctyonsio yra MON 810
amplifikacijos Ct vert s, avonsio — joS sankirtos su Y aSimi taSkas, o byonsio — joS nuolydis. Taip pat apskai iuojamas ir hmg fragmento
Cthmgfahmg
kopij skai ius pagal formul Chhmg = 10 . Siame pavyzdyje numatomas ne inomame m ginyje esan i MON 810 ir hmg
fragment kopij vidutinis skai ius yra atitinkamai 289 ir 17878. Tod | procentais iSreikStas ne inomo m ginio MON 810 kiekis yra
lygus 289 CPuonswo *100=162 %" Taip pat apskai iuojamas ir MON 810 kiekis kokyb s kontrolei naudojamoje med iagoje:

17878 CPyyg

841 CPyonsio *100 =047 %" Atsivelgiant su ERM-BF413d susijusi neapibr t ir matavimo neapibr t (r. ERM naudojimo vadov

177513 CPymg

1), galima patvirtinti, ar iSmatuota vert atitinka ERM-BF413d sertifikuotas vertes. Pirmiau pateiktame pavyzdyje vidutini Ct ver i
santykis, 1,05, gautas i§ 10 000 kopij (5 pL ERM-AD413, kai yra 2000 kopij /pL), atitinka orientacin vert , lygi 1,04 + 0,06,
nurodyt ERM-ADA413 sertifikate, o tai reiSkia, kad Sis GM kiekybinis vertinimas tinkamas.

[1] 2004 m. spalio 4 d. Europos Komisijos rekomendacija (EB) Nr. 787/2004 d | genetiSkai modifikuot organizm iriSj pagamint

produkt beijuose esan i mediag m gini mimo ir aptikimo technini gairi remiantis Reglamentu (EB) Nr. 1830/2003 (OL L 348,
p. 18-26).

[2] 1ISO 21570:2005 Maisto produktai. Analiz s metodai genetiSkai modifikuotiems organizmams ir antriniams produktams nustatyti.
Kiekybiniai metodai naudojant nukleino r gstis. D2 priedas. vykiui specifinis metodas santykiniam kukur z linjos MON 810 DNR
kiekiui apskai iuoti atliekant realaus laiko PGR. 93-99.

Jeigu, netaikius Sablono kontrol s, gautos Ct vert s skiriasi nuo atlikt PGR cikl skai iaus, reik t manyti, kad vyko kry minis
u siterSimas arba amplifikacija buvo numatyta netik sliai.
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