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1. Norme si legi ce reglementeaza testarea OMG

Comercializarea culturilor modificate genetic are un impact profund asupra
societatii din punctul de vedere atat al securitatii alimentare, continutului si
valorii nutritionale fata de cele obtinute prin agricultura traditionala, cat si
al implicatiilor economice.

In reteaua de market din lume exista din ce in ce mai multe varietati cu
caractere modificate, fapt care impune monitorizarea materialului transgen,
chiar s1 in cele mai mici cantitati.

Asigurare securitatii eliberarii OMG in mediu este favorizata de
accesibilitatea si de transparenta sistemelor informationale privind
transformarea genetica, in special secventele nucleotidice ale alogenelor.
Accesul la materialele de referinta certificate si la datele moleculare a PMG
contribuie la o cooperare mai stransa a structurilor implicate in activitati cu
culturile biotehnologice, incepand de la producatori, agenfi economici,
expertl in domeniu etc.



Tehnicile de testare a OMG sunt continuu perfectionate in scopul
imbunatatirii  sensibilitatii, reproductibilitatin s1  durater de
analiza, insa aceste performante pot fi puternic diminuate de

procedura de prelevare si preparare a probelor.

De aceea, pornind de la potentialul impact socio-economic al
PMG, este important ca determinarile analitice ale prezentel/
absente1 OMG 1in alimente s1 produse agricole sa fie efectuate
conform tehnologiilor s1 standardelor validate la nivel
international.



Comitetul European de Standardizare (CEN, www.cenorm.be) in colaborare cu
Organizatia Internationald de Standardizare (ISO, www.iso.org), ISO/TC 34, Food
products, a elaborat standardul ISO 24276:2006/ EN ISO 24276:2006 Foodstuffs.
Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and
derived products. General requirements and definitions care a fost publicat de
ISO s1 CEN in februarie 20006.

Standardul prezintd metode de analiza pentru detectarea organismelor modificate
genetic si a produselor derivate.

Scopul unor astfel de analize este de a i1dentifica si cuantifica elementele genetice
sau proteinele organismelor modificate genetic.

Acest standard este destinat matricelor pentru produsele alimentare, dar poate fi
aplicat s1 altor tipuri de matrici (de exemplu, pentru seminte s1 plante din mediul
inconjurator).

Standardul contine definitii si cerinte generale pentru infiintarea laboratoarelor,
descrierea si validarea metodelor.



Detectarea originii transgenice a ingredientelor se realizeaza prin
parcurgerea unor etape succesive (sau simultane):

(] prelevarea probelor reprezentative pentru matrice,

(] extractia proteinei sau acizilor nucleici din esantionul
analizat

 detectarea si/sau determinarea calitativa/ cantitativa a
acizilor nucleici sau a proteinelor specifice obtinute din
organismele modificate genetic aflate in studiu



Aceste etape sunt prezentate in urmatoarele standarde:

 EN ISO 21569:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of
genetically modified organisms and derived products — Qualitative nucleic
acid based methods;

 EN ISO 21570:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of
genetically modified organisms and derived products — Quantitative nucleic
acid based methods;

 EN ISO 21571:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of
genetically modified organisms and derived products — Nucleic acid
extraction;

 EN ISO 21572:2004, Foodstuffs — Methods for the detection of genetically
modified organisms and derived products — Protein based method.

Scopul standardului EN ISO 24276:2006 este de a arata cum se aplica aceste
standarde s1 de a explica relatiile dintre ele in procesul de analiza a
materialului modificat genetic din produsele alimentare.



2. LABORATOARE ACREDITATE IN IDENTIFICAREA
MATERIALULUI MODIFICAT GENETIC

Marile companii biotehnologice, autoritdfile abilitate in monitorizarea si controlul
produselor biotehnologice, cat si consumatorii au avut §1 continud sa aiba unele
divergente legate de aspectul analitic al reglementarilor activitatilor cu OMG.

In decembrie 2002 la Bruxelles a fost inaugurati Reteaua FEuropeani a
Laboratoarelor de Analiza a OMG (The European Network of GMO Laboratories —
ENGL) care reprezinta o platforma unica de activitate a expertilor din UE in scopul
dezvoltarii, armonizarii s1 standardizarii mijloacelor si metodelor pentru prelevarea
probelor, detectia, identificarea si cuantificarea OMG s1 a produselor derivate din
acestea intr-o gama larga de matrici, incluzand seminte, alimente, furaj s1 probe din
mediu.

Aceasta retea de laboratoare include peste 100 laboratoare, care reprezinta statele
membre UE. La intrunirile acestei organizatii participa si alti membri din tarilor
candidate de UE in calitate de observatori independenti.

Site-ul oficial al ENGL http://engl.jrc.it/designated.htm oferd informatii privind
laboratoarele, care fac parte din aceasta retea.



Principalele activitati al acestui grup de laboratoare autorizate
In analiza OMG sunt:

U elaborarea metodelor, optimizarea si1 ulterior validarea
internationald a acestora;

U propunerea unor strategii pentru prelevarea probelor intr-o gama
larga de matrici, incluzand seminte, alimente, furaj si probe din
mediu pentru analiza celor mai mici cantitafr de material MG;

 elaborarea materialelor de referinta adecvate utilizate in calitate
de control in testele analitice. Schimb de infrormafi privind
datele experimentale cu structurile implicate in activitatile de
control



Incepand din 2004, Centrul de Cercetare Comun (JRC) in
colaborarare cu ENGL asigura suportul informational s1 material
pentru Laboratorul de Referinta Comunitar pentru Alimente si
Furaj MG (Community Reference Laboratory for GM Food and
Feed) in activitatile ce tin de validarea metodelor analitice de
cuantificare a OMG care sunt aprobate spre comercializare.

Exista un numar mare de laboratoare care ofera servicii de analiza
a OMGQ, cele mai recunoscute fiind:

= Genetic ID (SUA),

» Eurofins/ GeneScan (Franta),
SGS/ Inst. Fresenius
CONGEN (Germania) etc.



Testarea OMG include trei etape de analiza

Detectia — constatarea prezentei/ lipsei elementelor transgenice (secventa
codificatoare sau secventele de reglare — promotor sau/ si terminator) in
genomul plantei. Pentru detectia PMG se recurge la un screening general bazat
pe analizele PCR, utilizandu-se primeri pentru secvente ADN frecvent utilizate
in transformare. Aceste secvente sunt promotorul 35S (CaMV), secventa
terminator nos (Agrobacterium tumefasciens) si gena-marker nptll (rezistenta
la canamicind). Detectia PMG pe baza promotorului 35S poate fi utilizata
numai la plantele care nu sunt infectate natural cu virusul mozaicului conopidei
(cauliflower mosaic virus) in scopul excluderii rezultatelor fals-pozitive.

Identificara — se 1dentifica transgenele/ elementele genetice modificate genetic
prin PCR cu utilizarea primerilor specifici (de ex., transgene cry, epsps, bar).

Cuantificarea — se determind continutul elementelor modificate genetic in
probi. In acest caz se apeleazi la metoda Real-time PCR (ADN) sau ELISA
(proteine).
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Conform Reglementarii (EC) Nr. 1830/2003, produsul contine
OMG sau produse rezultate din astfel de organisme atunci, cand
continutul materialului genetic modificat este mair mare de 0,9%,
lar pentru seminfe — 0,3-0,7%, din masa totala a produsului
(http://projects 2004 jrc.cec.eu.int).

De exemplu, pentru lotul de seminte de rapitd si bumbac, limita
admisibila a cantitaitn OMG este 0,3%, pentru tomate, sfecla,
cicoare, porumb s1 cartof — 0,5%, soia — 0,7% s1 0% in cazul
culturilor neautorizate.

Eficienta si calitatea analizelor de detectie, identificare si cuantificare a
materialului modificat genetic precum si a evaluarii complexe a
transgenelor sub aspectul riscurilor pentru sanatatea umana si mediu de
catre experti se realizeaza in baza informatiei cunoscute.



3. METODE SI TEHNICI UTILIZATE iN DETECTIA
IDENTIFICAREA SI CUANTIFICAREA OMG

Analiza PMG se realizeaza prin identificarea secventei de nucleotide inserate, a

produsilor expresiei transgenei, a expresiel fenotipice a caracterului nou, a
markerilor-screening etc.

In testarea OMG pot exista doud situatii:
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Unele laboratoare au elaborat metode de analiza bazate pe detectia ADN utilizand
tehnica de amplificare PCR or1 pe baza de proteine - analizele imunoenzimatice
(enzyme linked immunosorbent assays — ELISA) care se deosebesc prin unele
avantaje s1 dezavantaje in functie de scopul cercetarii si de posibiltatile laboratorului.

Metoda Testul
Biotest Toleranta
(rezistenta la
erbicide)

ELISA Proteine
Lateral Flow Proteine
Strip

PCR ADN
Southern Blot ADN

Costul/proba Durata

$10-12

$75-100 2-4 zile

$&-10 10-20
min.

$200-600 5-14 zile

$100-300 4-6 zile

Caracteristici

de lucru in laborator

Necesita abilitdti generale

de lucru in laborator si
echipament

Nu necesita echipament
specializat

Metoda dificila, necesita
training §1 echipament
special

Metoda dificila, necesita
training si echipament
special.

Rezultate

5-7 zile Necesita abilitati generale Constatarea rezistentei

la erbicide

Determinarea
cantitativa a proteinelor

Determinarea prezentei
proteinelor

Teste calitative/ semi-

cantitative a prezentei
OMG

Identificarea

secventelor specifice de
ADN



Alte laboratoare s-au orientatat spre dezvoltarea unor tehnologii analitice care pot
ofer1 soluti1 alternative la metodele de testare a OMG existente. Acestea includ,
masspectrometria, cromatografia, tehnologia ADN - chip, spectroscopia
infrarosie apropiata etc.

Metoda cromatografica permite identificarea OMG la nivelul metabolitilor —
dizaharide (trehaloza, maltoza s1 izomaltoza), alcooli (maltitolul) sau al diferentelor
depistate in profilul chimic, constatate la analiza uleiului provenit din rapita
modificata genetic.

Combinarea metodelor de cromatografie lichida si1 masspectrometrie permit
evidentierea diferentelor din cadrul patternelor de trigliceride. Rapiditatea,
sensibilitatea inaltd s1 analiza cantitativd a diferitor metabolifi, implicati in
metabolismul carbonului (glucidele di- s1 trimere), azotului (aminele, aminoacizi,
acizi organici), ofera posibilitatea identificarii simultane a diferitor metaboliti intr-o
singurad proba, fara a impune o separare ulterioara a acestora.



Spectroscopia infrarosie apropiata (SIA)

are o gama larga de aplicare in agricultura, industria farmaceutica,
controlul produselor alimentare etc. si reprezinta o metoda analitica
rapida, care permite masurarea compozitiel chimice a materialelor.

Legaturile covalente dintre atomi1 de C, N, H, O s1 P absorb energia
in regiunea infrarosie, in care poseda frecvente oscilatorii specifice,
lar combinatiile formate sunt detectabile la lungimea de unda de
400 - 2500 nm, (in regiunea infrarosie).

Unele transgene pot modifica structura fibrelor in plante, diferente
care nu pot f1 evidentiate dupa continutul de proteine sau ulei, insa
se evidentiaza cu usurinta prin SIA.



Expresia fenotipica
a caracterului noun

-+ =
Tehnici alternative
de analiza a OMG

Analiza produselor Identificarea secventei ‘L

de expresie a de nucleotide inserate Cromatografie
Test de fransgenei (proteine) ADN/ARNm Spectroscopie
germinare infrarosie
{rezistentd la Cip-telmologia
erbicide) Tehmici ADN
imunoenzimatice

Analize
PCR

Electroforeza AN
Analize Southern

Detectia produgilor PCR
Masspectromeirie
Electroforezd

Electroforeza
proteinelor

/

Tesiul
EITSA

Calitative
(Identificare)

Analize Wesiernt blor PCR cu

primeri specifici

Tesiul Laferal
Flow sticks

Canfitative
fenantificare)

OC-PCR,
Dublu QC- PCR
Real- time PCR
PCR-EIIZA




In selectarea tehnicilor de lucru se recomandi ca laboratoarele si utilizeze metode
validate in acord cu criteriile internationale recunoscute (de exemplu, ISO 5735-1/
1994, ISO 5725), iar analizele (unde este possibil), sa includa material de referenta
certificat, intrucat unele dintre aceste metode (de exemplu, testul expresiei fenotipce
a transgenel, metode calitative, metode imunoenzimatice) sunt mai adecvate pentru
analiza semintelor s1 probelor din cereale, decat pentru analiza produselor procesate.

Metodele bazate pe ADN sau proteine, precum si testul fenotipic releva uneori
rezultate diferite

Succesul validarii unei metode analitice este determinat de demonstrarea
carcteristicilor performante care include:

specificitate, sensibilitate, limita de detectie, efecienta de extragere, precizie,
reproductibilitate In cazul activitatilor de identificare/ screening (detectia
calitativa) si

suplimentar: accuratete, limita de cuantificare, liniaritate, coificient de variatie la
evaluarea sistemelor de detectie cantitativa (EMEA-guidelines CPMP/ICH/281/95
- http://www.emea.eu.int/  pdfs/human/ich/  028195en.pdf s1 381/95 -
http://www.emea.eu.int/pdfs/human/ich/038195en.pdf.).



Specificitate — probabilitatea obfinerii unui rezultat negativ in cazul lipse1 OMG si1
este determinatda de contaminarea probei cu virusurl sau bacterii care confin
elemente genetice similare cu cele utilizate in transgeneza (promotori, terminatorti).
Se recomanda de testat mai multe probe de control-negativ pentru a evalua
specificitatea primerlui. Produsul de amplificare obtinut trebuie evaluat prin
determinarea exactda a dimensiunii, secventei de nucleotide, profilul restrictional,

hibridare.

Sensibilitate — probabilitatea obtinerii unui rezultat pozitiv in caz de prezenta a
OMG. Excluderea rezultatelor fals-negative de exemplu, calitatea joasa a matritiel
(ADN) pate f1 exclusa prin coamplificarea unui control intern.

Trebuie utilizate doua probe de control: un control negativ pentru a exclude
contaminarea cu alt material genetic si un control pozitiv cu o limita de detectie
adecvata in calitate de test de sensibilitate.



Precizie (reproductibilitate) — include nivelul de variatie (devierea standarda,
coieficient de variatie, intervalul de incredere etc.) a rezultatelor in cadul aceleeasi
experiente s1 gradul lor de reproductibilitate in diverese laboratoare cu diferit
echipament s1 diferiti experimentatori.

Limita de detectie (Limit of detection — LOD) — este determinata prin analiza
unel probe cu o concentratie cunoscutd a ADN-ului alogen s1 stabilirea unui nivel-
limita a cantitatii care poate fi detectat cu siguranta.

In conformitate cu EMEA-guideline CPMP/ICH/281/95
(http.//’www.emea.eu.int/pdfs /human/ich/028195en.pdyf.),

LOD = (3.3 sigma): S, unde ,,sigma” este devierea standarda, iar ,,S” este un
coeficient al curbei de calibrare.

Limita de detectie poate fi definita ca concentratia la care 95% din experiente
indica un nivel de sensibilitate de 95% si1 care este experimental determinata prin
cel putin tre1 seri1 de dilutii ale concentratiet ADN, 1ar fiecare concentratie trebuie
sa fie anlizata in 8 repetifii.



Limita de cuantificare (Limit of Quantification — LOQ) —
este determinata prin analiza une1 probe cunoscute s1 stabilirea
unuil confinut minim al transgenelor care poate fi cuantificat.
LOQ este descris ca LOQ = (10 sigma): S, unde ,,sigma” s1 ,,S”
sunt definif1 ca s1 in cazul LOD.

Fiecare metoda noua care urmeaza a fi validata este supusa unei
testar1 de catre mai multe laboratoare pe probe i1dentice pentru a
demonstra reproductibilitatea, sensibilitatea s1 specificitatea
rezultatelor. Design-ul experimental inclusiv modul de analiza

a rezultatelor, reprezinta un moment crucial in succesul testarii
PMG.



Sunt standardizate si validate mai multe metode de detectie, identificare si
cuantificare a materialulu1 MG.

De exemplu, o metoda de extragere a ADN-ului din semintele de soia a fost
claborata si validata de catre Bayer CropScience GmbH, care ulterior a fost testata
st confirmatda de Community Reference Laboratory, Biotechnology and & GMOs
Unit, 2007.

Metoda de identifcare s1 cuantificare a linie1 de porumb MON 863 utilizand real-
time PCR a fost elaborata de Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences si
validatda de Joint Research Centre — European Commission Biotechnology &
GMOs Untt, 2005.

Metoda ELISA a fost validata pentru testarea comerciala a semintelor de soia
Roundup ReadyTM de catre JRC, 2000. Baza de date COMPASS (http://gmo-
crljrc.it) include toate dosarele si metodele de testare a PMG (Detection methods
validated in support to notifications submitted under Directive 2001/18/EC).



http://gmo-crl.jrc.it/valid-2001-18.htm
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SAMPLING AND DNA EXTRACTION OF MAIZE TC1507

Report from the Validation of the
+~CTAB/Wizard” method for DNA extraction from ground maize grain/seed

Validated method
Published on: 28/02/2005

Method development Method testing and confirmation:
and single laboratory validation: Joint Research Centre — European
Pioneer Hi-Bred International Commnussion, Biotechnology & GMOs Uit

GeneScan Analytics GmbH
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Validated method
Published on: 28/02/2005

Method development Method testing and confirmation:
and single laboratory validation: Joint Research Centre — European
Pioneer Hi-Bred International Comumuission, Biotechnology & GMOs Ut

GeneScan Analytics GmbH

PRELEVAREA PROBELOR SI EXTRAGEREA ADN-ului DIN
PORUMBUL TC1507

REZUMAT

Scop si aplicare: Metoda ,,CTAB/Wizard™ pentru izolarea ADN-ulm este
potriviti pentru izolarea ADN-ulmi genomie dintr-un numér mare de varietifi 1
matrice. Insi aceste date sint validate pentru semintele de porumb. Aplicarea acestei
metode la alte matrice necesiti optimizare si validare specifica.

Prelevarea probelor de seminte de porumb TC1507 se va face in conformitate
cu ghidul tehnie s1 protocoalele descrise de Commuission Recommendation 2004/787/
EC in contextul Regulation (EC) No 1830/2003.

Principiul de baza in izolarea ADN-ului consti in obtinerea extractului apos
cu o purificare ulterioard a ADN-uhu de inhibitorii reactie1 PCR. Metoda .,CTAB/
Wizard™” include lizarea celulelor in prezenta CTAB. EDTA si proteinazei K urmati
de inldturarea ARN-ulw prin digestie cu ARN-aza A s1 purificare de contaminanti
cu ajutorul cloroformului. Sedimentarea ADN-ulwm se realizeazi prin precipitare
cu 1zopropanol. Acest extract este in continuare purificat utilizind doua produse
comerciale disponibile: Wizard® DNA Clean-Up System (Promega) s1 gelfiltrare
prin coloana S-300 HR. MicroSpin Columns (Amersham Pharmacia).




