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Введение

Исследование генетически модифицированных организмов (далее -  ГМО) и производных продуктов 
осуществляется посредством следующих стадий, выполняемых последовательно или одновременно. 
После отбора проб нуклеиновые кислоты экстрагируются из навески пробы. Экстрагированные нуклеи­
новые кислоты далее могут быть очищены в процессе экстрагирования или после него. Следующими 
стадиями являются: оценка количества экстрагированных нуклеиновых кислот (при необходимости), 
разведение нуклеиновых кислот (при необходимости) и выполнение аналитических процедур, например 
полимеразной цепной реакции (далее -  ПЦР). Указанные стадии подробно изложены в настоящем 
стандарте и следующих международных стандартах:

-  ISO 21568 «Продукты пищевые. Методы анализа для обнаружения генетически модифициро­
ванных организмов и производных продуктов. Отбор проб»;

-  ISO 21569 «Продукты пищевые. Методы анализа для обнаружения генетически модифициро­
ванных организмов и производных продуктов. Качественные методы, основанные на нуклеиновой 
кислоте».

Дополнительная информация об общих требованиях и определениях, относящихся к вышеупо­
мянутым стадиям, приведена в ISO 24276 «Продукты пищевые. Методы анализа для обнаружения 
генетически модифицированных организмов и производных продуктов. Общие требования и опреде­
ления».

Международная организация по стандартизации (ISO) обращает внимание на то, что соблюдение 
настоящего стандарта включает использование патентов, касающихся ПЦР-технологии.

ISO не устанавливает никаких требований в части обоснованности и сферы применения патентных 
прав.

ISO было проинформировано, что компании Applied Biosystems, Roche Molecular Systems, Inc. и 
Hoffman-La Roche являются держателями патентных прав, касающихся ПЦР-технологии. Компании 
гарантировали ISO свою готовность вести переговоры о лицензиях на приемлемых и недискримина­
ционных условиях с заявителями по всему миру. В этой связи заявления держателей этих патентных 
прав зарегистрированы ISO. Информация может быть получена от Licensing Department Applied 
Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City.CA 94404, USA (США) и Roche Molecular Systems, Inc. 
Licensing Department 1145 Atlantic Avenue Alameda, CA 94501, USA (США).

Следует обратить внимание на возможность того, что некоторые элементы настоящего стандарта 
могут быть предметом патентных прав, отличных от вышеописанных. ISO не может нести ответствен­
ность за идентификацию какого-либо одного или всех патентных прав.

VI
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ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ 

ПРОДУКТЫ ПИЩЕВЫЕ
Методы анализа для обнаружения генетически модифицированных организмов

и производных продуктов.
Количественные методы, основанные на нуклеиновой кислоте 

ПРАДУКТЫ ХАРЧОВЫЯ
Метады анал1зу для выяулення генетычна мадыфшаваных 

аргашзмау i вытворных прадуктау.
Колькасныя метады, ямя заснаваны на нукпешавай кгслаце

Foodstuffs
Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms

and derived products.
Quantitative nucleic acid based methods

Дата введения 2011-01-01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает общий перечень количественных методов обнаружения ГМО 
в пищевых продуктах с использованием ПЦР.

Стандарт устанавливает общие требования к специфической амплификации целевых последова­
тельностей дезоксирибонуклеиновой кислоты (далее -  ДНК) с целью количественной оценки содер­
жания ДНК из ГМО и для подтверждения идентичности амплифицированной последовательности ДНК.

Целью руководящих принципов, включающих минимальные требования и критерии исполнения, 
изложенные в настоящем стандарте, является обеспечение сравнимости, точности и воспроизводи­
мости результатов, получаемых в разных лабораториях.

Настоящий стандарт распрастраняется на матрицы пищевых продуктов, но может быть применен 
также и для других матриц, например кормов, растений.

Конкретные примеры методов приведены в приложениях А -  D.

2 Нормативные ссылки

Для применения настоящего стандарта необходимы следующие ссылочные стандарты. Для неда­
тированных ссылок применяют последнее издание ссылочного стандарта (включая все его изменения).

ISO 21569:2005 Продукты пищевые. Методы анализа на обнаружение генетически модифициро­
ванных организмов и их производных продуктов. Качественные методы, основанные на нуклеиновой 
кислоте

ISO 21571:2005 Продукты пищевые. Методы анализа для обнаружения генетически модифициро­
ванных организмов и их производных продуктов. Извлечение нуклеиновой кислоты

ISO 24276 1) Продукты пищевые. Методы анализа для обнаружения генетически модифицированных 
организмов и производных продуктов. Общие требования и определения

ISO Guide 32:1997 Калибровка в аналитической химии с использованием аттестованных стан­
дартных образцов

3 Термины и определения

В настоящем стандарте применяют термины и определения, установленные в ISO 24276.

1) Готовится к изданию.

Издание официальное

1
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4 Принцип метода

4.1 Общие положения
Количественный анализ заключается в количественном определении целевой последовательности 

ДНК в исследуемых образцах. Каждый метод определяет целевую (ые) последовательность (и).
Количественное определение может проводиться с использованием конкурентной ПЦР [1], [2] или 

ПЦР в реальном времени [3], [4].
Количественный анализ должен ясно выражать количество целевого генетического элемента отно­

сительно количества специфического стандарта, соответствующих калибровок и видов контроля и 
быть в пределах динамического диапазона применяемого аналитического метода и анализируемого 
образца.

Анализ, как правило, состоит из:
-  амплификации одной или большего числа специфических целевых последовательностей;
-  обнаружения и подтверждения специфичности продукта (ов) ПЦР;
-  количественного определения амплифицированных фрагментов относительно калибровок.
Примечание -  В случае анализа, проведенного с помощью ПЦР в реальном времени, амплификация, обна­

ружение и подтверждение происходят одновременно.

4.2 Амплификация, обнаружение и подтверждение продуктов ПЦР
Описание принципов амплификации, обнаружения и подтверждения последовательностей ДНК 

приведено в ISO 21569.

4.3 Количественное определение продуктов ПЦР
Принцип метода количественного определения, как правило, заключается в определении соот­

ношения (выраженного в процентах) двух целевых последовательностей ДНК в последовательности, 
представляющей интересующий ГМО, и последовательности (эндогенной), специфической для целе­
вого таксона. Однако в некоторых случаях количественное определение может также производиться 
по отношению к определенному количеству основного анализируемого вещества пищевого продукта 
(например, когда производится обнаружение генетически модифицированных (далее -  ГМ) микроор­
ганизмов в пищевых продуктах).

Материалы, применяющиеся для калибровки, которые используются для количественного опре­
деления, должны быть пригодными для контроля с сертифицированными эталонными материалами 
(далее -  СЭМ), если таковые имеются. Если такие материалы отсутствуют, должны использоваться 
другие подходящие эталонные материалы. Примерное руководство приведено в [5]. Информация об 
исследованиях подтверждения достоверности и погрешности измерений приведена в международных 
исследованиях [6] -  [9].

5 Реактивы

Все реактивы и материалы, использующиеся для анализа, должны быть идентичными или экви­
валентными реактивам и материалам, указанным в методе. В противном случае все реактивы и мате­
риалы должны быть пригодными для проведения исследований в области молекулярной биологии. 
Реактивы должны храниться и использоваться в соответствии с рекомендациями изготовителей или в 
соответствии с техническими требованиями обеспечения качества лабораторных работ. Список реак­
тивов приведен в приложениях А -  D.

6 Аппаратура и оборудование

См. приложения А -  D и ISO 24276.

7 Руководящие указания, касающиеся методики

7.1 Общие положения
Общие положения, имеющие отношение к ПЦР-амплификации для обнаружения ГМО, указаны в 

ISO 21569.
В приложениях А -  D указаны методы ПЦР-обнаружения и описана возможность их применения. 

Для каждого метода подробно описаны рабочие характеристики.

2
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Концентрация интересующей последовательности ДНК должна находиться в пределах динами­
ческого диапазона метода.

Примечание -  Для определения, достаточно ли качества ДНК-матрицы (по длине и структурной целостности), а 
также достаточно ли ее чистоты и количества для обеспечения обнаружения и количественного определения 
ГМО, принадлежащего к целевому таксону, может быть проведен специфический контроль для целевого таксона. 
Он может быть обоснован, когда ДНК экстрагирована из композитного или подвергнувшегося глубокой обработке 
материала.

ДНК, экстрагированная из каждой части исследуемого образца, должна быть проанализирована 
не менее двух раз.

Виды контроля -  в соответствии с ISO 24276, таблица 1.

7.2 Стабильность целевой последовательности
Для сортов различного географического и филогенетического происхождения должны быть 

приняты во внимание аллельная стабильность и число копий гена целевой последовательности.

7.3 Калибровка анализа
Должно быть применено соответствующее число калибровочных точек и повторений, охваты­

вающих диапазон количественного определения [например, четыре калибровочные точки в двух повто­
рениях (всего 4 x 2  значения) или шесть калибровочных точек с одним измерением в каждой точке 
(всего 6 значений)]. Качество калибровки влияет на погрешность измерения [9].

В качестве альтернативы эталонного материала геномной ДНК для калибровки может использо­
ваться ряд разбавлений плазмиды или синтетической двухцепочечной ДНК, содержащих целевую 
последовательность, при условии, что результаты калибровки с их использованием сопоставимы с 
результатами, полученными при калибровке с использованием эталонного материала геномной ДНК 
и геномной ДНК, экстрагированной из образца.

7.4 Рассмотрение количественного определения
Методы ПЦР должны быть соответствующим образом разработаны с целью минимизации измен­

чивости.
Примечание -  В зависимости от применяемого метода и/или анализируемого материала присутствие конст­

рукций, включающих несколько целевых генов, может привести к преувеличению истинного содержания ГМО.

Для определения предела количественного определения (LOQ) см. ISO 24276.
На расчет содержания ГМО, основанный на числе копий целевых последовательностей в гапло­

идном геноме, влияет гомо- и гетерозиготность изучаемых образцов. Более подробная информация 
приведена в приложениях А -  D.

Применение метода AACt (порогового цикла) обосновано только в том случае, если эффектив­
ность амплификации пробы, специфической для целевого таксона, и пробы, специфической для ГМО, 
очень близка.

7.5 Требования к обеспечению качества
Для получения достоверных оценок количества целевой последовательности желательна согла­

сованность между измерениями. Однако для установления достоверности изменений необходимо 
знание относительного стандартного отклонения воспроизводимости метода (подробности см. в 
ISO серии 5725). Для расчета относительного стандартного отклонения воспроизводимости число 
отдельных измерений на лабораторный образец может превышать то, что допустимо на практике в 
приемлемых ценах. Следовательно, если наличие указанной, происходящей из ГМО ДНК (в процентах) 
запротоколировано, возможное решение требует как минимум:

a) согласовать в пределах части исследуемого образца:
-  через отбраковку измерений меньших, чем предел количественного определения;
-  через максимальное отклонение, наблюдаемое между разбавлениями и индивидуальными 

измерениями, равное ожидаемой величине, исходя из соответствующего фактора разбавления, ±33 %;
b) согласовать между рабочими частями образца:

-  определенные относительные концентрации происходящей из ГМО ДНК, полученные с учетом 
пункта а), для каждой части исследуемого образца не должны различаться на значение более чем от 
минус 50 % до +100 % значения определенного количества (ACt = 1 при ПЦР в реальном времени) 
(т. е. для двух рабочих частей образца приемлемы результаты измерений 1,0 % и 2,0 %, в то время 
как 0,9 % и 2,1 % неприемлемы).

3
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Для того чтобы гарантировать точность измерений, для количества исследуемого события должен 
выбираться и анализироваться эталонный материал, предпочтительно сертифицированный, с соот­
ветствующим уровнем метрологической надежности и с надлежащим сходством вещества продукта. 
В отсутствие СЭМ может быть приготовлен эталонный материал собственного производства с помощью 
процедуры, обеспечивающей стабильность, однородность и единство измерений и гарантирующей 
отсутствие систематической погрешности. Количественно оцененная погрешность должна удовле­
творять требованиям для калибровки (см. ISO Guide 32).

8 Оценка

Результаты ПЦР могут быть:
a) пригодными для количественной оценки целевой последовательности при условии, что:

-  результат положительный в соответствии с ISO 21569:2005 (8.1);
-  наблюдаемое ингибирование реакции незначительно;
-  аналитические процедуры дают недвусмысленные величины измерений;
-  количество целевой последовательности находится в пределах динамического диапазона 

метода;
-  проведена калибровка аналитической процедуры соответствующим образом (см. 7.3).

b) непригодными для количественной оценки целевой последовательности, если любое из выше­
перечисленных условий не было соблюдено.

Погрешность измерения должна быть достаточно мала, для того чтобы лаборатория могла дать 
обоснованное заключение.

В приложениях А -  D описаны измерения количества целевой ДНК. Эти количества могут быть 
использованы для расчета количества ГМО. Эти расчеты обычно принимают во внимание такие отно­
сящиеся к делу биологические факторы, как гомо- и гетерозиготность целевых последовательностей.

Если количество целевой ГМ-последовательности или последовательности, специфической для 
целевого таксона, ниже предела количественного определения, результат должен выражаться только 
качественно.

Примечание -  Утверждение, что количество происходящей из ГМО ДНК ниже предела количественного опреде­
ления, сопровождающееся спецификацией этого предела количественного определения, рассматривается как 
качественное выражение результата.

9 Выражение результата

Результаты должны ясно констатировать количество целевой ГМ-последовательности относи­
тельно последовательности, специфической для целевого таксона.

Результаты должны также содержать значения погрешности измерения, такие как стандартное 
отклонение или относительное стандартное отклонение. Кроме того, должны приводиться значения 
предела обнаружения и предела количественного определения метода и фактические пределы обна­
ружения и количественного определения.

Целевая последовательность может быть, а может и не быть обнаружена или количество по 
крайней мере одной из них может быть ниже предела количественного определения. В таблице 1 
указаны четыре альтернативных случая и соответствующее им выражение результата, которые 
должны быть включены в отчет по испытанию.

Таблица 1 -  Выражение результатов

Результат Выражение результата
Последовательность, специфическая для це­
левого таксона, не обнаружена

См. ISO 21569.
«Для вида X ДНК не обнаружена»

Последовательность, специфическая для це­
левого таксона, обнаружена, но не обнаружена 
целевая последовательность, происходящая из 
ГМО

В соответствии с ISO 21569.
«Для вида X  ДНК, происходящая из ГМО, не обна­
ружена».
В надлежащих случаях, кроме того, добавляется 
«Фактический предел обнаружения составляет X  %» 
(указываются использованные единицы)

4
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Окончание таблицы 1

Результат Выражение результата
Обнаружены как последовательность, специфи­
ческая для целевого таксона, так и целевая по­
следовательность, происходящая из ГМО, одна­
ко количество по крайней мере одной из целе­
вых последовательностей ниже предела количе­
ственного определения

Для каждого ГМО констатируется:
«ДНК, происходящая из ГМО (специфический 
ГМО), обнаружена с помощью (специфическая 
целевая последовательность), полученной из 
(специфический вид)».
В соответствующих случаях, кроме того, добав­
ляется «Фактический предел количественного 
определения составляет X  %» (указываются ис­
пользованные единицы)

Обнаружены как последовательность, специфи­
ческая для целевого таксона, так и целевая по­
следовательность, происходящая из ГМО, и ко­
личество обеих целевых последовательностей 
выше предела количественного определения

Для каждого ГМО констатируется:
«Содержание ДНК, происходящей из ГМО (спе­
цифический ГМО), обнаруженной с помощью 
(специфическая целевая последовательность), 
полученной из (специфический вид), составляет 
X  ± погрешность %» (указываются использован­
ные единицы)

Может также указываться содержание ДНК, происходящей из ГМО, с учетом погрешности изме­
рения, как в том случае, когда оно превышает конкретную величину и когда не достигает ее.

10 Отчет об испытании

Отчет об испытании должен быть написан в соответствии с ISO 24276 и ISO 21569 и должен 
содержать по крайней мере следующую дополнительную информацию:

a) предел количественного определения метода и материал, с помощью которого он был уста­
новлен;

b) фактический предел количественного определения;
c) ссылку на метод, который был использован для экстракции ДНК;
d) ссылку на использованные материалы;
e) результаты, выраженные в соответствии с разделом 9.

5
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Приложение А
(справочное)

Методы специфического целевого таксона

А.1 Метод специфического целевого таксона для определения абсолютного 
количественного содержания ДНК гена ас№1 из кукурузы с использованием метода 
ПЦР в реальном времени

А.1.1 Введение
В настоящем приложении описан метод специфической амплификации и количественного опре­

деления (вспомогательного) гена adh 1 (кодирующего алкогольдегидрогеназу 1) из кукурузы (Zea mays) 
для определения содержания ДНК-кукурузы или для тестирования присугствия/отсугствия в растворах 
ДНК, экстрагированной из продуктов, содержащих ДНК-кукурузу, например из пищевых продуктов, 
обнаруженных количеств ингибиторов ПЦР.

Ограничения см. в А. 1.8.

А.1.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
А.1.2.1 Общие положения
Метод был оптимизирован для ДНК, экстрагированной из чистых размолотых кукурузных зерен, 

листьев кукурузы и СЭМ (серий IRMM-411, IRMM-412, IRMM-413 [10]) [11].
Воспроизводимость описанного метода была проверена с помощью межлабораторных испытаний 

с использованием неизвестных образцов (U1 -  U6), состоящих из ДНК-кукурузы дикого типа с различным 
числом копий соответствующей целевой последовательности (см. А.1.2.2), а также других межлабо­
раторных испытаний в комбинации с методами специфического события ГМ-кукурузы, например Bt11 
(см. D.1).

Число копий целевой последовательности на гаплоидный геном должно быть равно 1 [11].
Должна быть установлена аллельная стабильность целевой последовательности [11].

А.1.2.2 Межлабораторные испытания
Подтверждение достоверности (валидация) метода было проведено в ходе межлабораторных 

испытаний, организованных объединенным исследовательским центром Еврокомиссии (EC-JRC) и 
институтом защиты здоровья и потребителей (IHCP) в соответствии с международным протоколом 
гармонизации [12].

Для построения калибровочной кривой для определения абсолютного количества гаплоидных 
геномов кукурузы в неизвестных образцах были использованы шесть образцов (S1 -  S6) ДНК-кукурузы 
дикого типа (экстрагированной из материала листьев [13]), содержащей известное абсолютное число 
копий (183 486, 61 162, 20 387, 6 796, 2 265 и 755) гаплоидных геномов кукурузы. Абсолютное число 
копий в известных образцах было определено путем деления массы ДНК (определенной методом 
флуориметрического количественного определения двухцепочечной ДНК фирмы PicoGreen, Molecular 
Probes, Cat. Number P-7589) на справочное среднее значение 1C для геномов кукурузы (2,725 пг) [14].

Шесть образцов (U1 -  U6) ДНК-кукурузы дикого типа (экстрагированной из материала листьев [13]) 
были использованы в качестве неизвестных образцов. Ожидаемое число копий в неизвестных образцах 
было определено тем же методом, что и в известных образцах.

Результаты подтверждения достоверности метода, полученные в ходе межлабораторных испы­
таний, суммированы в таблице А.1.

Валидация метода была также проведена в комбинации с методами специфического события 
для нескольких образцов ГМ-кукурузы, например для сладкой кукурузы Bt11. Подробности комбини­
рованных испытаний (относительного количественного определения) см. в [15] и [16], а также в D.1.
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Таблица А.1 -  Данные валидации

Образец
U1 U2 из U4 U5 U6

Количество участвовавших лаборато­
рий, шт.

12 12 12 12 12 12

Количество лабораторий, имевших 
возвратные результаты, шт.

10 10 10 10 10 10

Количество исключенных лаборато­
рий, шт.

1 1 1 1 1 1

Количество лабораторий, остав­
шихся после исключения, шт.

9 9 9 9 9 9

Количество образцов на лаборато­
рию, шт.

4 4 4 4 4 4

Число выбросов по тесту Кохрана 1 1 1 1 - -
Число выбросов по тесту Граббса - 1 1 1 1 1
Количество принятых образцов, шт. 35 34 34 34 35 35
Значение ожидаемого числа копий 7 339 18 349 36 697 55 046 91 743 146 788
Среднее значение числа копий 9 985 23 885 46 918 75 161 100 541 122 080
Отклонение от истинного значения, % 36,1 30,2 27,9 36,5 9,6 -16,8
Стандартное отклонение повторяе­
мости sr а

1 318,59 1 463,60 5 796,58 4 539,57 11 306,89 14 843,41

Относительное стандартное отклоне­
ние повторяемости, % 6

13,21 6,13 12,35 6,04 11,25 12,16

Стандартное отклонение воспроиз­
водимости S r  3

2 013,12 2 083,57 6 145,39 6 806,85 14 592,04 17 777,70

Относительное стандартное отклоне­
ние воспроизводимости, % ь

20,16 8,72 13,10 9,06 14,51 14,56

а Выражается как значение числа копий. 
ь Выражается как процент от среднего значения.

А.1.2.3. Молекулярная специфичность
А.1.2.3.1 Общие положения
Метод был разработан для использования в качестве целевой части последовательности, 

описанной в EMBL/GenBank/DDBJ 2), регистрационный номер Х04050. Эта последовательность является 
уникальной для Zea mays (кукуруза/маис) и Zea mays subsp. diploperennis (теосинте мексиканского) [11].

А.1.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных 

EMBL/GenBank/DDBJ 2) с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве запросных 
последовательностей с помощью программы BLASTN 2) на сайте http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ 
[9 октября 2003 г.]. Результат поиска подтвержден полной идентичностью только с ожидаемыми 
целевыми последовательностями.

А.1.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Специфичность метода была проверена в отношении широкого диапазона нецелевых таксонов и 

20 различных линий кукурузы, представляющих географическое и филогенетическое разнообразие 
образцов [11]. Не было обнаружено перекрестной реактивности с нецелевыми таксонами (за исклю­
чением теосинте мексиканского Zea mays subsp. diploperennis, дикого предка культурной кукурузы) 
[11], [17]. Были установлены число копий и аллельная стабильность целевой последовательности у 
различных линий кукурузы [11].

2) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация представлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.
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А.1.2.4 Оптимизация
Оптимизация была проведена для системы обнаружения последовательностей (далее -  СОП) 

ABI PRISM 7700®3) и TaqMan® chemistry3). Расчет праймера и зонда проводился с применением програм­
много обеспечения Primer Express® (Applied Biosystems)3).

A. 1.2.5 Предел обнаружения (LOD)
В соответствии с рекомендациями разработчика метода LOD составляет 10 копий целевой 

последовательности [11]. Наименьшее число копий целевой последовательности, включенных в 
межлабораторные испытания, составляло 7 399 копий целевой последовательности.

А.1.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
В соответствии с рекомендациями разработчика метода LOQ составляет 100 копий целевой 

последовательности [11]. Наименьшее число копий целевой последовательности, включенных в 
межлабораторные испытания, составляло 7 399 копий целевой последовательности.

А.1.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

А.1.4 Принцип метода
Фрагмент гена adh 1 размером 134 пары оснований (далее -  п. о.) амплифицировали с использо­

ванием двух кукурузных ас/Л1 -специфических праймеров (см. таблицу А.2). Накопление продуктов 
ПЦР измеряли в конце каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью кукурузного adM -специ­
фического олигонуклеотидного зонда (ADH1-MDO, см. таблицу А.2), помеченного двумя флуорес­
центными красителями: FAM в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для 
этих целей применялся TaqMan® chemistry3).

Измеренный сигнал флуоресценции пересекал определяемое пользователем пороговое значение 
после нескольких циклов. Количество этих циклов было названо Ct-значением. Для количественной 
оценки количества кукурузной adh 1-ДНК в неизвестном образце Ct-значение преобразовано в соот­
ветствующее значение числа копий путем сравнения с калибровочной кривой, чье Ct-значение 
напрямую связано с известным числом копий (регрессионный анализ).

А.1.5 Реактивы
А.1.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

А.1.5.2 Вода
А.1.5.3 Буфер для ПЦР (без MgCI2) 10-кратный
А.1.5.4 Раствор MgCI2, с (МдС12) = 25 ммоль/л
А.1.5.5 Раствор дезоксинуклеозидтрифосфатов (далее -  дНТФ), с (дНТФ) = 2,5 ммоль/л (каждый)
А.1.5.6 Олигонуклеотиды
Подробная информация о применяемых олигонуклеотидах приведена в таблице А.2.

Таблица А.2 -  Олигонуклеотиды

Наименование Последовательность олигонуклеотидной ДНК Окончательная 
концентрация при ПЦР

ADH-FF3 5'-CgT СдТ ТТС CCA ТСТ СТТ ССТ СС-3' 300 нмоль/л
ADH- RR4 5'-ССА СТС СдА дАС ССТ САд ТС-3' 300 нмоль/л
ADH1-MDO 5'-FAM-AAT САд ддС ТСА ТТТ ТСТ СдС ТСС 

TCA-TAMRA-3'а
200 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер ампликона adh 1 составляет 134 п. о.

3) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.
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А.1.5.7 Термостабильная ДНК-полимераза
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 4).

А. 1.5.8 Урацил-М-гликозилаза (при необходимости)
А.1.5.9 Реакционная смесь для амплификации
Подробно о реакционной смеси для амплификации см. в таблице А.З.

Таблица А.З -  Окончательный объем/концентрация реакционной смеси для амплификации (на одну 
реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкл
ДНК-матрица (максимум 250 нг) 5 мкл
Т aq-Д Н К-пол имераза

TaqMan® Universal Master Mix 2X 12,5 мкл

Деконтаминационная система (дУТФ, 
включая урацил-М-гликозилазу)
Реакционный буфер (содержащий пассив­
ный эталонный ROX)а
Смесь дНТФ
Праймеры См. таблицу A.2 См. A.1.5.6
Зонд См. таблицу A.2 См. A.1.5.6

а R O X- карбокси-Х-родамин.

А.1.6 Аппаратура
А.1.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

А.1.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль изначально был протестирован с прибором СОП 

ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) 5). Могут использоваться другие системы ПЦР в реальном 
времени после адаптации условий реакции.

А.1.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере 

реального времени, например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps 
(8 крышек/плоских полосок) (Applied Biosystems)5).

A. 1.7 Порядок проведения ПЦР
A.1.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности эталонного гена и для целевой последовательности ГМО 

должна проводиться в отдельных пробирках, если иное не установлено в соответствующем приложении 
для ГМ-специфических целевых последовательностей.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблице А.З.

А.1.7.2 Контроль ПЦР
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля и/или эталонного материала для калибровки может быть 

использована высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из кукурузы (например, 
СЭМ от JRC, IRMM 5)) [13]. Должны быть проведены все виды контроля, установленные в ISO 24276.

4) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.

5) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.
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А.1.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице А.4, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) 5). В исследовании по подтверждению достоверности 
метода она использовалась совместно с AmpliTaq Gold® ДНК-полимеразой °\ Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для акгивации/инициации 
денатурации фермента, зависит от особенностей используемой полимеразы. Условия реакции указаны 
в таблице А.4.

Таблица А.4 -  Условия проведения реакции

Время, с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (50 циклов)
Стадия 1 Денатурация 15 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 60

А.1.8 Ограничения и оценка результатов
Присутствие ингибиторов ПЦР может оказать сильное влияние на точность оценки числа копий 

adM  -последовательности в исследуемых образцах. Поэтому необходимо проверять присутствие или 
отсутствие обнаруженного количества ингибиторов ПЦР (см. также ISO 21571:2005, приложение А), 
например, путем проведения серии разбавлений ДНК-матрицы и проверки соответствия между 
разбавлениями и различиями величины Ct (порогового цикла), т. е. одной единице Ct соответствует 
удвоение концентрации ДНК-матрицы.

Для использования этого метода в комбинации с методом количественного определения проис­
ходящей из ГМО ДНК важно, чтобы абсолютное количество ДНК-матрицы (нг) было таким же, как при 
ad ftl-ПЦР, так и при ГМО-специфической ПЦР. Если это будет не так, то абсолютное число копий, 
полученное в ходе этих реакций, не может быть сравнено непосредственно и будет необходимо приве­
дение этих чисел в соответствие. В противном случае относительная концентрация ГМО не может 
быть рассчитана.

А.1.9 Калибровка и результаты расчетов
Калибровочные точки получают с ДНК, содержащей определенное количество (в абсолютных 

числах копий) гаплоидной геномной ДНК-кукурузы, включающей целевую последовательность.
Калибровочную кривую получают путем построения графика значений Q против логарифма числа 

копий целевой последовательности для калибровочной точки. Это может быть осуществлено, например, 
путем использования программного обеспечения (электронной таблицы), такого как Microsoft Excel , 
или напрямую с помощью опций, доступных в программном обеспечении СОП.

Калибровочную кривую используют для определения абсолютного числа гаплоидных копий генома 
кукурузной ДНК неизвестных образцов. Несмотря на то, что ДНК образца может быть деградирована 
вследствие процесса приготовления продукта либо может содержать иные ингредиенты, чем кукуруза, 
это не будет влиять на рассчитываемое число гаплоидных копий генома неизвестных образцов.

6) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.

10



ГОСТ ИСО 21570-2009

Приложение В
(справочное)

Методы скрининга

В.1 Метод скрининга для определения относительного количественного содержания 
ДНК 358-промотора сои линии GTS 40-3-2 с использованием метода ПЦР в реальном 
времени

В.1.1 Введение
В настоящем приложении описан метод специфической амплификации и обнаружения таксон- 

специфического гена сои (ген лектина, /е1) и ДНК 358-промотора, происходящего из вируса мозаики 
цветной капусты, количественного определения содержания ДНК 358-промотора в соевых ингреди­
ентах, содержащих ГМ-сою линии GTS 40-3-2 (Roundup Ready®).

Ограничения см. в В. 1.8.

В.1.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
В.1.2.1 Общие положения
Метод был оптимизирован для СЭМ (СЭМ IRMM-410) 7) [18], состоящих из высушенной муки 

соевых бобов, включающих смеси сои GTS 40-3-2 и обычной сои.
Воспроизводимость описанных методов была проверена в ходе межлабораторных испытаний с 

использованием неизвестных образцов (образцы, помеченные как S A -  SE, см. в таблице В.1), состоящих 
из смеси эталонных материалов вышеперечисленного типа [19]. Кроме того, были протестированы 
доступные пищевые продукты [20].

Число копий каждой из целевых последовательностей на геном подробно оценено не было [21], [22].
Метод был опубликован в [23].

В.1.2.2 Межлабораторные испытания
Пять неизвестных образцов, содержащие от 0,7 % до 3 % (по массе) высушенной соевой муки из 

сои GTS 40-3-2, были проанализированы одиннадцатью участниками.
Метод, специфичный для обнаружения 358-промотора, дал относительное стандартное отклонение 

воспроизводимости в диапазоне от 17 % до 34 % (см. таблицу В.1). В ходе начальных экспериментов 
межлабораторных испытаний было определено, что 1%-ный соевый СЭМ не соответствовал заяв­
ленной величине.

Исследования показали, что различавшиеся эталонные материалы были изготовлены разными 
способами в разное время, что и привело к разному уровню деградации ДНК. Участники межлабора­
торных испытаний были поставлены в известность о необходимости в ходе этого совместного испы­
тания применять 2%-ный СЭМ и разбавлять его для получения раствора 1%-ной эталонной ДНК для 
использования при количественном определении.

Для экстракции ДНК использовалась процедура, приведенная в [23]. 200 нг материала образца 
было лизировано в 1 мл буфера [гуанидингидрохлорид//протеиназа К (0,5 моль/л//0,8 мг/мл)] при 56 °С 
в течение 3 ч. После стадии обработки РНКазой 500 мкл очищенного экстракта смешивалось с 1 мл 
силикогелевой смолы Wizard® 8) и смола со связанной ДНК была пропущена через колонку с фильтром 
Wizard®8). После промывания изопропанолом ДНК элюировали из силикогелевой смолы в 10 ммоль/л 
Трис-буфером pH 9,0 при 70 °С. Концентрацию ДНК определяли измерением оптической плотности 
при 260 нм и приводили к уровню 20 мкг/мл. Для последующего ПЦР-анализа 200 нг ДНК из каждого 
образца было проанализировано в двух независимых реакциях.

7) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.

8) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.
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Каждый образец анализировался дважды.
Поскольку образцы, помеченные SA -  SE, представляли собой смеси этих различных эталонов, 

результаты, полученные с помощью этих образцов, не могут быть использованы для оценки истинности 
предложенного метода ПЦР в реальном времени. Однако эти результаты могут быть использованы 
для оценки точности этих методов, в силу чего описанные обстоятельства отражают наихудший 
сценарий, ведущий к недооценке точности прикладного метода ПЦР в реальном времени [19].

Исключение лабораторий основано на использовании приборов ПЦР в реальном времени и на 
статистическом расчете выбросов. Метод был разработан для блочных термоциклеров. Поэтому две 
лаборатории, использовавшие системы LightOycler® 8), были исключены еще до расчета выбросов. 
Исключение определенных приборов для ПЦР обусловлено тем, что прикладной метод нуждается в 
тщательной адаптации и оптимизации в том случае, если он проводится на приборе для ПЦР в 
реальном времени, отличном от того, который поименован в методе. Оставшиеся лаборатории были, 
кроме того, проверены на выбросы по Граббсу [24]. Однако не было обнаружено ни одного выброса. 
Подробности межлабораторных испытаний приведены в таблице В.1.

Таблица В.1 -  Данные валидации Збв-промотор-специфического обнаружения ГМО

Образцы
SA SB SC SD SE

Год проведения межлабораторных испытаний 1999 1999 1999 1999 1999
Количество лабораторий, имевших возвратные результаты, шт. 11 11 11 11 11
Количество образцов на лабораторию, шт. 1 1 1 1 1
Количество исключенных лабораторий, шт. 2 2 2 2 2
Количество лабораторий, оставшихся после исключения, шт. 9 9 9 9 9
Количество принятых образцов, шт. 9 9 9 9 9
Ожидаемое значение, % ГМО 1,4 1,8 3 0,7 1
Среднее значение, % ГМО 1,63 1,76 4,04 0,88 1,73
Среднее линейное значение, % ГМО 1,62 1,70 3,46 1,00 1,60
Стандартное отклонение воспроизводимости Sr, % ГМО 0,28 0,39 1,36 0,21 0,35
Относительное стандартное отклонение воспроизводимости, % 17 22 34 24 20
Предел воспроизводимости R (R  = 2,8 sR) 0,80 1,08 3,82 0,58 0,97

Кроме того, четырьмя участниками межлабораторных испытаний были проанализированы четыре 
неизвестных доступных образца пищевой продукции, содержащей от 0,3 % до 36 % (по массе; средние 
значения) ГМ-сои линии GTS 40-3-2. Метод, специфический для обнаружения 358-промотора, показал 
относительное стандартное отклонение воспроизводимости в диапазоне от 17 % до 28 % [20].

В.1.2.3 Молекулярная специфичность
В.1.2.3.1 Общие положения
Метод был разработан для использования в качестве целевой части последовательности, 

описанной, например, в GenBank®9), регистрационный номер V00141.
Список ГМ-растений, содержащих CaMV 358-промотор, приведен в [25].
Может быть получен ложноположительный результат вследствие того, что амплифицированная 

последовательность происходит из цветной капусты и других представителей сем. Brassicaceae 
(Cruciferae), а также Resedaceae и Solanaceae, инфицированных вирусом мозаики цветной капусты 
[26], [27], поэтому положительные результаты, касающиеся Brassicaceae, Resedaceae и Solanaceae, 
должны тщательно рассматриваться. Положительные результаты могут указывать на присутствие 
продуктов, происходящих из ГМ-растений, но не должны интерпретироваться как доказательство 
присутствия продуктов, происходящих из ГМ-растений, без дополнительного подтверждения.

Для того чтобы отличить вирусную инфекцию от ГМ-материала, могут использоваться методы 
обнаружения вируса мозаики цветной капусты [28].

9) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства поль­
зователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требованиям 
ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты анало­
гичные результаты.
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В.1.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных 

GenBank/EMBL/DDBJ 9) с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве запросных 
последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 9) [24 апреля 2002 г.]. Результат поиска 
подтвержден полной идентичностью только с ожидаемыми целевыми последовательностями.

В.1.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Экспериментальная специфичность метода оценена путем анализа СЭМ IRMM-410 из высушенной 

соевой муки производства IRMM, содержащей от 0 % до 5 % сои линии GTS 40-3-2, и эталонного 
материала фирмы Leatherhead Food Research Association International 9>-  цельной соевой муки 
(Lot №. 2/99-01), содержащей 0 %, 0,3 %, 1,25 % и 2 % сои линии GTS 40-3-2 соответственно.

Исследованным коммерческим пищевым материалом были соевая мука, белковые изоляты сои, 
композитные пищевые продукты, содержащие соевую муку и соевый белок.

В.1.2.4 Оптимизация
Оптимизация была проведена для СОП ABI PRISM 7700®9) и TaqMan® chemistry9).
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

(Applied Biosystems)9).

В. 1.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Поскольку метод является количественным, LOD прямо не оценивался. LOD должен быть больше 

или равным пределу количественного определения, т. е. 50 копий генома сои линии GTS 40-3-2 в 
82 000 копий генома обычной соевой муки.

В.1.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
LOQ был определен путем измерения серии разбавлений целевой ДНК, как описано в [20]. В 

соответствии с рекомендациями разработчика метода LOQ составляет 50 копий генома сои линии 
GTS 40-3-2 в 82 000 копий генома обычной соевой муки. Значение 1C см. в [20]. В соответствии с 
этими данными оцененный относительный LOQ составляет 0,06 (= 50 копий/82 000 копий *1 0 0  %).

Концентрации, исследованные в межлабораторных испытаниях, приведены в таблице В.1.
Примечание -  Число копий в межлабораторных испытаниях не определялось.

В.1.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

В.1.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности CaMV 358-промотора размером 82 п. о. был амплифицирован с 

помощью ПЦР двух 358-промотор-специфических праймеров. ПЦР-продукгы измерялись в ходе 
каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью 353-промотор-специфического олигонуклео- 
тидного зонда, помеченного двумя флуоресцентными красителями: FAM в качестве репортерного 
красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся TaqMan® chemistry 10).

Фрагмент последовательности гена лектина сои размером 81 п. о. был амплифицирован с помощью 
ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух праймеров, специфических для 
гена соевого лектина, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с применением зон­
дов, специфических для гена соевого лектина, производства TaqMan®1 \

Количественное определение производили с использованием метода AACt или метода двойной 
калибровочной кривой (см. В.1.9).

В.1.5 Реактивы
В.1.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 (6.6).

10) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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В.1.5.2 Вода
В.1.5.3 Буфер для ПЦР (без MgCI2) 10-кратный
В.1.5.4 Раствор MgCI2, с (МдС12) = 25 ммоль/л
В. 1.5.5 Раствор дНТФ, с (дНТФ) = 2,5 ммоль/л (каждый)
В.1.5.6 Олигонуклеотиды
Подробная информация о применяемых олигонуклеотидах приведена в таблице В.2.

Таблица В.2 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность эталонного гена
Лекгин-F 5'-ТСС ACC ССС АТС САС ATT Т-3' 900 нмоль/л
Лекгин-R 5'-ggC АТА дАА ддТ дАА дТТ дАА ддА-3' 900 нмоль/л
Лектин-ТМР 5'-FAM-AAC Сдд ТАд СдТ ТдС САд СТТ Cg-TAMRA-З 'а 100 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
35S-F 5'-дСС ТСТ дСС дАС АдТ ддТ-3' 300 нмоль/л
35S-R 5'-ААд АСд Тдд ТТд дАА СдТ СТТ С-3' 900 нмоль/л
35S-TMP 5'-FAM-CAA АдА Тдд АСС ССС АСС САС g-TAMRA-З 'а 100 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксис злуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер пектинового ПЦР-продукга составляет 81 п. о.; размер 353-ПЦР-продукта составляет 82 п. о.

В. 1.5.7 Термостабильная ДНК-полимераза
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold®11).

В. 1.5.8 Урацил-М-гликозилаза (при необходимости)
В.1.6 Аппаратура
В.1.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

В.1.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль изначально был протестирован с прибором СОП 

ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) и СОП GeneAmp® 5700 (Applied Biosystems)11). Могут использо­
ваться другие системы СОП ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

В.1.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems)11).

B.1.7 Порядок проведения ПЦР
B.1.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности эталонного гена и для целевой последовательности ГМО 

должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная ПЦР (с использованием различных 
флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 50 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблице В.З.

11) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица В.З -  Окончательный объем/концентрация реакционной смеси для амплификации (на одну 
реакционную пробирку)

Целевая последовательность эталонного гена
Общий объем 50 мкп
ДНК-матрица (максимальное количество 200 нг) 10 мкп
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1,25 ед.
Деконтаминационная
система

ДУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза AmpErase®

400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 5 ммоль/л
Праймеры Лекгин-F и лекгин-R (см. таблицу В.2) См.таблицу В.2
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд Лектин-ТМР (см. таблицу В.2) См.таблицу В.2
Целевая последовательность ГМО
Общий объем 50 мкп
ДНК-матрица (максимальное количество 200 нг) 10 мкп
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1,25 ед.
Деконтаминационная
система

ДУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза AmpErase®

400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 5 ммоль/л
Праймеры 35S-F и 35S-R (см. таблицу В.2) См.таблицу В.2
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд 35S-TMP (см. таблицу В.2) См.таблицу В.2

а ROX- карбокси-Х-родамин.

В.1.7.2 Контроль ПЦР
В качестве положительного контроля и эталонного материала для калибровки могут быть исполь­

зованы СЭМ GTS 40-3-2 (материалы, содержащие от 0,1 % до 5 % ГМ-сои), производимые IRMM, 
Гиль, Бельгия (серии IRMM-410) 12)[18].

Должны быть проведены все виды контроля, установленные в ISO 24276.

В.1.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице В.4, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)1 \  В исследовании по подтверждению достоверности ме­
тода она использовалась совместно с AmpliTaq Gold® ДНК-полимеразой . Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации фермента, зависит от особенностей используемой полимеразы.

Условия реакции указаны в таблице В.4.

Таблица В.4 -  Условия проведения реакции

Время,с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (45 циклов)
Стадия 1 Денатурация 15 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 60

12) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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В.1.8 Ограничения и оценка результатов
Поскольку ГМО, отличные от сои линии GTS 40-3-2, содержат последовательность ДНК 35S- 

промотора, метод пригоден только для количественного определения ДНК-сои линии GTS 40-3-2 при 
отсутствии ГМО, отличных от сои GTS 40-3-2. Во всех других случаях метод может быть применен 
только для скрининга и контроля.

Приведенный метод пригоден для измерения соотношения ДНК 358-промотора и ДНК-сои в 
отсутствие других ГМО и вируса мозаики цветной капусты. Это соотношение отражает количество сои 
линии GTS 40-3-2 в соевом ингредиенте исследуемого пищевого продукта. Содержание 1 % сои 
линии GTS 40-3-2 может быть определено, если количество соевого ингредиента в исследуемом 
пищевом продукте превышает 5 %.

Примечание- Если обработка пищевого продукта в ходе его приготовления привела к деградации или 
удалению ДНК (например, при получении рафинированного соевого масла или рафинированных соевых леци­
тинов), приведенный метод не дает достоверных результатов.

В.1.9 Калибровка и расчет результатов
После определения порогового значения [например, от 0,01 до 0,1 нормализованной флуорес­

ценции репортерного красителя (Rn)] система обнаружения последовательностей рассчитывает 
значения Ct (порогового цикла) для каждой ПЦР (метод AACt). Рассчитываются различия между 35S- 
специфическим и лектин-специфическим значениями Ct образцов (ACt,06p) и эталонных образцов 
(ACti3T). Относительное количество 35Э-ДНК в образце w, %, относительно эталонного материала рассчи­
тывается по формуле

w = 2'(лс‘,о6р- лс‘1зт) х сэт, (В.1)

где сэт -  концентрация эталонного образца.
Альтернативным образом калибровочная кривая рассчитывалась (log [с] относительно Ct) системой 

обнаружения последовательностей на основе эталонов, состоящих из смесей ГМО известных кон­
центраций ГМ-сои линии GTS 40-3-2 (например, 0,1 %; 0,5 %, 1 %; 2 % и 5 %) или эталонов, состоящих 
из подходящих разбавлений эталонных растворов, полученных из смесей ГМО с определенной 
концентрацией сои линии GTS 40-3-2 (например, 5 %) -  метод двойной калибровочной кривой. Эта 
калибровочная кривая применяется для определения концентрации сои линии GTS 40-3-2 в неиз­
вестном образце. Поскольку ДНК образца может быть деградирована вследствие процесса приготов­
ления пищевого продукта или из-за того, что образец может содержать иные ингредиенты, чем 
соевые бобы, рассчитанная концентрация GTS 40-3-2 должна быть нормализована в соответствии с 
количеством амплифицируемой ДНК-сои, присутствующей в образце. Это количество определяется с 
помощью ПЦР в реальном времени, специфической для гена соевого лектина, с использованием в 
качестве эталонной ДНК смесей ДНК определенной концентрации (например, 100 %, 50 %, 25 %, 10 % и 
1 % по массе) ДНК-сои из серии IRMM 410, разбавленных подходящим ДНК-носителем. Для нормали­
зации измеренное количество ДНК-сои линии GTS 40-3-2 делится на измеренное количество ДНК-сои.

При использовании альтернативной процедуры для расчета результатов важно, чтобы абсолютное 
количество ДНК-матрицы (нг) было одинаковым для каждой ПЦР, использованной для калибровки.

Другая альтернативная процедура описана в С.2.
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Приложение С
(справочное)

Методы специфической конструкции

С.1 Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
сои линии GTS 40-3-2 с использованием ПЦР в реальном времени (метод 1)

С.1.1 Введение
В настоящем приложении описан метод специфической амплификации и обнаружения таксон- 

специфического гена сои (ген лектина, /е1) и ДНК, происходящей из специфической генной конструкции, 
присутствующей в ГМ-сое линии GTS 40-3-2. Метод пригоден для количественного определения ДНК, 
происходящей из ГМ-сои линии GTS 40-3-2, в соевых ингредиентах, содержащих ГМ-сою линии 
GTS 40-3-2 (Roundup Ready®13)).

Ограничения см. в С.1.7.

С.1.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.1.2.1 Общие положения
Метод был оптимизирован для СЭМ (СЭМ IRMM-410 13>) [18], состоящих из высушенной муки 

соевых бобов, включающих смеси сои GTS 40-3-2 и обычной сои.
Воспроизводимость описанных методов была проверена в ходе межлабораторных испытаний с 

использованием неизвестных образцов (образцы, помеченные как S A - SE, см. в таблице С.1), состоящих 
из смеси эталонных материалов вышеперечисленного типа [19]. Кроме того, были протестированы 
доступные пищевые продукты [20].

Число копий каждой из целевых последовательностей на геном подробно оценено не было [21], [22].
Метод был опубликован в [23].

С.1.2.2 Межлабораторные испытания
Пять неизвестных образцов, содержащие от 0,7 % до 3 % (по массе) высушенной соевой муки из 

сои линии GTS 40-3-2, были проанализированы одиннадцатью участниками.
Метод, специфичный для обнаружения конструкции GTS 40-3-2, дал относительное стандартное 

отклонение воспроизводимости в диапазоне от 16 % до 28 % (см. таблицу С.1). В ходе начальных 
экспериментов межлабораторных испытаний было определено, что 1 %-ный соевый СЭМ не соответ­
ствовал заявленной величине.

Исследования показали, что различавшиеся эталонные материалы были изготовлены разными 
способами в разное время, что и привело к разному уровню деградации ДНК. Участники межлабора­
торных испытаний были поставлены в известность о необходимости в ходе этого совместного испы­
тания применять 2%-ный СЭМ и разбавлять его для получения раствора 1%-ной эталонной ДНК для 
использования при количественном определении.

Для экстракции ДНК использовалась процедура, приведенная в [23]. 200 нг материала образца 
было лизировано в 1 мл буфера [гуанидингидрохлорид//протеиназа К (0,5 моль/л//0,8 мг/мл)] при 56 °С 
в течение 3 ч. После стадии обработки РНКазой 500 мкл очищенного экстракта смешивалось с 1 мл 
силикогелевой смолы Wizard® 14) и смола со связанной ДНК была пропущена через колонку с фильтром 
Wizard® 14). После промывания изопропанолом ДНК элюировали из силикогелевой смолы в 
10 ммоль/л Трис-буфером pH 9,0 при 70 °С. Концентрацию ДНК определяли измерением оптической 
плотности при 260 нм и приводили к уровню 20 мкг/мл. Для последующего ПЦР-анализа 200 нг ДНК 
из каждого образца было проанализировано в двух независимых реакциях.

Каждый образец анализировался дважды.

13) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

14) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Поскольку образцы, помеченные SA -  SE, представляли собой смеси этих различных эталонов, 
результаты, полученные с помощью этих образцов, не могут быть использованы для оценки истинности 
предложенного метода ПЦР в реальном времени. Однако эти результаты могут быть использованы 
для оценки точности этих методов, в силу чего описанные обстоятельства отражают наихудший 
сценарий, ведущий к недооценке точности прикладного метода ПЦР в реальном времени [19].

Исключение лабораторий основано на использовании приборов ПЦР в реальном времени и на 
статистическом расчете выбросов. Метод был разработан для блочных термоциклеров. Поэтому две 
лаборатории, использовавшие системы LightCycler® 14) (Roche Diagnostics), были исключены еще до 
расчета выбросов. Исключение определенных приборов для ПЦР обусловлено тем, что прикладной 
метод нуждается в тщательной адаптации и оптимизации в том случае, если он проводится на 
приборе для ПЦР в реальном времени, отличном от того, который поименован в методе. Оставшиеся 
лаборатории были, кроме того, проверены на выбросы по Граббсу [24]. Однако не было обнаружено 
ни одного выброса. Подробности межлабораторных испытаний приведены в таблице С.1.

Таблица С.1 -  Данные валидации Збб-промотор-специфического обнаружения ГМО

Образцы
SA SB SC SD SE

Год проведения межлабораторных испытаний 1999 1999 1999 1999 1999
Количество лабораторий, имевших возвратные результаты, шт. 11 11 11 11 11
Количество образцов на лабораторию, шт. 1 1 1 1 1
Количество исключенных лабораторий, шт. 3 2 3 3 3
Количество лабораторий, оставшихся после исключения, шт. 8 9 8 8 8
Количество принятых образцов, шт. 8 9 8 8 8
Ожидаемое значение, % ГМО 1,4 1,8 3 0,7 1
Среднее значение, % ГМО 1,70 1,89 3,65 0,86 1,58
Среднее линейное значение, % ГМО 1,71 1,90 3,68 0,85 1,49
Стандартное отклонение воспроизводимости Sr, % ГМО 0,27 0,53 0,57 0,15 0,38
Относительное стандартное отклонение воспроизводимости, % 16 28 16 17 24
Предел воспроизводимости R (R = 2,8 sR) 0,77 1,48 1,60 0,42 1,06

Кроме того, четырьмя участниками межлабораторных испытаний были проанализированы четыре 
неизвестных, коммерчески доступных образца пищевой продукции, содержащей от 0,3 % до 36 % 
(по массе; средние значения) ГМ-сои линии GTS 40-3-2. Метод, специфический для обнаружения конст­
рукции GTS 40-3-2, показал относительное стандартное отклонение воспроизводимости в диапазоне 
от 23 % до 36 % [20].

С.1.2.3 Молекулярная специфичность
С.1.2.3.1 Общие положения
Метод был разработан для использования в качестве целевой части последовательности, 

описанной, например, в GenBank® 15), регистрационный номер АХ033493.
С.1.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных 

GenBank/EMBL/DDBJ 15) с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве запросных 
последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 15) [24 апреля 2002 г.]. Результат поиска 
подтвержден полной идентичностью только с ожидаемыми целевыми последовательностями.

С.1.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Экспериментальная специфичность метода оценена путем анализа СЭМ IRMM-410 из высушенной 

соевой муки производства IRMM, содержащей от 0 % до 5 % сои линии GTS 40-3-2, и эталонного 
материала фирмы Leatherhead Food Research Association International 15)-  цельной соевой муки 
(Lot № 2/99-01), содержащей 0 %, 0,3 %, 1,25 % и 2 % сои линии GTS 40-3-2 соответственно.

15) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Исследованным коммерческим пищевым материалом были соевая мука, белковые изоляты сои, 
композитные пищевые продукты, содержащие соевую муку и соевый белок.

С.1.2.4 Оптимизация
Оптимизация была проведена для СОП ABI PRISM 7700® и TaqMan® chemistry15).
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

(Applied Biosystems)15).

C.1.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Поскольку метод является количественным, LOD прямо не оценивался. LOD должен быть лучше 

или равным пределу количественного определения, т. е. 50 копий генома сои линии GTS 40-3-2 в 
82 000 копий генома обычной соевой муки.

С.1.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Предел количественного определения был определен путем измерения серии разбавлений 

целевой ДНК, как описано в [20]. В соответствии с рекомендациями разработчика метода LOQ состав­
ляет 50 копий генома сои линии GTS 40-3-2 в 82 000 копий генома обычной соевой муки. Величину 1C 
см. в [20].

В соответствии с этими данными оцененный относительный LOQ составляет 0,06 (= 50 копий/ 
82 000 копий х 100 %).

Концентрации, исследованные в межлабораторных испытаниях, приведены в таблице С.1.
Примечание -  Число копий в межлабораторных испытаниях не определялось.

С.1.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.1.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности трансгена, использованного для конструирования сои линии 

GTS 40-3-2, размером 83 п. о. был амплифицирован с помощью ПЦР двух праймеров, специфических 
для гена СТР из Petunia hybrida (RRS-F, см. таблицу С.2) и ЭбБ-промотору (RRS-R, см. таблицу С.2).

ПЦР-продукты измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью олиго- 
нуклеотидного зонда, специфического для соединения гена СТР и 353-промотора (RRS-TMP, 
см. таблицу С.2). Этот олигонуклеотидный зонд помечен двумя флуоресцентными красителями: FAM 
в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся 
TaqMan® chemistry 1®).

Фрагмент последовательности гена лектина сои размером 81 п. о. был амплифицирован с помощью 
ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух праймеров, специфических для 
гена соевого лектина, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с применением зондов, 
специфических для гена соевого лектина, производства TaqMan® 16) (Lectin-TMP, см. таблицу С.2).

Количественное определение производили с использованием метода AACt или метода двойной 
калибровочной кривой (см. С.1.8).

С.1.5 Реактивы
С.1.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.1.5.2 Вода
С.1.5.3 Буфер для ПЦР (без MgCI2) 10-кратный
С.1.5.4 Раствор MgCI2, с (МдС12) = 25 ммоль/л
С.1.5.5 Раствор дНТФ, с (дНТФ) = 2,5 ммоль/л (каждый)
С.1.5.6 Олигонуклеотиды
Подробная информация о применяемых олигонуклеотидах приведена в таблице С.2.

16) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.2 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность эталонного гена
Лекгин-F 5'-ТСС ACC ССС АТС САС ATT Т-3' 900 нмоль/л
Лекгин-R 5'-ggC АТА дАА ддТ дАА дТТ дАА ддА-3' 900 нмоль/л
Лектин-ТМР 5'-FAM-AAC Сдд ТАд СдТ ТдС САд СТТ Cg-TAMRA-З 'а 100 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
RRS-F 5'-дСС ATg ТТд ТТА ATT ТдТ дСС АТ-3' 900 нмоль/л
RRS-R 5'-дАА дТТ CAT ТТС ATT Тдд АдА ддА С-3' 900 нмоль/л
RRS-TMP 5'-FAM-CTT дАА АдА ТСТ дСТ АдА дТС АдС ТТд ТСА 

gCg-TAMRA-З 'а
100 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер пектинового ПЦР-продукга составляет 81 п. о.; размер ПЦР-продукга RRS составляет 83 п. о.

С.1.5.7 Термостабильная ДНК-полимераза
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold®17).

С.1.5.8 Урацил-М-гликозилаза (при необходимости)

С.1.6 Аппаратура
С.1.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

С.1.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль изначально был протестирован с прибором СОП 

ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)17) и СОП GeneAmp® 5700 (Applied Biosystems)17). Могут исполь­
зоваться другие СОП ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

С.1.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems)17).

C. 1.6.4 Порядок проведения ПЦР
ПЦР для целевой последовательности эталонного гена и для целевой последовательности ГМО 

должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная ПЦР (с использованием различных 
флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 50 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблице С.З.

17) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.З -  Окончательный объем/концентрация реакционной смеси для амплификации (на одну 
реакционную пробирку)

Целевая последовательность эталонного гена
Общий объем 50 мкп
ДНК-матрица (максимальное количество 200 нг) 10 мкп
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1,25 ед.
Деконтаминационная
система

ДУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза AmpErase®

400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 5 ммоль/л
Праймеры Лекгин-F и лекгин-R (см. таблицу С.2) См. таблицу С.2
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд Лектин-ТМР (см. таблицу С.2) См. таблицу С.2
Целевая последовательность ГМО
Общий объем 50 мкп
ДНК-матрица (максимальное количество 200 нг) 10 мкп
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1,25 ед.
Деконтаминационная
система

дУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза AmpErase

400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 5 ммоль/л
Праймеры RRS-F и RRS-R (см. таблицу С.2) См. таблицу С.2
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд RRS-TMP (см. таблицу С.2) См. таблицу С.2

а ROX- карбокси-Х-родамин.

С.1.6.5 Контроль ПЦР
В качестве положительного контроля и эталонного материала для калибровки могут быть исполь­

зованы СЭМ GTS 40-3-2 (материалы, содержащие от 0,1 % до 5 % ГМ-сои), производимые IRMM, 
Гиль, Бельгия (серии IRMM-410)18) [18].

Должны быть проведены все виды контроля, установленные в ISO 24276.

С.1.6.6 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С.4, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) 12). В исследовании по подтверждению достоверности 
метода она использовалась совместно с AmpliTaq Gold® ДНК-полимеразой 1 \  Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации фермента, зависит от особенностей используемой полимеразы.

Условия реакции указаны в таблице С.4.

Таблица С.4 -  Условия проведения реакции

Время,с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация ДНК- 
матрицы

600 95

ПЦР (45 циклов)
Стадия 1 Денатурация 15 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 60

18) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.1.7 Ограничения и оценка результатов
Поскольку ГМО, отличные от сои линии GTS 40-3-2, могут содержать часть трансгена, использо­

вавшегося для конструирования сои линии GTS 40-3-2, в частности 353-промотор, СТР-последова- 
тельность из Petunia hybrida и специфическое соединение между этими двумя генетическими элемен­
тами, метод пригоден для количественного определения ДНК-сои линии GTS 40-3-2 при отсутствии 
других ГМО, как определено выше.

Приведенный метод пригоден для измерения соотношения ДНК из сои линии GTS 40-3-2 и ДНК 
обычной сои. Это соотношение отражает количество сои линии GTS 40-3-2 в соевом ингредиенте 
исследуемого пищевого продукта.

Если количество соевого ингредиента в исследуемом пищевом продукте превышает 5 %, мало­
вероятно, что содержание 1 % сои линии GTS 40-3-2 может быть определено.

Примечание- Если обработка пищевого продукта в ходе его приготовления привела к деградации или 
удалению ДНК (например, при получении рафинированного соевого масла или рафинированных соевых леци­
тинов), приведенный метод не дает достоверных результатов.

С.1.8 Калибровка и расчет результатов
После определения порогового значения [например, от 0,01 до 0,1 нормализованной флуорес­

ценции репортерного красителя (Rn)] система обнаружения последовательностей рассчитывает 
значения Ct (порогового цикла) для каждой ПЦР (метод AACt). Рассчитываются различия между RRS- 
специфическим и лектин-специфическим значениями Ct образцов (ACt,06p) и эталонных образцов (АС^т)-

Относительное количество ДНК-сои линии GTS 40-3-2 в образце w, %, относительно эталонного 
материала рассчитывается по формуле

w = 2"(АС,,0бр “ ACt3T) х сэт, (С.1)

где Дэт -  концентрация эталонного образца.
Альтернативным образом калибровочная кривая рассчитывалась (log [с] относительно Ct) системой 

обнаружения последовательностей на основе эталонов, состоящих из смесей ГМО известных концен­
траций ГМ-сои линии GTS 40-3-2 (например, 0,1 %; 0,5 %, 1 %; 2 % и 5 %) или эталонов, состоящих из 
подходящих разбавлений эталонных растворов, полученных из смесей ГМО с определенной концен­
трацией сои линии GTS 40-3-2 (например, 5 %) -  метод двойной калибровочной кривой. Эта калибро­
вочная кривая применяется для определения концентрации сои линии GTS 40-3-2 в неизвестном 
образце. Поскольку ДНК образца может быть деградирована вследствие процесса приготовления 
пищевого продукта или из-за того, что образец может содержать иные ингредиенты, чем соевые 
бобы, рассчитанная концентрация сои линии GTS 40-3-2 должна быть нормализована в соответствии 
с количеством амплифицируемой ДНК-сои, присутствующей в образце. Это количество определяется 
с помощью ПЦР в реальном времени, специфической для гена соевого лектина, с использованием 
в качестве эталонной ДНК смесей ДНК определенной концентрации (например, 100 %, 50 %, 25 %, 
10 % и 1 % по массе) ДНК-сои из серии IRMM 410 или 410R 19), разбавленных подходящим ДНК- 
носителем. Для нормализации измеренное количество ДНК-сои линии GTS 40-3-2 делится на изме­
ренное количество ДНК-сои.

При использовании альтернативной процедуры для расчета результатов важно, чтобы абсолютное 
количество ДНК-матрицы (нг) было одинаковым для каждой ПЦР, использованной для калибровки.

Другая альтернативная процедура описана в С.2.

С.2 Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
сои линии GTS 40-3-2 с использованием ПЦР в реальном времени (метод 2)

С.2.1 Введение
В настоящем приложении описан метод специфической амплификации и обнаружения таксон- 

специфического гена сои (ген лектина, /е1) и специфического участка генной конструкции -  места 
соединения ДНК 35Э-промотора вируса мозаики цветной капусты и хлоропластного сигнала Petunia 
hybrida, предшетствующего последовательности гена 5-енолпирувилшикимат-З-фосфат-синтазы

19) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Agrobacterium (epsps), присутствующего в ГМ-сое линии GTS 40-3-2 (Roundup Ready® 20)) для количе­
ственного определения относительного количества ДНК, происходящей из ГМ-сои линии GTS 40-3-2.

Ограничения см. в С.2.8.

С.2.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.2.2.1 Общие положения
Метод был оптимизирован для приборов для ПЦР в реальном времени с использованием СЭМ 

(СЭМ IRMM-410R 20)) [18], состоящих из высушенной муки соевых бобов, включающих смеси сои линии 
GTS 40-3-2 и обычной сои.

Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 
испытаний с использованием неизвестных образцов, состоящих из вышеупомянутых эталонных 
материалов. Кроме того, были протестированы обработанные эталонные материалы текстурирован­
ного растительного белка (далее -  ТРБ).

Число копий каждой из целевых последовательностей на геном подробно оценено не было.

С.2.2.2 Межлабораторные испытания
Шесть неизвестных образцов, содержащие от 0,1 % до 5 % (по массе) вышеупомянутых СЭМ 

(СЭМ IRMM-410R20*) и ТРБ, содержащего 2 % (по массе) сои линии GTS 40-3-2, были проанализированы:
-  14 лабораториями, использовавшими СОП ABI PRISM® 7700;
-  6 лабораториями, использовавшими СОП ABI GeneAmp® 5700;
-  12 лабораториями, использовавшими систему LightCycler® 20) (Roche Diagnostics).
Количество участников и образцов -  в соответствии с ISO 5725.
Система специфической конструкции GTS 40-3-2 дала относительное стандартное отклонение 

воспроизводимости в диапазоне от 27 % до 44 % при использовании аппаратов СОП ABI PRISM® 7700 
и СОП ABI GeneAmp® 5700 соответственно и в диапазоне от 27 % до 64 % при использовании Light- 
Cycler® 20) (Roche Diagnostics).

Для экстракции ДНК использовалась процедура, приведенная в ISO 21571:2005, А.З.
Для каждого образца параллельно анализировались два экстракта ДНК. Каждый исследуемый 

образец был проанализирован трижды.
Точность метода, достоверность и предел количественного определения определялись в ходе 

межлабораторных испытаний. Данные специфичности, линейности и пределов обнаружения и коли­
чественного определения были установлены до межлабораторных испытаний. Содержание ДНК в 
исследуемых образцах охватывало эти величины.

Данные валидации достоверности и точности приведены в таблицах С.5 и С.6.

Таблица С.5 -  Данные валидации для СОП ABI PRISM® 7700 и СОП ABI GeneAmp® 5700 21*

Образец 1 
0,10 % ± 
± 0,03 %

Образец 2 
0,50 % ± 
± 0,06 %

Образец 3 
1,0 % ± 
±0,1 %

Образец 4 
2,0 % ±
± 0,2 %

Образец 5 
5,0 % ±
± 0,2 %

Образец 6 
2 % ТРБ

Г од межлабораторных ис­
пытаний

2000 2000 2000 2000 2000 2000

Количество участвовавш их 
лабораторий, шт.

19 19 19 19 19 19

Число выбросов а 0 2 1 0 1 0
Количество лабораторий, 
оставшихся после исключе­
ния выбросов, шт.

19 17 18 19 18 19

20) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

21) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Окончание таблицы С.5

Образец 1 
0,10 %± 
± 0,03 %

Образец 2 
0,50 % ± 
± 0,06 %

Образец 3 
1,0 % ± 
±0,1 %

Образец 4 
2,0 % ±
± 0,2 %

Образец 5 
5,0 % ±
± 0,2 %

Образец 6 
2 % ТРБ

Среднее значение, % 0,11 0,49 1,00 2,27 5,11 1,71
Стандартное отклонение 
повторяемости sr

0,04 0,12 0,21 0,25 0,53 0,48

Относительное стандарт­
ное отклонение повторяе­
мости, %

33 24 21 11 10 28

Предел повторяемости г 
(г =2,8 sr)

0,10 0,33 0,59 0,71 1,48 1,34

Стандартное отклонение 
воспроизводимости S r

0,05 0,3 0,28 0,71 1,38 0,55

Относительное стандарт­
ное отклонение воспроиз­
водимости, %

44 27 28 32 27 32

Предел воспроизводимости 
R (R  = 2,8 sR)

0,13 0,37 0,77 2,00 3,87 1,54

а Выбросы были идентифицированы с помощью тестов Граббса и Кохрана [24].

Таблица С.6 -  Данные валидации для системы LightCycler® 22)

Образец 1 
0,10 %± 
± 0,03 %

Образец 2 
0,50 % ± 
± 0,06 %

Образец 3 
1,0 % ± 
±0,1 %

Образец 4 
2,0 % ±
± 0,2 %

Образец 5 
5,0 % ±
± 0,2 %

Образец 6 
2 % ТРБ

Год межлабораторных ис­
пытаний

2000 2000 2000 2000 2000 2000

Количество участвовавших 
лабораторий, шт.

7 7 7 7 7 5

Число выбросов а 1 0 0 0 0 1
Количество лабораторий, 
оставшихся после исключе­
ния выбросов, шт.

6 7 7 7 7 4

Среднее значение, % 0,13 0,55 0,95 2,01 5,43 1,82
Стандартное отклонение 
повторяемости sr

0,07 0,23 0,28 0,56 1,10 0,20

Относительное стандарт­
ное отклонение повторяе­
мости, %

55 42 30 28 20 11

Предел повторяемости г 
(г =2,8 sr)

0,19 0,66 0,79 1,57 3,07 0,56

Стандартное отклонение 
воспроизводимости S r

0,08 0,31 0,34 0,64 1,94 0,50

Относительное стандарт­
ное отклонение воспроиз­
водимости, %

64 55 35 32 36 27

Предел воспроизводимости 
R (R  = 2,8 S r )

0,22 0,86 0,95 1,79 5,43 1,40

а Выбросы были идентифицированы с помощью тестов Граббса и Кохрана [24].

22) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Результаты, приведенные в таблице С.6, иллюстрируют изменчивость, наблюдавшуюся для 
системы LightCycler® 2 ] (Roche Diagnostics). Отмечается, что количество лабораторий, вернувших 
результаты, было недостаточным в соответствии с ISO 5725.

С.2.2.3 Молекулярная специфичность
С.2.2.3.1 Общие положения
Метод был разработан для использования в качестве целевой части последовательности, 

описанной, например, в GenBank® 22), регистрационный номер AY596948.
С.2.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных 

GenBank/EMBL/DDBJ 22) с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве запросных 
последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 22) [24 апреля 2002 г.]. Результат поиска 
подтвержден полной идентичностью только с ожидаемыми целевыми последовательностями.

С.2.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Были идентифицированы СЭМ IRMM-410R 22) из высушенной соевой муки, содержащей от 0 % до 

5 % сои линии GTS 40-3-2. Были протестированы такие пищевые материалы, как соевая мука и соевые 
белковые изоляты.

Проведенные перед межлабораторными испытаниями тесты на специфичность показали отсут­
ствие перекрестной реактивности детекторных систем к следующим нецелевым видам/образцам: 
рису (Oryza sativa), ржи (Secale cereale), пшенице (Triticum aestivum), ячменю (Hordeum vulgare), просу 
(Panicum miliaceum), чечевице (Lens culinaris), белой фасоли (Phaseolus vulgaris), золотистой фасоли 
(Phaseolus aureus), желтому люпину (Lupinus luteus), теосинте мексиканскому (Zea mays ssp. 
mexicana), томату (Lycopersicon esculentum), картофелю (Solarium tuberosum ssp. tuberosum), сорго 
(Sorghum vulgare), кукурузе (Zea mays), рапсу (Brassica napus), овсу (Avena sativa), полбе (Triticum 
spelta), льну (Linum usitatissimum), гречихе (Fagopyrum esculentum), кунжуту (Sesamum sp.J, человеку 
(Homo sapiens sapiens), лососю (Salmo saiar), говядине (Bos taurus) и Bacillus subtilis. Более того, не 
обнаружено перекрестной реактивности с рапсом линии MS8xRF3 (SeedLink) или со следующими 
ГМ-сортами кукурузы Bt176, Bt11, Т25, MON 810, СВН351, DBT418, GA21.

Аллельная стабильность и стабильность числа копий эталонного соевого гена оценена с исполь­
зованием не менее восьми сортов сои.

С.2.2.4 Оптимизация
Оптимизация концентраций реактивов была проведена для ООП ABI PRISM 7700® и прибора 

LightCycler® с использованием TaqMan®chemistry 23) [3]. Никакой дополнительной оптимизации не произ­
водили для прибора GeneAmp® 5700, поскольку термоциклер в этом инструменте идентичен термо­
циклеру в ABI PRISM 7700® 23).

Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 
(Applied Biosystems)23).

C.2.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Предел обнаружения в ходе межлабораторных испытаний не оценивался. LOD для ПЦР рассчи­

тывался с помощью измерения серии разбавлений целевой ДНК. В соответствии с указаниями разра­
ботчика метода было показано, что LOD составлял пять копий целевой последовательности (определен с 
плазмидами).

С.2.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Предел количественного определения был определен путем измерения серии разбавлений 

целевой ДНК.
В соответствии с рекомендациями разработчика метода LOQ составляет по крайней мере 50 копий 

генома сои линии GTS 40-3-2. Величину 1C см. в [20].
Концентрации, исследованные в межлабораторных испытаниях, приведены в таблицах С.5 и С.6.
Примечание -  Число копий в межлабораторных испытаниях не определялось.

23) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.2.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.2.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности специфической конструкции сои линии GTS 40-3-2 размером 

74 п. о. был амплифицирован с помощью ПЦР с использованием двух специфических праймеров 
GTS 40-3-2. ПЦР-продукгы измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью 
олигонуклеотидного зонда, специфического для конструкции сои линии GTS 40-3-2, помеченного 
двумя флуоресцентными красителями: FAM в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве 
тушителя. Для этих целей применялся TaqMan® chemistry 23).

Фрагмент последовательности таксон-специфического гена лектина сои (/е1) размером 74 п. о. 
был амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух 
праймеров, специфических для гена соевого лектина /е1, и продукты ПЦР измерялись в течение 
каждого цикла ПЦР с применением зонда, специфического для гена /е1, производства TaqMan® 23).

Для количественного определения экстрактов ДНК неизвестного исследуемого образца был 
использован метод калибровочной кривой.

Примечание -  Перед количественным ПЦР-анализом растворы экстрагированной ДНК были проанализиро­
ваны методом качественной ПЦР на приборе ПЦР в реальном времени. Качественный ПЦР-прогон («контрольный 
прогон») проводился для определения «порогового цикла» (значения Ct) каждого образца, для которого отсутст­
вует экспериментальный опыт. Путем тестирования двух разных разбавлений экстрагированной нуклеиновой 
кислоты (например, разбавлений раствора ДНК 1 : 10 и 1 : 40) в ходе контрольного прогона можно обнаружить 
возможное присутствие ингибиторов амплификации. Кроме того, можно определить подходящее разбавление 
экстракта нуклеиновых кислот, полученного из исследуемого образца, которое попадает в калибровочный диапазон 
количественного анализа.

С.2.5 Реактивы 
С.2.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.2.5.2 Вода
С.2.5.3 Буфер для ПЦР (без MgCI2) 10-кратный 
С.2.5.4 Раствор MgCI2, с (МдС12) = 25 ммоль/л 
С.2.5.5 Раствор дНТФ, с (дНТФ) = 2,5 ммоль/л 
С.2.5.6 Олигонуклеотиды
Подробная информация о применяемых олигонуклеотидах приведена в таблице С.7.

Таблица С.7 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность эталонного гена
GM1-F 5'-ССА gCT ТСд ССд СТТ ССТ ТС-3' 600 нмоль/л
GM1-R 5'-дАА ддС ААд ССС АТС ТдС ААд СС-3' 600 нмоль/л
G M I-зонд 5'-FAM- СТТ САС СТТ СТА ТдС ССС ТдА CAC-TAMRA-3'а 120 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
RR1-F 5'-САТ ТТд дАд Адд АСА СдС ТдА-3' 600 нмоль/л
RR1-R 5'-дАд CCA ТдТ ТдТ ТАА ТТТ дТд СС-3' 600 нмоль/л
R R I-зонд б'-FAM-CAA gCT дАС ТСТ АдС АдА ТСТ TTC-TAMRA-3'а 125 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер лектина и продуктов ПЦР GTS 40-3-2 составляет 74 п. о.
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С.2.5.7 Термостабильная ДНК-полимераза
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 24).

С.2.5.8 Урацил-М-гликозилаза (при необходимости)
С.2.6 Аппаратура
С.2.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

С.2.6.2 Термоциклер
Указанные температурно-временные профили первоначально были протестированы с прибором 

СОП ABI PRISM® 7700 или СОП GeneAmp® 5700 (Applied Biosystems) или системой LightCycler® 
(Roche Diagnostics) 25). Могут использоваться другие системы ПЦР в реальном времени, если они 
могут показать эквивалентные или лучшие результаты.

С.2.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны подходить для ПЦР-амплификации в термоциклере, например 

ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских полосок) 
(Applied Biosystems) и капилляры LightCycler® (Roche Diagnostics)25).

C.2.7 Порядок проведения ПЦР
C.2.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности эталонного гена и для целевой последовательности ГМО 

должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная ПЦР (с использованием различных 
флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или валидирована.

Перед количественным прогоном проводили прогон ПЦР в реальном времени по крайней мере с 
двумя разбавлениями ДНК, экстрагированной из испытательных образцов для обеих ПЦР-систем для 
контроля амплифицируемости. Данные, полученные в ходе этого «контрольного прогона», использо­
вали для контроля качества ДНК (ингибирования). Значения Ct, полученные из двух линейных раз­
бавлений, должны быть пропорциональными определенному различию значений Ct (ACt), например 
разбавление один к четырем приводит к значению ACt, равному приблизительно 2. Меньшее значение 
ACt указывает на нелинейную амплификацию, которая может быть вызвана ингибиторами ПЦР. 
Значение Ct неизвестной ДНК, определенное в ходе «контрольного прогона», дает также информацию о 
количестве целевой ДНК. Таким образом, выбирается подходящая концентрация ДНК неизвестного 
исследуемого образца, которая должна находиться в диапазоне эталонной кривой.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 50 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С.8 и С.9.

24) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

25) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.8 -  Окончательный объем/концентрация реакционной смеси для амплификации целевой 
таксон-специфической последовательности (на одну реакционную пробирку)

Общий объем 50 мкп
Добавленная ДНК-матрица (от 1,7 до 108 нг ДНК-сои) 5 мкп
ДНК-полимераза ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® а 1,25 ед.
Деконтаминационная система дУТФ

Урацил-Л/-гликозилаза
400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пас­
сивный эталонный ROX)ь

1 -кратный

MgCI2 4,5 ммоль/л
Праймеры GM1-F и GM1-R (см. таблицу С.7) См. таблицу С.7
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд GM1 (см. таблицу С.7) См. таблицу С.7
Н20  (для молекулярной биологии) Добавляется до 50 мкп

а В случае использования системы LightCycler® рекомендуется альтернативный буфер и Taq-полимераза, 
например Platinum Taq или FastStartTaq в реакционном буфере изготовителя. 

ь R O X- карбокси-Х-родамин.

Таблица С.9 -  Окончательный объем/концентрация реакционной смеси для амплификации целевой 
последовательности ГМО (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 50 мкп
Добавленная ДНК-матрица (от 1,7 до 108 нг ДНК-сои) 5 мкп
ДНК-полимераза ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® а 1,25 ед.
Деконтаминационная система дУТФ

Урацил-Л/-гликозилаза
400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пас­
сивный эталонный ROX)ь

1 -кратный

MgCI2 4,5 ммоль/л
Праймеры RR1-F и RR1-R (см. таблицу С.7) См. таблицу С.7
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд RR1 (см. таблицу С.7) См. таблицу С.7
Н20  (для молекулярной биологии) Добавляется до 50 мкп

а В случае использования системы LightCycler® рекомендуется альтернативный буфер и Taq-полимераза, 
например Platinum Taq или FastStartTaq в реакционном буфере производится. 

ь R O X- карбокси-Х-родамин.

С.2.7.2 Контроль ПЦР
В качестве положительного контроля могут быть использованы СЭМ ГМ-сои GTS 40-3-2, произ­

водимые IRMM, Гиль, Бельгия (серии IRMM-410)26* [18].
Должны быть проведены все виды контроля, установленные в ISO 24276.

С.2.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С. 10, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) и системы LightCycler® (Roche Diagnostics) 26). В валидаци- 
онном исследовании она использовалась совместно с ДНК-полимеразой AmpliTaq Gold® 26). Исполь­
зование других термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для 
акгивации/инициации денатурации, зависит от особенностей используемой полимеразы.

Условия реакции указаны в таблице С. 10.

26) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.10 -  Условия проведения реакции

Время,с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация (при необходимости) 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (45 циклов)
Стадия 1 Денатурация 15 а/5 6 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 а/25 6 60

а Оптимизировано для ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) с программным обеспечением версии 1.6.3. 
ь Оптимизировано для системы LightCycler®. Параметры флуоресценции в LightCycler® -  канал 1 (коэффици­

ент усиления 4) и единичный сбор данных с программным обеспечением версии 3.

С.2.8 Ограничения и оценка результатов
Поскольку ГМО, отличные от сои линии GTS 40-3-2, могут содержать часть генетической конст­

рукции, использовавшейся для конструирования сои линии GTS 40-3-2, в частности специфическое 
соединение между ЭбБ-промотором и СТР-сигнальной последовательностью из Petunia hybrids, 
метод пригоден для количественного определения ДНК-сои линии GTS 40-3-2 при отсутствии других 
ГМО, как определено выше.

Приведенный метод пригоден для измерения соотношения ДНК, специфической для сои линии 
GTS 40-3-2, и ДНК обычной сои. Это соотношение отражает количество сои линии GTS 40-3-2 в соевом 
ингредиенте исследуемого пищевого продукта.

Метод валидирован для соевой муки и текстурированного растительного белка.
Примечание -  Если ДНК-соя была утрачена или сильно деградирована в ходе обработки пищевого продукта 

при его приготовлении (например, при получении рафинированного соевого масла) или если соя является только 
очень минорным компонентом анализируемого образца, количество соевого стандарта и/или ГМ-специфических 
копий будет на уровне или ниже предела количественного определения, описанные методы не будут применимыми.

С.2.9 Калибровка и расчет результатов
Отдельные калибровочные кривые для каждой системы «праймер -  зонд» генерируются в ходе 

одного и того же аналитического амплификационного пробега. Калибровочные кривые включают 
четыре разбавления ДНК, экстрагированной из 5%-ного СЭМ IRMM-410R 27). В каждой из четырех 
калибровочных точек проводилось дублирующее СОП ABI PRISM® 7700 27) и СОП GeneAmp® 5700 27) 
или одиночное (система LightCycler®) 27) определение. Тройные реакции с использованием соответст­
вующих разбавлений ДНК, экстрагированной из неизвестного образца, измеряли с помощью инстру­
ментов ABI, в то время как единичные определения с использованием двух различных разбавлений 
экстракта ДНК образца проводились с помощью системы LightCycler® 27).

Калибровочная кривая получается путем построения графика значений Ct относительно лога­
рифма числа копий целевой последовательности для калибровочных точек. Это может быть осуще­
ствлено, например, путем использования программного обеспечения (электронной таблицы), такого 
как Microsoft Excel, или напрямую с помощью опций, доступных в программном обеспечении СОП.

Число копий, измеренное для ДНК неизвестного образца, определяется путем интерполяции по 
стандартным кривым. Для определения количества ДНК-сои линии GTS 40-3-2 в неизвестном образце 
число копий целевой последовательности GTS 40-3-2 делится на число копий гена лектина и умно­
жается на 100, после чего выражается в процентах.

27) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.З Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
ДНК-кукурузы Event176 с использованием ПЦР в реальном времени

С.3.1 Введение
В настоящем приложении описан метод специфической амплификации и обнаружения таксон- 

специфического гена кукурузы (Zea mays) -  гена белка группы высокой подвижности (hmg) и специ­
фического участка синтетического гена сгу1А(Ь), происходящего из Bacillus thuringiensis [синтетиче­
ский сту1А(Ь)], присутствующего в геноме ГМ-кукурузы линии Event176 (Bt176; Maximizer™), для коли­
чественного определения относительного количества ДНК, происходящей из ГМ-кукурузы линии 
Eventl 76.

Ограничения см. в С.3.8.

С.3.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.3.2.1 Общие положения
Метод был оптимизирован для СЭМ (СЭМ IRMM-411 28)), состоящих из высушенной кукурузной 

муки, включающих смеси ГМ-кукурузы линии Eventl 76 и обычной кукурузы.
Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 

испытаний с использованием неизвестных образцов СЭМ IRMM-411 28), содержащих от 0,1 % до 5 % 
ГМ-кукурузы линии Eventl76 в смеси с обычной кукурузой, а также с использованием эталонных 
материалов, полученных из термически стерилизованных зерен кукурузы (ТСЗ), содержащих 2 % 
ГМ-кукурузы линии Eventl 76 в смеси с обычной кукурузой.

Число копий каждой из целевых генов в расчете на геном подробно оценено не было.

С.3.2.2 Межлабораторные испытания
Межлабораторные испытания были организованы бывшим институтом защиты здоровья потре­

бителей и ветеринарной медицины (BgW , ныне BfR, Германия) совместно с GeneScan Europe 
(Teltow, Германия). Количество участников и образцов -  в соответствии с ISO 5725.

Исследование было проведено 10 лабораториями, использующими СОП ABI PRISM® 7700 28), и 
7 лабораториями, использующими СОП GeneAmp® 5700 28).

Для экстракции ДНК использовалась процедура, приведенная в ISO 21571:2005 (А.З).
Для каждого образца две экстракции ДНК анализировались параллельно. Каждый исследуемый 

образец анализировался трижды.
Каждый участник получил шесть неизвестных образцов. Образцы состояли из четырех СЭМ: 

СЭМ IRMM-411, содержащих от 0,1 % до 2 % (по массе) ГМ-кукурузы линии Eventl76 в смеси с обычной 
кукурузной мукой, образец кукурузной муки, состоящий из смеси (по массе) 50 % сои линии GTS 40-3-2 
(Roundup ready), 49 % кукурузы, не модифицированной генетически, 1 % ГМ-кукурузы линии Eventl76 
(помеченный как смесь А) и высушенный порошок, изготовленный из термически стерилизованных 
зерен (помеченный как ТСЗ), состоявший из смеси 2 % ГМ-кукурузы линии Eventl 76 в смеси с обычной 
кукурузной мукой.

Точность метода, достоверность и предел количественного определения определялись в ходе 
межлабораторных испытаний. Данные специфичности, линейности и пределов обнаружения и коли­
чественного определения, которые превосходили диапазон для испытательных образцов, были уста­
новлены до межлабораторных испытаний.

Результаты подтверждения точности и достоверности метода суммированы в таблице С.11.

28) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.11 -  Данные валидации для количественного определения специфической конструкции 
Bt176

Образец 1 
0,100 %± 
± 0,002 %

Образец 2 
0,50 % ± 
± 0,01 %

Образец 3 
1,0 % ±

± 0,02 %

Образец 4 
2,0 % ±

± 0,04 %

Образец 5 
Смесь А 

(2 %)

Образец 6 
2 % ТСЗ

Г од межлабораторных ис­
пытаний

2000 2000 2000 2000 2000 2000

Количество участвовавших 
лабораторий, шт.

17 17 17 17 17 17

Число выбросов а 1 0 0 0 2 2
Количество лабораторий, 
оставшихся после исключе­
ния выбросов, шт.

16 17 17 17 15 15

Среднее значение, % 0,13 0,67 1,47 2,27 2,04 0,75
Стандартное отклонение 
повторяемости sr а

0,03 0,13 0,28 0,45 0,37 0,21

Относительное стандартное 
отклонение повторяемости, %

22,28 19,48 18,83 19,88 18,22 27,71

Предел повторяемости г 
(г =2,8 sr)

0,08 0,37 0,78 1,26 1,04 0,58

Стандартное отклонение 
воспроизводимости S r

0,05 0,26 0,55 0,92 0,85 0,25

Относительное стандартное 
отклонение воспроизводи­
мости, %

36,13 39,23 37,19 40,72 41,62 32,90

Предел воспроизводимости 
R (R  =  2,8 S r )

0,13 0,74 1,54 2,59 2,38 0,69

а Выбросы были идентифицированы с помощью тестов Граббса и Кохрана [24].

С.3.2.3 Молекулярная специфичность
С.3.2.3.1 Общие положения
Информация о генетической конструкции, встроенной в геном кукурузы, указана в [31].
С.3.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных 

GenBank/EMBL/DDBJ 29) с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве запросных 
последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.4 29) [8 декабря 2002 г.]. Результат поиска 
подтвержден полной идентичностью только с ожидаемыми целевыми последовательностями.

С.3.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Были идентифицированы СЭМ из IRMM-411 29) из высушенной кукурузной муки, содержащей от 

0,1 % до 5 % кукурузы Event176. Были протестированы такие пищевые материалы, как соевая мука и 
соевые белковые изоляты.

Не наблюдали никаких специфических продуктов амплификации со специфической системой 
праймер -  зонд для кукурузы Event176 и ДНК из 20 различных линий: кукурузы (сорта Zea mays) или 
риса (Oryza sativa), ржи (Secale cereale), пшеницы (Triticum aestivum), ячменя (Hordeum vulgare), проса 
(Panicum miliaceum), чечевицы (Lens culinaris), белой фасоли (Phaseolus vulgaris), золотистой фасоли 
(Phaseolus aureus), желтого люпина (Lupinus luteus), теосинте мексиканского (Zea mays ssp. 
mexicana), томата (Lycopersicon esculentum), картофеля (Solarium tuberosum ssp. tuberosum), сорго 
(Sorghum vulgare), кукурузы (Zea mays), рапса (Brassica napus), овса (Avena sativa), полбы (Triticum 
spelta), льна (Linum usitatissimum), гречихи (Fagopyrum esculentum), кунжута (Sesamum spec.J, человека 
(Homo sapiens sapiens), лосося (Salmo salar), говядины (Bos taurus) и Bacillus subtilis. Более того, не

29) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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обнаружено перекрестной реактивности с ГМ-соей линии GTS 40-3-2 или со следующими ГМ-сортами 
кукурузы: Bt11, Т25, MON 810, СВН351, DBT418 и GA21.

Для специфической системы «праймер -  зонд» для кукурузного гена hmg продукты амплификации 
были обнаружены только с ДНК из различных линий не модифицированной генетически кукурузы и с 
ДНК из СЭМ IRMM-411 30), но ни с одним из других вышеперечисленных видов, кроме близкого родст­
венника кукурузы -  теосинте мексиканского (Zea mays ssp. mexicana).

С.3.2.4 Оптимизация
Оптимизация была проведена для СОП ABI PRISM 7700® 30) с использованием TaqMan®chemistry 

[30]. Никакой дополнительной оптимизации не производили для СОП GeneAmp® 5700 30), поскольку 
термоциклер в этом приборе идентичен термоциклеру в ABI PRISM 7700®30).

Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 
(Applied Biosystems)30).

C.3.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Предел обнаружения в ходе межлабораторных испытаний не оценивался.
LOD для ПЦР рассчитывался с помощью измерения серии разбавлений целевой ДНК.
В соответствии с указаниями разработчика метода было показано, что LOD составлял пять копий 

целевой последовательности (определен с плазмидами).

С.3.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Предел количественного определения для стадии ПЦР был определен путем измерения серии 

разбавлений целевой ДНК.
Предел количественного определения был рассчитан разработчиком метода в размере 50 копий 

генома кукурузы Event176 в 82 000 копий генома на основе теоретического размера генома 2725 пг на 
гаплоидный геном [14].

Концентрации, исследованные в межлабораторных испытаниях, приведены в таблице С.11.
Примечание -  Число копий в межлабораторных испытаниях не определялось.

С.3.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.3.4 Принцип метода
Фрагмент синтетического гена сгу1А (Ь) размером 129 п. о. был амплифицирован с помощью 

ПЦР-пары специфических праймеров. ПЦР-продукгы измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном 
времени) с помощью олигонукпеотидного зонда, специфического для синтетического гена сгу1А (Ь), 
помеченного двумя флуоресцентными красителями: FAM в качестве репортерного красителя и 
TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся TaqMan® chemistry30).

Фрагмент последовательности специфического для кукурузы гена hmg размером 79 п. о. был 
амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием специфи­
ческих праймеров, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с применением 
hmg-специфического олигонукпеотидного зонда, помеченного двумя флуоресцентными красителями: 
FAM в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя.

Примечание- Кукуруза Event176 (Maximizer™) содержит две копии синтетического гена cry1A (b ) под 
контролем промотора гена кукурузной кальций-зависимой протеинкиназы (КЗПК6) и под контролем промотора 
гена кукурузной фосфоенолпируваткарбоксилазы (ФЕПК) соответственно.

Для количественного определения экстракта ДНК неизвестного исследуемого образца использо­
вался метод эталонной кривой. Отдельные калибровочные кривые для каждой системы «праймер -  
зонд» генерируются в одном и том же аналитическом амплификационном пробеге. Калибровочные 
кривые включают четыре разбавления ДНК, экстрагированной из 5%-ного СЭМ IRMM-411, который 
использовался в качестве эталонного материала для калибровки. В каждой из четырех калибровочных 
точек проводилось дублирующее определение. Проводились тройные реакции для каждого из двух 
экстрактов ДНК-матрицы из неизвестного исследуемого образца с использованием соответствующих 
разбавлений ДНК.

30) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Перед количественным прогоном проводили прогон ПЦР в реальном времени по крайней мере с 
двумя разбавлениями ДНК, экстрагированной из испытательных образцов (например, 1 : 10 и 1 : 40 
разбавлений раствора ДНК), для контроля способности к амплификации. Данные, полученные в ходе 
этого «контрольного прогона», использовали для контроля качества ДНК (ингибирования). Значения Q, 
полученные из двух линейных разбавлений, должны быть пропорциональны определенному различию 
значений Ct (ACt), например разбавление один к четырем приводит к значению ACt, равному прибли­
зительно 2. Меньшее значение ACt указывает на нелинейную амплификацию, которая может быть 
вызвана ингибиторами ПЦР. Значение Ct неизвестной ДНК, определенное в ходе «контрольного 
прогона», дает также информацию о количестве целевой ДНК. Таким образом, выбирается подхо­
дящая концентрация ДНК неизвестного исследуемого образца, которая должна находиться в динами­
ческом диапазоне эталонной кривой.

С.3.5 Реактивы
С.3.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.3.5.2 Вода
С.3.5.3 Буфер для ПЦР (без MgCI2) 10-кратный
С.3.5.4 Раствор MgCI2, с (МдС12) = 25 ммоль/л
С.3.5.5 Раствор дНТФ, с (дНТФ) = 2,5 ммоль/л
С.3.5.6 Олигонуклеотиды
Подробная информация о применяемых олигонуклеотидах приведена в таблице С. 12.

Таблица С.12 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность эталонного гена
ZM1-F 5'-TTg дАС ТАд AAA ТСТ СдТ дСТ дА-3' 300 нмоль/л
ZM1-R 5'-дСТ АСА ТАд ддА дСС ТТд ТСС Т-3' 300 нмоль/л
Z M I-зонд б'-FAM-CAA ТСС АСА САА АСд САС дСд TA-TAMRA-3'а 160 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
CRY2-F 5'- ССС АТС дАС АТС АдС СТд АдС-3' 300 нмоль/л
CRY2-R 5'-САд дАА ддС дТС ССА СТд дС-3' 300 нмоль/л
BTSYN-зонд б'-FAM-ATg ТСС АСС Адд ССС АдС ACg-TAMRA-З 'а 160 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксис злуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер таксон-специфического ПЦР-продукта составляет 79 п. о.; размер специфического к куку­
рузе Event176 ПЦР-продукта составляет 129 п. о.

С.3.5.7 Термостабильная ДНК-полимераза 
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold®31).
С.2.5.8 Урацил-М-гликозилаза (при необходимости)

С.3.6 Аппаратура 
С.3.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное. 

С.3.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль первоначально был протестирован с прибором 

СОП ABI PRISM® 7700 и СОП GeneAmp® 5700 (Applied Biosystems)31). Могут использоваться другие 
системы ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

31) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.3.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или Micro Amp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems)31).

C.3.7 Порядок проведения ПЦР
С.3.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности эталонного гена и для целевой последовательности ГМО 

должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная ПЦР (с использованием различных 
флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С. 13 и С. 14.

Таблица С.13 -  Окончательный объем/концентрация реакционной смеси для амплификации целевой 
таксон-специфической последовательности (на одну реакционную пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкл
ДНК-матрица (от 2,3 до 150 нг ДНК-кукурузы) 5 мкл
ДНК-полимераза ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1,25 ед.
Деконтаминационная
система

дУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза (при необходимости)

400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 4,5 ммоль/л
Праймеры ZM1-F и ZM1-R (см. таблицу С. 12) См. С.3.5.6
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд Зонд ZM1 (см. таблицу С.12) См. С.3.5.6

а ROX- карбокси-Х-родамин.

Таблица С.14 -  Окончательный объем/концентрация реакционной смеси для амплификации целевой 
последовательности ГМО (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкл
ДНК-матрица (от 2,3 до 150 нг ДНК-кукурузы) 5 мкл
ДНК-полимераза ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1,25 ед.
Деконтаминационная
система

дУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза (при необходимости)

400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 4,5 ммоль/л
Праймеры CRY2-F и CRY2-R (см. С.3.5.6) См. С.3.5.6
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонд Зонд BTSYN (см. С.3.5.6) См. С.3.5.6

а ROX- карбокси-Х-родамин.

С.3.7.2 Контроль ПЦР
В качестве положительного контроля могут быть использованы СЭМ кукурузы Event176, произво­

димые IRMM, Гиль, Бельгия (серии IRMM-411)32) [5].
Должны быть проведены все виды контроля, установленные в ISO 24276.

32) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.3.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С. 15, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)32). В валидационном исследовании она использовалась 
совместно с ДНК-полимеразой AmpliTaq Gold® 32). Использование других термоциклеров может потре­
бовать специальной адаптации. Время, необходимое для акгивации/инициации денатурации, зависит 
от особенностей используемой полимеразы.

Условия реакции указаны в таблице С. 15.

Таблица С.15 -  Условия проведения реакции

Время,с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация (при необходимости, когда 
добавлен UNG)

120 50

Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (45 циклов)
Стадия 1 Денатурация 15 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 60

С.3.8 Ограничения и оценка результатов
Приведенный метод пригоден для измерения соотношения ДНК, специфической для кукурузы 

Event176, и ДНК обычной кукурузы. Это соотношение отражает количество кукурузы Event176 в куку­
рузном ингредиенте исследуемого пищевого продукта.

Примечание -  Если ДНК-кукуруза была утрачена или сильно деградирована в ходе обработки пищевого 
продукта при его приготовлении (например, при получении рафинированного масла) или если кукуруза является 
только очень минорным компонентом анализируемого образца, количество кукурузного стандарта и/или 
ГМ-специфических копий будет на уровне или ниже предела количественного определения, описанные методы 
не будут применимыми.

С.3.9 Калибровка и расчет результатов
Отдельные калибровочные кривые для каждой системы «праймер -  зонд» генерируются в ходе 

одного и того же аналитического амплификационного пробега. Калибровочные кривые включают 
четыре разбавления ДНК, экстрагированной из 5%-ного СЭМ IRMM-411 33). В каждой из четырех калибро­
вочных точек проводилось двойное обнаружение (СОП ABI PRISM® 7700 и СОП GeneAmp® 5700) 33). 
Использовали серию разбавлений с интервалом один к четырем при стартовой концентрации 40 000 
копий генома (по оценкам одна копия кукурузного генома соотносится с 2 725 пг гаплоидной геномной 
ДНК-кукурузы [4]). Тройные реакции с использованием соответствующих разбавлений ДНК, экстраги­
рованной из неизвестного образца, измеряли с помощью инструментов ABI.

Калибровочная кривая получается путем построения графика значений Ct относительно лога­
рифма числа копий целевой последовательности для калибровочных точек. Это может быть осуще­
ствлено, например, путем использования программного обеспечения (электронной таблицы), такой 
как Microsoft Excel33), или напрямую с помощью опций, доступных в программном обеспечении СОП.

Число копий, измеренное для ДНК неизвестного образца, определяется путем интерполяции по 
стандартным кривым. Для определения количества ДНК-кукурузы Event176 в неизвестном образце 
число копий целевой последовательности Event176 делится на число копий гена hmg и умножается 
на 100, после чего выражается в процентах.

33) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.4 Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
ДНК-сои линии GTS 40-3-2 с использованием ПЦР в реальном времени

С.4.1 Введение
В настоящем приложении описан метод обнаружения и количественного определения таксон- 

специфического гена сои (ген лектина, /е1), и специфического участка ДНК-конструкции -  места соеди­
нения последовательности хлоропластного транзитного пептида Petunia hybrids, и гена 5-енолпи- 
рувилшикимат-3-фосфат-синтазы Agrobacterium (epsps), присутствующего в ГМ-сое линии GTS 40-3-2 
(соя Roundup Ready®, RRS). Метод основан на ПЦР в реальном времени с использованием плазмиды 
pMulSL2 в качестве эталонного материала для количественного определения относительного количе­
ства GTS 40-3-2 в сое с использованием конверсионного фактора (далее -  Cf), представляющего со­
бой отношение числа копий GTS 40-3-2-специфических и таксон-специфических последовательно­
стей ДНК в образце семян истинной сои линии GTS 40-3-2.

Примечание -  Cf используется для расчета содержания ГМО в процентах (по массе) из числа копий ДНК 
ГМО целевой и таксон-специфической последовательностей. Cf может быть измерен как отношение числа копий 
для целевой последовательности и таксон-специфической последовательности из соответствующего эталонного 
материала.

Ограничения см. в С.4.8.

С.4.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.4.2.1 Общие положения
Метод оптимизирован для приборов СОП ABI PRISM® 7700 ПЦР в реальном времени 33) с исполь­

зованием плазмиды pMulSL2 в качестве эталонного материала [33]. Плазмида pMulSL2 включает, в 
частности, ПЦР-продукгы, амплифицированные из систем ПЦР для специфической амплификации 
таксон-специфической последовательности из соевых бобов (Le1) и последовательности специфиче­
ской конструкции сои линии GTS 40-3-2.

Примечание- Плазмида использовалась в качестве калибровочного вещества для определения содер­
жания ГМО, рассчитанного из относительного числа копий ГМ-специфической и таксон-специфической последо­
вательностей ДНК.

Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 
испытаний с использованием эталонных материалов и неизвестных образцов высушенной муки 
семян сои, содержащих смеси сои линии GTS 40-3-2 и обычной сои [34].

Число копий таксон-специфической последовательности (Le1) в расчете на геном оценивалось 
для 10 представительных разновидностей сои.

Метод был опубликован в японском и корейском национальных стандартах [35], [36], [37], [38].

С.4.2.2 Межлабораторные испытания
Шесть пар неизвестных образцов сои, содержащих от 0 % до 10 % высушенной соевой муки, полу­

ченной из сои линии GTS 40-3-2, были проанализированы пятнадцатью участниками.
Примечание 1 -  Для валидации были приготовлены неизвестные образцы смесей соевой муки, которые 

содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % и 10 % (по массе) сухой соевой муки, полученной из сои линии GTS 40-3-2. 
Гомогенность образцов на каждом уровне была протестирована с использованием количественного метода в 
соответствии с протоколом АОАС [39].

Валидация метода для GTS 40-3-2 была проведена путем межлабораторных испытаний в соот­
ветствии с протоколом АОАС [34], [39]. Межлабораторные испытания были организованы Национальным 
институтом исследования пищевых продуктов (NFRI, Tsukuba, Япония) совместно с Центром марки­
ровки качества пищевых продуктов и услуг потребителям (Saitama, Япония) и Национальным инсти­
тутом здравоохранения (National Institute of Health Sciences, Япония). Пятнадцать участников из Японии, 
Корейской Республики и Соединенных Штатов проводили это совместное испытание с использованием 
СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)34) в две отдельные стадии. От всех участников требова­
лось следовать процедурам экстракции ДНК и количественной ПЦР. Цель первой стадии -  опреде­
ление Cf для GTS 40-3-2. Все участники получили набор праймеров, зондов, эталонный материал и

34) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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ДНК, экстрагированную из семян сои линии GTS 40-3-2, которые были приготовлены Qiagen DNA 
Easy Plant M axikit34). Эта ДНК использовалась для измерения числа копий в каждой специфической 
конструкции и таксон-специфической для сои последовательности ДНК. Все измерения на этой стадии 
были повторены три раза. От участников было получено всего 135 данных. Корреляции калибровочных 
кривых, к которым были приложены данные от всех участников, были приемлемыми (г > 0,990). В соот­
ветствии с протоколом АОАС [39] лаборатории, чьи данные были признаны выбросами, должны быть 
удалены как имеющие экстремальные значения (тест Кохрана, р < 0,025) и как имеющие экстремальный 
средний уровень (тест Граббса, р < 0,025). Ни одного выброса не наблюдалось, как это показано в 
таблице С. 16.

Таблица С.16 -  Итоговые результаты Cf

Целевая последовательность Последовательность специфической конструкции 
GTS 40-3-2

Количество участвовавших лабораторий, шт. 15
Число выбросов по тесту Кохрана 0
Число выбросов по тесту Г раббса 0
Количество оставшихся лабораторий, шт. 15
C fa 0,95 ± 0,02

а Выражено как средняя ± доверительный интервал (а = 0,05).

Значение Cf может быть повторно определено исследователями с использованием подходящих 
эталонных материалов сои линии GTS 40-3-2.

На второй стадии были проведены «слепые» испытания. Неизвестные образцы соевой муки 
были приготовлены как шесть пар «слепых» дубликатов, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 
5 % и 10 % (по массе) высушенной муки ГМ-сои линии GTS 40-3-2 в смеси с обычной соевой мукой. 
Образец, содержащий 0 % сои линии GTS 40-3-2, был использован как «холостой» образец, чтобы 
исключить некомпетентные лаборатории перед статистическим анализом. Участники были проинст­
руктированы экстрагировать ДНК из образцов с использованием набора Qiagen. Данные, представ­
ленные лабораториями, оставшимися в испытаниях после тестов на выбросы, были использованы для 
расчета среднего значения и доверительного интервала (а = 0,05). Средние значения были опреде­
лены как Cf для расчета количества ГМО в процентах в ходе «слепого» испытания. Среднее значение 
Cf для количественного определения последовательности специфической конструкции GTS 40-3-2 
равно 0,95.

Тринадцать лабораторий, участвовавших во второй стадии, проанализировали 156 образцов 
путем амплификации Le1 и последовательности специфической конструкции. Лаборатории, которые 
не смогли определить, что «холостые» образцы содержат 0 % сои линии GTS 40-3-2, были расценены 
как некомпетентные, и все их данные были исключены еще до тестов на выбросы. Во всех экспери­
ментах корреляции калибровочных кривых были приемлемыми (г > 0,990). Лаборатории, показавшие 
экстремальные отклонения и экстремальные средние значения данных (выбросы по тесту Кохрана 
[40] и выбросы по тесту Граббса [41] соответственно) в парах «слепых» дубликатов с разными уров­
нями GTS 40-3-2, были исключены из испытания еще перед статистическим анализом достоверности 
и точности. В полученных данных не обнаружено выбросов ни по тесту Кохрана, ни по тесту Граббса. 
Рассчитанное среднее значение, отклонение, относительное стандартное отклонение повторяемости 
в процентах и относительное стандартное отклонение воспроизводимости в процентах для каждого 
уровня ГМО в смеси приведены в таблице С. 17.

Примечание 2 -  Участники совместных испытаний не рассчитывали окончательные результаты с использо­
ванием значения Cf, определенного в ходе первой стадии совместного испытания. Число копий для каждой 
целевой последовательности, полученное при определении значения Cf и проведении «слепых» испытаний, бы­
ло передано в NFRI, и величины содержания ГМО в процентах в «слепых» исследуемых образцах были преоб­
разованы в окончательные результаты с использованием значения Cf.
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Таблица С.1 7 -  Данные валидации для количественного определения последовательности 
специфической конструкции GTS 40-3-2

Доля ГМ-сои линии GTS 40-3-2 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Количество участвовавших лабораторий, шт. 13 13 13 13 13
Количество исключенных лабораторий, шт. 1 1 1 1 1
Число выбросов по тесту Кохрана 0 0 0 0 0
Число выбросов по тесту Граббса 1 0 0 0 0
Количество лабораторий, оставшихся после ис­
ключения, шт.

11 12 12 12 12

Среднее значение содержания ГМО, % 0,1 0,6 1,2 5,8 11,7
Отклонение от истинного значения, % +8,1 +14,3 +16,1 +15,1 +17,2
Стандартное отклонение повторяемости sr а 0,015 0,068 0,129 0,435 0,993
Предел повторяемости г а (г=  2,8 sr) 0,041 0,191 0,362 1,219 2,779
Относительное стандартное отклонение повто­
ряемости, % ь

13,4 12,0 11,2 7,6 8,5

Стандартное отклонение воспроизводимости sRa 0,015 0,091 0,161 0,660 1,246
Предел воспроизводимости R a (R = 2,8 sR) 0,041 0,255 0,451 1,849 3,489
Относительное стандартное отклонение воспро­
изводимости, % ь

13,4 15,9 13,9 11,5 10,6

Ниже 20 копий с (абсолютный предел обнаруже­
ния этого метода)

4/22 0/24 0/24 0/24 0/24

а Выражается в процентах ГМО. 
ь Выражается как процент от среднего значения.
с Ниже 20 копий выражается как отношение числа оставшихся данных ниже 20 копий к суммарному числу ос­

тавшихся данных.

С.4.2.3 Молекулярная специфичность
С.4.2.3.1 Общие положения
Метод описан в [33]. Информация о генетической конструкции, встроенной в геном сои, указана в 

[33] и [22]. Последовательности ДНК для разработки этого метода могут быть получены, например, в 
DDBJ з5), регистрационный номер базы данных Х04879, в отчете [42] и в патенте США, номер 5633435.

Если ДНК-конструкция, встроенная в GTS 40-3-2, использована в других ГМ-событиях, может 
быть получен ложноположительный результат, поскольку амплифицируемая последовательность 
происходит из этой конструкции.

С.4.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных DDBJ 35) 

(3 декабря 1999 г.), и результаты по оценке безопасности были опубликованы Министерством здра­
воохранения, труда и социального обеспечения Японии и Министерством сельского хозяйства, лесного 
хозяйства и рыболовства Японии с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве 
запросных последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 36). Результат поиска подтвер­
жден полной идентичностью только с ожидаемой целевой последовательностью.

С.4.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Амплификация с праймерами и зондами, приводящая к получению ожидаемых ПЦР-продукгов 

при исследовании образцов высушенной соевой муки, содержащей от 0 % до 10 % (по массе) ГМ-сои 
линии GTS 40-3-2, которые были приготовлены для этого метода NFRI [33], [34].

35) DDBJ: DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbi.nia.ac.jp/searches-e.html1.
36) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 

пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Проведенные перед межлабораторными испытаниями тесты на специфичность показали отсут­
ствие перекрестной реактивности детекторной системы со следующими нецелевыми видами/образцами: 
рисом (Oryza sativa), пшеницей (Triticum aestivum) и ячменем (Hordeum vulgare). Не наблюдали пере­
крестной реактивности со следующими линиями ГМ-кукурузы: MON 810, Event176, Bt11, GA21 и Т25.

С .4.2.4 Оптимизация
Оптимизация реактивов проводилась с помощью СОП ABI PRISM 7700® с использованием 

TaqMan®chemistry 36) [43].
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

(Applied Biosystems).

C.4.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOD, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,1 % сои линии 

GTS 40-3-2.

С.4.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOQ в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала.
Относительный LOQ, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,1 % сои линии 

GTS 40-3-2.

САЗ Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.4.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности специфической конструкции сои линии GTS 40-3-2 размером 

121 п. о. был амплифицирован с помощью ПЦР-пары праймеров, специфических для GTS 40-3-2. 
ПЦР-продукгы измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью олигонуклео- 
тидного зонда, специфического для конструкции GTS 40-3-2, помеченного двумя флуоресцентными 
красителями: FAM в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей 
применялся TaqMan® chemistry37).

Фрагмент последовательности таксон-специфического гена лектина сои (Le1) размером 118 п. о. 
был амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух 
праймеров, специфических для гена Le1, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с 
применением зонда, специфического для гена Le1, производства TaqMan®37).

Для количественного определения числа копий в экстрагированной ДНК из экстрактов ДНК неиз­
вестного исследуемого образца был использован метод калибровочной кривой. Отдельные калибро­
вочные кривые с каждой системой «праймер -  зонд» генерировались в ходе одного и того же прогона 
аналитической амплификации. Калибровочные кривые строились из пяти концентраций, включая 20, 
125, 1 500, 20 000, 250 000 копий ДНК-плазмиды pMulSL2. В каждой из пяти калибровочных точек 
проводились трехкратные измерения. Тройные реакции с использованием соответствующих разбав­
лений ДНК, экстрагированной из неизвестного образца, проводились на СОП ABI PRISM® 7700 
(Applied Biosystems)з7) в том же самом аналитическом прогоне.

Г рафик зависимости значений Ct («порогового цикла»), определенных для калибровочных точек в 
специфической для Le1 или целевой последовательности конструкции GTS 40-3-2 соответственно, от 
логарифма числа копий ДНК-плазмиды pMulSL2 [33] использовали для построения калибровочной 
кривой. Число копий, определенное для ДНК исследуемого образца, определяется путем интерпо­
ляции по стандартным кривым. Для определения количества (в процентах) GTS 40-3-2 в исследуемом 
образце число копий конструкции GTS 40-3-2 делится на число копий гена Le1 и значение Of, специ­
фическую конструкцию GTS 40-3-2, умноженную на 100, как описано в С.4.9.

37) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.4.5 Реактивы
С.4.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.4.5.2 Вода
С.4.5.3 TaqMan® Universal Master Mix 37 двукратный
C.4.5.4 Эталонный материал (плазмида)
Эталонным материалом, использовавшимся для разработки и валидации метода, служила плаз­

мида pMulSL2 [33], которая включена в набор плазмид для обнаружения ГМ-сои (RRS; Fasmac № PS-2 
и Nippon Gene № 310-04981)37).

С.4.5.5 Олигонуклеотиды
Последовательности праймеров и зондов для специфической конструкции и таксон-специфи- 

ческих генов сои линии GTS 40-3-2 приведены в таблице С.18.

Таблица С.18 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида
Окончательная 

концентрация при 
ПЦР

Целевая последовательность таксон-специфического гена
Le1n02-5’ 5'-gCC СТС ТАС ТСС ACC ССС А-3' 500 нмоль/л
Le1n02-3' 5'-дСС CAT СТд САА дСС ТТТ ТТ-3' 500 нмоль/л
Le1-Taq 5'-FAM-AgC ТТС дСС дСТ ТСС ТТС AAC ТТС AC-TAMRA-3'а 200 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
RRS01-5' 5'-ССТ ТТА ддА ТТТ САд CAT САд Тдд-3' 500 нмоль/л
RRS01-3' 5'-дАС ТТд ТСд ССд ддА АТд -3' 500 нмоль/л
RRS-Taq 5'-FAM- СдС ААС СдС ССд САА АТС C-TAMRA-3'а 200 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер пектинового ПЦР-продукта составляет 118 п. о.; размер ПЦР-продукта GTS 40-3-2 состав­
ляет 121 п. о.

С.4.6 Аппаратура
С.4.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

С.4.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль первоначально был протестирован при прове­

дении межлабораторных испытаний с прибором СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)38). Могут 
использоваться другие системы ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

С.4.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems)38) соответственно.

C.4.7 Порядок проведения ПЦР
C.4.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности таксон-специфического гена Le1 и для специфической 

целевой последовательности линии GTS 40-3-2 должна проводиться в отдельных пробирках. Муль­
типлексная ПЦР (с использованием различных флуоресцентных меток для зондов) не была протес­
тирована или валидирована.

38) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С. 19 для Le1 и С.20 для GTS 40-3-2.

Таблица С.19 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации целевой
таксон-специфической последовательности Le1 (на одну реакционную пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-сои) 2,5 мкл
Реакционный буфер 
(включая ДНК-полимеразу 
и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal Master 
Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры Le1n02-5' и Le1n02-3' (см. таблицу С. 18) См. таблицу С.18
Зонд Le1-Taq (см. таблицу С.18) См. таблицу С.18

Таблица С.20 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации специфической 
последовательности GTS 40-3-2 (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-сои) 2,5 мкл
Реакционный буфер 
(включая ДНК-полимеразу 
и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal Master 
Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры RRS 01-5' и RRS 01-3' (см. таблицу С.18) См. таблицу С.18
Зонд RRS -Taq (см. таблицу С.18) См. таблицу С.18

С.4.7.2 Контроль ПЦР
Каждая серия испытаний должна включать все виды контроля в соответствии с ISO 24276.
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля/эталонного калибровочного материала доступны по крайней 

мере две альтернативы, а именно:
a) высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из соевых бобов, может быть 

использована, если количество ДНК известно на основе расчета числа копий целевой последова­
тельности, исходя из размера генома сои;

b) плазмида, содержащая целевую (ые) последовательность (и) может быть добавлена в различных 
концентрациях с известным числом копий. Такая плазмида доступна в наборе GM Soybean (RRS) 
Detection Plasmid Set (Fasmac № PS-2 and Nippon Gene № 310-04981 39)) [33].

С целью обеспечения качества контроля предпочтительно не использовать один и тот же мате­
риал в качестве положительного контроля и эталонного калибровочного материала.

С.4.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С.21, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)39>. В валидационном исследовании она использовалась 
совместно с универсальной смесью для ПЦР Universal Master Mix (ABI) TaqMan® 39). Использование 
других термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации, зависит от особенностей используемой смеси Master Mix.

Таблица С.21 -  Условия проведения реакции

Время,с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (40 циклов)
Стадия 1 Денатурация 30 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 59

39) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.4.8 Ограничения и оценка результатов
Если иная ГМ-соя, чем соя линии GTS 40-3-2, содержит ту же самую специфическую конструкцию 

последовательности ДНК, метод пригоден только для количественного определения ДНК-сои линии 
GTS 40-3-2 при отсутствии иных ГМО, чем соя линии GTS 40-3-2.

Приведенный метод пригоден только для количественного определения сои линии GTS 40-3-2 
при отсутствии других ГМ-событий, содержащихся в этой конструкции. Это соотношение отражает 
количество сои линии GTS 40-3-2 в исследуемом образце сои. Метод валидирован только для сои.

Межлабораторные испытания являются ценным источником данных для обеспечения оценки 
погрешности измерений. Также необходимо учитывать другие источники погрешностей, которые не 
охватываются межлабораторными испытаниями, например отбор проб и другие, в соответствии с 
международными требованиями [44], [45].

С.4.9 Калибровка и расчет результатов
Специалистом должно быть определено пороговое значение для определения порогового цикла 

(Ct). Пример процедуры после ПЦР-анализа можно найти в руководстве по эталонным материалам 
ГМ-сои [GM Soybean (RRS) Detection Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 310-04981)]. 
См. также [33].

Cf для количественного определения конструкции, специфической для сои линии GTS 40-3-2 и 
референсной плазмиды, использовавшихся в межлабораторных испытаниях, равен 0,95. Расчет ко­
личества RRS в образце сои w, %, производится по формуле

Ng м 100
W  =  ^  X ----------,

Л/тх Cf
где Л/См ~ число копий ГМ-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого образца;

NTX -  число копий таксон-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого 
образца.

С.5 Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
ДНК-кукурузы линии MON 810 с использованием ПЦР в реальном времени

С.5.1 Введение
В настоящем приложении описан метод обнаружения и количественного определения таксон- 

специфического гена кукурузы (ген синтазы крахмала кукурузы, lib: zSSIIb) и специфического участка 
ДНК-конструкции -  места соединения последовательности интрона гена белка теплового шока 70 
кукурузы и синтетического гена crylA(b), происходящего из Bacillus thuringiensis, присутствующего в 
ГМ-кукурузе линии MON 810, на основе ПЦР в реальном времени с использованием плазмиды в 
качестве эталонного материала для количественного определения количества MON 810 с примене­
нием Cf, представляющего собой отношение числа копий специфической конструкции и таксон- 
специфических последовательностей ДНК в репрезентативном образце семян истинной кукурузы 
линии MON 810.

Примечание -  Cf используется для расчета содержания ГМО в процентах (по массе) из числа копий ДНК 
ГМО целевой и таксон-специфической последовательностей. Cf может быть измерен как отношение числа копий 
для целевой последовательности и таксон-специфической последовательности из соответствующего эталонного 
материала.

Ограничения см. в С.5.8.

С.5.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.5.2.1 Общие положения
Метод оптимизирован для приборов СОП ABI PRISM® 7700 ПЦР в реальном времени 40) с 

использованием плазмиды pMul5 40) в качестве эталонного материала [33]. Плазмида pMul5 включает, 
в частности, ПЦР-продукгы, амплифицированные из систем ПЦР для специфической амплификации

40) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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таксон-специфической последовательности из кукурузы (zSSIIb), последовательности 358-промотора 
вируса мозаики цветной капусты (p35S), терминаторной последовательности нопалин-синтазы (tNOS) 
и последовательности, специфической для конструкций MON 810, Event176, Bt11, GA21 и Т25.

Примечание -  Плазмида использовалась в качестве калибровочного материала для определения содер­
жания ГМО, рассчитанного из относительного числа копий ГМ-специфической и таксон-специфической последо­
вательностей ДНК.

Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 
испытаний с использованием эталонных материалов и неизвестных образцов высушенной муки 
семян кукурузы, содержавших смеси зерен линии MON 810 и обычной кукурузы [34].

Число копий таксон-специфической последовательности (zSSIIb) в расчете на геном оценивалось 
для 20 представительных разновидностей кукурузы.

Метод был опубликован в японском и корейском национальных стандартах [35], [36], [37], [38].

С.5.2.2 Межлабораторные испытания
Всего 12 неизвестных образцов кукурузы, содержащих от 0 % до 10 % (по массе) высушенной 

кукурузной муки, полученной из кукурузы линии MON 810, были проанализированы пятнадцатью 
участниками.

Примечание 1 -  Для определения значений Cf и приготовления неизвестных образцов для межлабораторных 
испытаний были использованы семена образца линии MON 810, гетерозиготной по ГМ-вставке. Для валидации 
были приготовлены неизвестные образцы смесей кукурузной муки, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 
5 % и 10 % (по массе) сухой кукурузной муки, полученной из этой линии. Гомогенность образцов на каждом уров­
не была протестирована с использованием количественного метода в соответствии с протоколом АОАС [34], [39].

Валидация метода для кукурузы линии MON 810 была проведена путем межлабораторных испы­
таний в соответствии с протоколом АОАС [39]. Межлабораторные испытания были организованы 
Национальным институтом исследования пищевых продуктов (NFRI, Tsukuba, Япония) совместно с 
Центром маркировки качества пищевых продуктов и услуг потребителям (Saitama, Япония) и Нацио­
нальным институтом здравоохранения (National Institute of Health Sciences, Япония).

Пятнадцать лабораторий, включая участников из Японии, Корейской Республики и Соединенных 
Штатов, проводили это совместное испытание с использованием СОП ABI PRISM® 7700 (Applied 
Biosystems) 41) в две отдельные стадии. От всех участников требовалось следовать процедурам 
экстракции ДНК и количественной ПЦР.

Цель первой стадии -  определение Cf для MON 810. Все участники получили набор праймеров, 
зондов, эталонный материал и ДНК, экстрагированную из семян кукурузы линии MON 810, которые 
были приготовлены из Qiagen DNeasy Plant Maxi kit 41) и чья пригодность была протестирована NFRI 
перед исследованием. Эти образцы ДНК использовались для измерения числа копий конструкции, 
специфической для MON 810 и таксон-специфической последовательности (zSSIIb) ДНК-кукурузы. 
Все измерения на этой стадии были повторены три раза. От участников было получено всего 90 комп­
лектов данных. Корреляции калибровочных кривых, для которых были представлены данные от всех 
участников, были приемлемыми (г > 0,990). В соответствии с протоколом АОАС [39] лаборатории, чьи 
данные были признаны выбросами, должны быть удалены как имеющие экстремальные значения 
(тест Кохрана, р < 0,025) и как имеющие экстремальный средний уровень (тест Граббса, р < 0,025). 
После обоих тестов одна лаборатория была выявлена как выброс по тесту Кохрана по соотношению 
конструкции, специфической для MON 810 и таксон-специфической последовательности zSSIIb. Ни 
одного выброса не наблюдалось по другим соотношениям, как это показано в таблице С.22.

41) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.22 -  Итоговые результаты Cf для MON 810

Целевая последовательность Последовательность специфической конструкции 
MON810

Количество участвовавших лабораторий, шт. 15
Число выбросов по тесту Кохрана 1
Число выбросов по тесту Граббса 0
Количество оставшихся лабораторий, шт. 14
C fa 0,38 ± 0,01

а Выражено как средняя ± доверительный интервал (а = 0,05).

Значение Cf может быть повторно определено исследователями с использованием подходящих 
эталонных материалов кукурузы линии MON 810.

На второй стадии были проведены «слепые» испытания. Неизвестные образцы кукурузной муки 
были приготовлены как шесть пар «слепых» дубликатов, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 
5 % и 10 % (по массе) высушенной муки ГМ-кукурузы линии MON 810 в смеси с обычной кукурузной 
мукой. Образец, содержащий 0 % кукурузы линии MON 810, был использован как «холостой» обра­
зец, чтобы исключить некомпетентные лаборатории перед статистическим анализом. Участники были 
проинструктированы экстрагировать ДНК из образцов с использованием набора Qiagen 41).

Данные, представленные лабораториями, оставшимися в испытаниях после тестов на выбросы, 
были использованы для расчета среднего значения и доверительного интервала (а = 0,05).

Средние значения были определены как Cf для расчета количества ГМО в процентах в ходе 
«слепого» испытания. Среднее значение Cf для количественного определения последовательности 
специфической конструкции MON 810 равно 0,38.

Четырнадцать лабораторий, участвовавших во второй стадии, проанализировали 168 образцов 
путем амплификации zSSIIb и последовательности специфической конструкции MON 810. Лаборатории, 
которые не смогли определить, что «холостые» образцы содержат 0 % кукурузы линии MON 810, были 
расценены как некомпетентные, и все их данные были исключены еще до тестов на выбросы. Во всех 
экспериментах корреляции калибровочных кривых были приемлемыми (г > 0,990). Лаборатории, пока­
завшие экстремальные отклонения и экстремальные средние значения данных (выбросы по тесту 
Кохрана [40] и выбросы по тесту Граббса [41] соответственно) в парах «слепых» дубликатов с разными 
уровнями MON 810, были исключены из испытания еще перед статистическим анализом достовер­
ности и точности. В полученных данных обнаружено пять выбросов по тесту Кохрана и один по тесту 
Граббса. Рассчитанное среднее значение, отклонение, относительное стандартное отклонение повто­
ряемости в процентах и относительное стандартное отклонение воспроизводимости в процентах для 
каждого уровня ГМО в смеси приведены в таблице С.23 [34].

Примечание 2 -  Участники совместных испытаний не рассчитывали окончательные результаты с использо­
ванием значения Cf, определенного в ходе первой стадии совместного испытания. Число копий для каждой 
целевой последовательности, полученное при определении значения Cf и проведении «слепых» испытаний, 
было передано в NFRI, и величины содержания ГМО в процентах в «слепых» исследуемых образцах были 
преобразованы в окончательные результаты с использованием значений Cf.

Таблица С.23 -  Данные валидации для количественного определения последовательности 
специфической конструкции кукурузы MON 810

Доля ГМ-кукурузы линии MON 810 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Количество участвовавших лабораторий, шт. 14 14 14 14 14
Количество исключенных лабораторий, шт. 0 0 0 0 0
Число выбросов по тесту Кохрана 2 1 0 1 1
Число выбросов по тесту Г раббса 1 0 0 0 0
Количество лабораторий, оставшихся после 
исключения, шт.

11 13 14 13 13

Среднее значение содержания ГМО, % 0,1 0,5 1,0 4,8 9,8
Отклонение от истинного значения, % +25,0 +9,4 +4,6 -4,3 -1,8
Стандартное отклонение повторяемости sr а 0,040 0,082 0,124 0,647 1,028
Предел повторяемости г а (г = 2,8 sr) 0,113 0,231 0,347 1,813 2,879
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Окончание таблицы С.23

Доля ГМ-кукурузы линии MON 810 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Относительное стандартное отклонение повто­
ряемости, % ь

13,4 12,0 11,2 7,6 8,5

Стандартное отклонение воспроизводимости Sr а 0,040 0,107 0,158 0,647 1,140
Предел воспроизводимости R 3 (R = 2,8 *  sR) 0,113 0,301 0,443 1,813 3,191
Относительное стандартное отклонение воспро­
изводимости, % ь

32,3 19,6 15,1 13,5 11,6

Ниже 20 копий с (абсолютный предел обнаруже­
ния этого метода)

19/22 0/26 0/28 0/26 0/26

а Выражается в процентах ГМО. 
ь Выражается как процент от среднего значения.
с Ниже 20 копий выражается как отношение числа оставшихся данных ниже 20 копий к суммарному числу ос­

тавшихся данных.

С.5.2.3 Молекулярная специфичность
С.5.2.3.1 Общие положения
Метод описан в [33]. Информация о генетической конструкции, встроенной в геном кукурузы, 

указана в [33] и [46]. Праймеры и зонды TaqMan® 42) для разработки этого метода были сконструиро­
ваны с помощью информации, указанной в [46].

Если ДНК-конструкция, встроенная в MON 810, используется в других ГМ-событиях, может быть 
получен ложноположительный результат, поскольку амплифицируемая последовательность проис­
ходит из этой конструкции.

С.5.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных DDBJ 43) 

(3 декабря 1999 г.), и результаты по оценке безопасности были опубликованы Министерством здра­
воохранения, труда и социального обеспечения Японии и Министерством сельского хозяйства, лесного 
хозяйства и рыболовства Японии с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве 
запросных последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 44). Результат поиска подтвер­
жден полной идентичностью только с ожидаемой целевой последовательностью.

С.5.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Амплификация с праймерами и зондами, приводящая к получению ожидаемых ПЦР-продукгов 

при исследовании образцов высушенной кукурузной муки, содержащей от 0 % до 10 % (по массе) 
ГМ-кукурузы линии MON 810, которые были приготовлены для этого метода NFRI [33], [34].

Для испытаний были использованы образцы зерен кукурузы, кукурузной крупы, кукурузной муки 
грубого и тонкого помола.

Проведенные перед межлабораторными испытаниями тесты на специфичность показали отсут­
ствие перекрестной реактивности детекторной системы со следующими нецелевыми видами/образ- 
цами: рисом (Oryza sativa), пшеницей (Triticum aestivum) и ячменем (Hordeum vulgare). Не наблюдали 
перекрестной реактивности с ГМ-соей линии GTS 40-3-2 и со следующими линиями ГМ-кукурузы: 
Eventl 76, Bt11, GA21 и Т25.

С.5.2.4 Оптимизация
Оптимизация реактивов проводилась с помощью СОП ABI PRISM 7700® 44) с использованием 

TaqMan®chemistry 4) [43].

42) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

43) DDBJ: DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/searches-e.html).
44) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 

пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 
(Applied Biosystems)44).

C.5.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOD, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,5 % кукурузы линии 

MON 810.

С.5.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOQ в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOQ, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,5 % кукурузы линии 

MON 810.

С.5.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.5.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности специфической конструкции кукурузы линии MON 810 размером 

113 п. о. был амплифицирован с помощью ПЦР-пары праймеров, специфических для MON 810. ПЦР- 
продукты измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью олигонуклеотидного 
зонда, специфического для конструкции MON 810, помеченного двумя флуоресцентными красителями: 
FAM в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся 
TaqMan® chemistry 44).

Фрагмент последовательности таксон-специфической последовательности zSSIIb размером 151 п. о. 
был амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух 
праймеров, специфических для zSSIIb, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с 
применением зонда, специфического для zSSIIb, производства TaqMan® 44).

Для количественного определения числа копий в экстрагированной ДНК из экстрактов ДНК неиз­
вестного исследуемого образца был использован метод калибровочной кривой. Отдельные калибро­
вочные кривые с каждой системой «праймер -  зонд» генерировались в ходе одного и того же прогона 
аналитической амплификации. Калибровочные кривые строились из пяти концентраций, включая 20, 
125, 1 500, 20 000, 250 000 копий ДНК-плазмиды pMul5 45) [33].

В каждой из пяти калибровочных точек проводились трехкратные измерения. Тройные реакции с 
использованием соответствующих разбавлений ДНК, экстрагированной из неизвестного образца, 
проводились на СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)45' в том же самом аналитическом прогоне.

Г рафик зависимости значений Ct («порогового цикла»), определенных для калибровочных точек в 
специфической для zSSIIb или целевой последовательности конструкции MON 810 соответственно, 
от логарифма числа копий ДНК-плазмиды pMul5 [33] использовали для построения калибровочной 
кривой. Число копий, определенное для ДНК исследуемого образца, определяется путем интерполяции 
по стандартным кривым. Для определения количества MON 810 в исследуемом образце число копий 
конструкции MON 810 делится на число копий конструкции zSSIIb и значение Of, специфическую 
конструкцию MON 810, умноженную на 100, как описано в С.5.9.

С.5.5 Реактивы
С.5.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

45) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.5.5.2 Вода
С.5.5.3 TaqMan® Universal Master Mix 45> двукратный
C.5.5.4 Эталонный материал (плазмида)
Эталонным материалом, использовавшимся для разработки и валидации метода, служила плаз­

мида pMul5 45) [33], которая включена в набор плазмид для обнаружения ГМ-кукурузы (Fasmac N° РМ-2 
и Nippon Gene № 319-04981) 45). Могут быть использованы и другие эталонные материалы, обеспечи­
вающие достижение таких же или лучших результатов.

С.5.5.5 Олигонуклеотиды
Последовательности праймеров и зондов для специфической конструкции линии MON 810 и 

таксон-специфических генов кукурузы приведены в таблице С.24.

Таблица С.24 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность таксон-специфического гена
SS//61-5' 5'-СТС ССА АТС СТТ TgA CAT СТд С-3' 500 нмоль/л
SS//61-3' 5'-ТСд ATT ТСТ СТС ТТд дТд АСА дд-3' 500 нмоль/л
SSIIb -Taq 5'-FAM-AgC AAA дТС АдА дСд СТд САА ТдС A-TAMRA-3'а 200 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
MON 810 2-5' 5'- дАТ дСС ТТС ТСС СТА дТд ТТд А-3' 500 нмоль/л
MON 810 2-3' 5'- ддА ТдС ACT СдТ ТдА ТдТ ТТд-3' 500 нмоль/л
MON 810-Taq 5'-FAM- АдА ТАС САА дСд дСС ATg дАС AAC AA-TAMRA-3'а 200 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер ПЦР-продукта SSIIb составляет 151 п. о.; размер ПЦР-продукга MON 810 составляет 113 п. о.

С.5.6 Аппаратура
С.5.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

С.5.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль первоначально был протестирован при прове­

дении межлабораторных испытаний с прибором СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) 46). Могут 
использоваться другие системы ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

С.5.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems) 46) соответственно. Могут быть использованы и другие реакционные 
пробирки, обеспечивающие достижение таких же или лучших результатов.

С.5.7 Порядок проведения ПЦР
С.5.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности таксон-специфического гена zSSIIb и для специфической 

целевой последовательности линии MON 810 должна проводиться в отдельных пробирках. Мульти­
плексная ПЦР (с использованием различных флуоресцентных меток для зондов) не была протести­
рована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С.25 для zSSIIb и С.26 для MON 810.

46) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.25 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации целевой
таксон-специфической последовательности zSSIIb (на одну реакционную пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкп
Реакционный буфер 
(включая ДНК-полимеразу 
и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal Master 
Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры SSIIM-5' и zSSIIM-3' (см. таблицу C.24) См. таблицу C.24
Зонд zSSIIb-Taq (см. таблицу C.24) См. таблицу С.24

Таблица С.26 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации специфической 
последовательности MON 810 (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкл
Реакционный буфер 
(включая ДНК-полимеразу 
и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal Master 
Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры MON 810 2-5' and MON 810 2-3' (см. таблицу C.24) См. таблицу С.24
Зонд MON 810-Taq (см. таблицу C.24) См. таблицу С.24

С.5.7.2 Контроль ПЦР
Каждая серия испытаний должна включать все виды контроля в соответствии с ISO 24276.
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля/эталонного калибровочного материала доступны по крайней 

мере две альтернативы, а именно:
a) высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из зерен кукурузы, может быть 

использована, если количество ДНК известно на основе расчета числа копий целевой последова­
тельности, исходя из размера генома кукурузы линии MON 810;

b) плазмида, содержащая целевую (ые) последовательность (и), может быть добавлена в различных 
концентрациях с известным числом копий. Такая плазмида доступна в наборе GM Maize Detection 
Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 310-04981)^  [33].

С целью обеспечения качества контроля предпочтительно не использовать один и тот же мате­
риал в качестве положительного контроля и эталонного калибровочного материала.

С.5.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С.27, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) 47>. В валидационном исследовании она использовалась 
совместно с универсальной смесью для ПЦР TaqMan® Universal Master Mix 47). Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации, зависит от особенностей используемой смеси Master Mix.

Таблица С.27 -  Условия реакции

Время, с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (40 циклов)
Стадия 1 Денатурация 30 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 59

47) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.5.8 Ограничения и оценка результатов
Если иная ГМ-кукуруза, чем кукуруза линии MON 810, содержит ту же самую специфическую 

конструкцию последовательности ДНК, метод пригоден только для количественного определения 
ДНК-кукурузы линии MON 810 при отсутствии ГМО, отличных от кукурузы линии MON 810.

Приведенный метод пригоден только для определения соотношения последовательности специ­
фической конструкции линии MON 810 и таксон-специфической последовательности zSSIIb кукурузы. 
Это соотношение отражает количество MON 810 в исследуемом образце кукурузы. Метод валиди- 
рован только для зерен кукурузы.

Межлабораторные испытания являются ценным источником данных для обеспечения оценки 
погрешности измерений. Также необходимо учитывать другие источники погрешностей, которые не 
охватываются межлабораторными испытаниями, например отбор проб и другие, в соответствии с 
международными требованиями [44], [45].

С.5.9 Калибровка и расчет результатов
Специалистом должно быть определено пороговое значение для определения порогового цикла 

(Ct). Пример процедуры после ПЦР-анализа можно найти в руководстве по эталонным материалам 
ГМ-кукурузы (GM Maize Detection Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 319-04981) 48). Cm . 
также [33].

Cf для количественного определения конструкции, специфической для линии MON 810 и рефе- 
ренсной плазмиды, использовавшихся в межлабораторных испытаниях, равен 0,38. Расчет количества 
ГМ-кукурузы в матриксе образца w, %, производится по формуле

Ng м 100
W  =  ^  X ----------,

Л/тх Of
где Л/См -  число копий ГМ-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого образца;

NTX -  число копий таксон-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого 
образца.

С.6 Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
ДНК-кукурузы линии Event176 с использованием ПЦР в реальном времени

С.6.1 Введение
В настоящем приложении описан метод обнаружения и количественного определения таксон- 

специфического гена кукурузы (ген синтазы крахмала кукурузы, lib: zSSIIb) и специфического участка 
ДНК-конструкции -  места соединения синтетического гена crylA(b), происходящего из Bacillus thur- 
ingiensis, и интрона последовательности № 9 гена фосфоенолпируваткарбоксилазы кукурузы, присут­
ствующего в ГМ-кукурузе линии Event176, на основе ПЦР в реальном времени с использованием 
плазмиды в качестве эталонного материала для определения относительного количества Event176 с 
применением Cf, представляющего собой отношение числа копий специфической конструкции и 
таксон-специфических последовательностей ДНК в репрезентативном образце семян истинной куку­
рузы линии Event176.

Примечание -  Cf используется для расчета содержания ГМО в процентах (по массе) из числа копий ДНК 
ГМО целевой и таксон-специфической последовательностей. Cf может быть измерен как отношение числа копий 
для целевой последовательности и таксон-специфической последовательности из соответствующего эталонного 
материала.

Ограничения см. в С.6.8.

48) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.6.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.6.2.1 Общие положения
Метод оптимизирован для приборов СОП ABI PRISM® 7700 48) ПЦР в реальном времени с ис­

пользованием плазмиды pMulS5 в качестве эталонного материала [33]. Плазмида рМи15 включает, в 
частности, ПЦР-продукгы, амплифицированные из систем ПЦР для специфической амплификации так­
сон- специфической последовательности из кукурузы (zSSIIb), последовательности Збё-промотора 
вируса мозаики цветной капусты (p35S), терминаторной последовательности нопалин-синтазы (tNOS) 
и последовательности, специфической для конструкций MON 810, Event176, Bt11, GA21 и Т25.

Примечание -  Плазмида использовалась в качестве калибровочного материала для определения содер­
жания ГМО, рассчитанного из относительного числа копий ГМ-специфической и таксон-специфической последо­
вательностей ДНК.

Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 
испытаний с использованием эталонных материалов и неизвестных образцов высушенной муки 
семян кукурузы, содержащих смеси зерен линии Event176 и обычной кукурузы [34].

Число копий таксон-специфической последовательности (zSSIIb) в расчете на геном оценивалось 
для 20 представительных разновидностей кукурузы.

Метод был опубликован в японском и корейском национальных стандартах [35], [36], [37], [38].

С.6.2.2 Межлабораторные испытания
Всего 12 неизвестных образцов кукурузы, содержащих от 0 % до 10 % (по массе) высушенной 

кукурузной муки, полученной из кукурузы линии Event176, были проанализированы пятнадцатью 
участниками.

Примечание 1 -  Для определения значений Cf и приготовления неизвестных образцов для межлабораторных 
испытаний были использованы семена образца линии ВП76, гетерозиготной по ГМ-вставке. Для валидации были 
приготовлены неизвестные образцы смесей кукурузной муки, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % и 10 % 
(по массе) сухой кукурузной муки, полученной из этой линии. Гомогенность образцов на каждом уровне была 
протестирована с использованием количественного метода в соответствии с протоколом АОАС [34], [39].

Валидация метода для кукурузы линии Event176 была проведена путем межлабораторных испы­
таний в соответствии с протоколом АОАС [39]. Межлабораторные испытания были организованы 
Национальным институтом исследования пищевых продуктов (NFRI, Tsukuba, Япония) совместно с 
Центром маркировки качества пищевых продуктов и услуг потребителям (Saitama, Япония) и Нацио­
нальным институтом здравоохранения (National Institute of Health Sciences, Япония).

Пятнадцать лабораторий, включая участников из Японии, Корейской Республики и Соединенных 
Штатов, проводили это совместное испытание с использованием СОП ABI PRISM® 7700 (Applied 
Biosystems) 49) в две отдельные стадии. От всех участников требовалось следовать процедурам 
экстракции ДНК и количественной ПЦР.

Цель первой стадии -  определение Cf для Event176. Все участники получили набор праймеров, 
зондов, эталонный материал и ДНК, экстрагированную из семян кукурузы линии Event176, которые 
были приготовлены Qiagen DNeasy Plant Maxi kit 49) и чья пригодность была протестирована NFRI 
перед исследованием. Эти образцы ДНК использовались для измерения числа копий конструкции, 
специфической для Event176 и таксон-специфической последовательности zSSIIb ДНК. Все измерения на 
этой стадии были повторены три раза. От участников было получено всего 90 комплектов данных. 
Корреляции калибровочных кривых, для которых были представлены данные от всех участников, были 
приемлемыми (г > 0,990). В соответствии с протоколом АОАС [39] лаборатории, чьи данные были 
признаны выбросами, должны быть удалены как имеющие экстремальные значения (тест Кохрана, 
р < 0,025) и как имеющие экстремальный средний уровень (тест Граббса, р < 0,025). Ни одного выброса 
не наблюдалось ни в одном из тестов, как это показано в таблице С.28.

49) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.28 -  Итоговые результаты Cf для Event176

Целевая последовательность Последовательность специфической конструкции 
Eventl 76

Количество участвовавших лабораторий, шт. 15
Число выбросов по тесту Кохрана 0
Число выбросов по тесту Граббса 0
Количество оставшихся лабораторий, шт. 15
C fa 2,05 ± 0,04
а Выражено как средняя ± доверительный интервал (а = 0,05).

Значение Cf может быть повторно определено исследователями с использованием подходящих 
эталонных материалов кукурузы линии Eventl 76.

На второй стадии были проведены «слепые» испытания. Неизвестные образцы кукурузной муки 
были приготовлены как шесть пар «слепых» дубликатов, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % 
и 10 % (по массе) высушенной муки ГМ-кукурузы линии Eventl 76 в смеси с обычной кукурузной мукой. 
Образец, содержащий 0 % кукурузы линии Eventl 76, был использован как «холостой» образец, чтобы 
исключить некомпетентные лаборатории перед статистическим анализом.

Участники были проинструктированы экстрагировать ДНК из образцов с использованием набора 
Qiagen.

Данные, представленные лабораториями, оставшимися в испытаниях после тестов на выбросы, 
были использованы для расчета среднего значения и доверительного интервала (а = 0,05). Средние 
значения были определены как Cf для расчета количества ГМО в процентах в ходе «слепого» испы­
тания. Среднее значение Cf для количественного определения последовательности специфической 
конструкции Eventl 76 равно 2,05.

Четырнадцать лабораторий, участвовавших во второй стадии, проанализировали 168 образцов 
путем амплификации zSSIIb и последовательности специфической конструкции Eventl76. Лаборатории, 
которые не смогли определить, что «холостые» образцы содержат 0 % кукурузы линии Eventl 76, были 
расценены как некомпетентные, и все их данные были исключены еще до тестов на выбросы. Во всех 
экспериментах корреляции калибровочных кривых были приемлемыми (г > 0,990). Лаборатории, пока­
завшие экстремальные отклонения и экстремальные средние значения данных (выбросы по тесту 
Кохрана [40] и выбросы по тесту Граббса [41] соответственно) в парах «слепых» дубликатов с разными 
уровнями Eventl 76, были исключены из испытания еще перед статистическим анализом достоверности и 
точности. В полученных данных обнаружено четыре выброса по тесту Кохрана. Рассчитанное среднее 
значение, отклонение, относительное стандартное отклонение повторяемости в процентах и относи­
тельное стандартное отклонение воспроизводимости в процентах для каждого уровня ГМО в смеси 
приведены в таблице С.29.

Примечание 2 -  Участники совместных испытаний не рассчитывали окончательные результаты с использо­
ванием значения Cf, определенного в ходе первой стадии совместного испытания. Число копий для каждой 
целевой последовательности, полученное при определении значения Cf и проведении «слепых» испытаний, 
было передано в NFRI, и величины содержания ГМО в процентах в «слепых» исследуемых образцах были 
преобразованы в окончательные результаты с использованием значений Cf.

Таблица С.29 -  Данные валидации для количественного определения последовательности 
специфической конструкции кукурузы Eventl 76

Доля ГМ-кукурузы линии Eventl 76 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Количество участвовавших лабораторий, шт. 14 14 14 14 14
Количество исключенных лабораторий, шт. 1 1 1 1 1
Число выбросов по тесту Кохрана 1 2 0 0 1
Число выбросов по тесту Г раббса 0 0 0 0 0
Количество лабораторий, оставшихся после 
исключения, шт.

12 11 13 13 12

Среднее значение содержания ГМО, % 0,1 0,5 0,9 5,0 9,6
Отклонение от истинного значения, % +11,3 -1,6 -7,7 0,0 -3,8
Стандартное отклонение повторяемости sr а 0,018 0,029 0,066 0,406 0,554
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Окончание таблицы С.29

Доля ГМ-кукурузы линии Event176 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Предел повторяемости r a (r=  2,8 х sr) 0,051 0,080 0,184 1,137 1,552
Относительное стандартное отклонение 
повторяемости, % ь

16,3 5,8 7,1 8,1 5,8

Стандартное отклонение воспроизводи­
мости S r  3

0,024 0,051 0,106 0,559 0,917

Предел воспроизводимости R a(R = 2,8) 0,066 0,142 0,296 1,565 2,566
Относительное стандартное отклонение 
воспроизводимости, % ь

21,3 10,3 11,4 11,2 9,5

Ниже 20 копий с (абсолютный предел обна­
ружения этого метода)

1/24 0/22 0/26 0/26 0/24

а Выражается в процентах ГМО. 
ь Выражается как процент от среднего значения.
с Ниже 20 копий выражается как отношение числа оставшихся данных ниже 20 копий к суммарному числу ос­

тавшихся данных.

С.6.2.3 Молекулярная специфичность
С.6.2.3.1 Общие положения
Метод описан в [33]. Информация о генетической конструкции, встроенной в геном кукурузы, 

указана в [33] и [46]. Праймеры и зонды TaqMan® 50) для разработки этого метода были сконструиро­
ваны с помощью информации, указанной в [46].

Если ДНК-конструкция, встроенная в Event176, используется в других ГМ-событиях, может быть 
получен ложноположительный результат, поскольку амплифицируемая последовательность проис­
ходит из этой конструкции.

С.6.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных DDBJ 511 

(3 декабря 1999 г.), и результаты по оценке безопасности были опубликованы Министерством здра­
воохранения, труда и социального обеспечения Японии и Министерством сельского хозяйства, лесного 
хозяйства и рыболовства Японии с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве 
запросных последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 50). Результат поиска подтвер­
жден полной идентичностью только с ожидаемой целевой последовательностью.

С.6.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Амплификация с праймерами и зондами, приводящая к получению ожидаемых ПЦР-продукгов 

при исследовании образцов высушенной кукурузной муки, содержащей от 0 % до 10 % (по массе) 
ГМ-кукурузы линии Event176, которые были приготовлены для этого метода NFRI [33], [34].

Для испытаний были использованы образцы зерен кукурузы, кукурузной крупы, кукурузной муки 
грубого и тонкого помола.

Проведенные перед межлабораторными испытаниями тесты на специфичность показали отсут­
ствие перекрестной реактивности детекторной системы со следующими нецелевыми видами/образ- 
цами: рисом (Oryza sativa), пшеницей (Triticum aestivum) и ячменем (Hordeum vulgare). Не наблюдали 
перекрестной реактивности с ГМ-соей линии GTS 40-3-2 и со следующими линиями ГМ-кукурузы: 
MON 810, Bt11, GA21 и Т25.

С.6.2.4 Оптимизация
Оптимизация реактивов проводилась с помощью СОП ABI PRISM 7700® (ABI) с использованием 

TaqMan®chemistry °0) [43].
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

(Applied Biosystems).

50) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

51) DDBJ: DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/searches-e.html).
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С.6.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOD, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,1 % кукурузы линии 

Eventl 76.

С.6.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOQ в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOQ, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,1 % кукурузы линии 

Eventl 76.

С.6.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.6.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности специфической конструкции кукурузы линии Eventl 76 размером 

100 п. о. был амплифицирован с помощью ПЦР-пары праймеров, специфических для Event176. ПЦР- 
продукты измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью олигонуклеотидного 
зонда, специфического для конструкции Event176, помеченного двумя флуоресцентными красителями: 
FAM в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся 
TaqMan® chemistry52).

Фрагмент последовательности таксон-специфической последовательности zSSIIb размером 151 п. о. 
был амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух 
праймеров, специфических для zSSIIb, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с 
применением зонда, специфического для zSSIIb, производства TaqMan®52).

Для количественного определения числа копий в экстрагированной ДНК из экстрактов ДНК неиз­
вестного исследуемого образца был использован метод калибровочной кривой. Отдельные калибро­
вочные кривые с каждой системой «праймер -  зонд» генерировались в ходе одного и того же прогона 
аналитической амплификации. Калибровочные кривые строились из пяти концентраций, включая 20, 
125, 1 500, 20 000, 250 000 копий ДНК-плазмиды pMul5 52). В каждой из пяти калибровочных точек прово­
дились трехкратные измерения. Тройные реакции с использованием соответствующих разбавлений 
ДНК, экстрагированной из неизвестного образца, проводились на СОП ABI PRISM® 7700 (Applied 
Biosystems) в том же самом аналитическом прогоне.

Г рафик зависимости значений Ct, определенных для калибровочных точек в специфической для 
zSSIIb или целевой последовательности конструкции Eventl 76 соответственно, от логарифма числа 
копий ДНК-плазмиды рМи15 [33] использовали для построения калибровочной кривой.

Число копий, определенное для ДНК исследуемого образца, определяется путем интерполяции 
по стандартным кривым. Для определения количества Eventl76 в исследуемом образце число копий 
конструкции Eventl 76 делится на число копий гена zSSIIb и значение Of, специфическую конструкцию 
Eventl 76, умноженную на 100 для получения процентов, как описано в С.6.9.

С.6.5 Реактивы
С.6.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.6.5.2 Вода
С.6.5.3 TaqMan® Universal Master Mix 52> двукратный
C.6.5.4 Эталонный материал (плазмида)
Эталонным материалом, использовавшимся для разработки и валидации метода, служила плаз­

мида рМи!5 [33], которая включена в набор плазмид для обнаружения ГМ-кукурузы (Fasmac № РМ-2 и

52) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Nippon Gene № 319-04981) 52). Могут быть использованы и другие эталонные материалы, обеспечи­
вающие достижение таких же или лучших результатов.

С.6.5.5 Олигонуклеотиды
Последовательности праймеров и зондов для специфической конструкции линии Event176 и 

таксон-специфических генов кукурузы приведены в таблице С.ЗО.

Таблица С.ЗО -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность таксон-специфического гена
SSIIb 1-5' 5'-СТС ССА АТС СТТ TgA CAT СТд С-3' 500 нмоль/л
SSIIb 1-3' 5'-ТСд ATT ТСТ СТС ТТд дТд АСА дд-3' 500 нмоль/л
SSIIb -Taq 5'-FAM-AgC AAA дТС АдА дСд СТд САА ТдС A-TAMRA-3'а 200 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
Е176 2-5' 5'-ТдТ ТСА CCA дСА дСА АСС Ад-3' 500 нмоль/л
Е176 2-3' 5'-АСТ ССА СТТ ТдТ дСА дАА САд АТС Т-3' 500 нмоль/л
E176-Taq 5'-FAM-CCg АСд TgA ССд ACT АСС АСА ТСд A-TAMRA-3'а 200 нмоль/л

a FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.
Размер ПЦР-продукта SSIIb составляет 151 п. о.; размер ПЦР-продукга Event176 составляет 100 п. о.

С.6.6 Аппаратура
С.6.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

С.6.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль первоначально был протестирован при прове­

дении межлабораторных испытаний с прибором СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)53). Могут 
использоваться другие системы ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

С.6.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems) 53) соответственно. Могут быть использованы и другие реакционные 
пробирки, обеспечивающие достижение таких же или лучших результатов.

С.6.7 Порядок проведения ПЦР
С.6.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности таксон-специфического гена zSSIIb и для специфической 

целевой последовательности линии Event176 должна проводиться в отдельных пробирках. Мульти­
плексная ПЦР (с использованием различных флуоресцентных меток для зондов) не была протести­
рована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С.31 для zSSIIb и С.32 для Event176.

53) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.31 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации целевой
таксон-специфической последовательности zSSIIb (на одну реакционную пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкп
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкп
Реакционный буфер
(включая ДНК-полимеразу и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal 
Master Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкп

Праймеры zSSIIb-5' и zSSIIb -3' (см. таблицу C.30) См. таблицу С.ЗО
Зонд zSSIIb-Taq (см. таблицу C.30) См. таблицу С.ЗО

Таблица С.32 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации специфической 
последовательности Event176 (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкп
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкп
Реакционный буфер 
(включая ДНК-полимеразу и 
ДНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal Master 
Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкп

Праймеры E176 2-5' and E176 2-3' (см. таблицу C.30) См. таблицу С.ЗО
Зонд E176-Taq (см. таблицу С.ЗО) См. таблицу С.ЗО

С.6.7.2 Контроль ПЦР
Каждая серия испытаний должна включать все виды контроля в соответствии с ISO 24276.
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля/эталонного калибровочного материала доступны по крайней 

мере две альтернативы, а именно:
a) высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из зерен кукурузы, может быть 

использована, если количество ДНК известно на основе расчета числа копий целевой последова­
тельности, исходя из размера генома кукурузы линии Event176;

b) плазмида, содержащая целевую (ые) последовательность (и), может быть добавлена в различных 
концентрациях с известным числом копий. Такая плазмида доступна в наборе GM Maize Detection 
Plasmid Set (Fasmac No. PS-2 и Nippon Gene No. 310-04981 54)) [33].

С целью обеспечения качества контроля предпочтительно не использовать один и тот же мате­
риал в качестве положительного контроля и эталонного калибровочного материала.

С.6.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С.ЗЗ, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)54). В валидационном исследовании она использовалась 
совместно с универсальной смесью для ПЦР TaqMan® Universal Master Mix 54). Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации, зависит от особенностей используемой смеси Master Mix.

Таблица С.ЗЗ -  Условия реакции

Время, с Температура,°С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (40 циклов)
Стадия 1 Денатурация 30 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 59

54) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.6.8 Ограничения и оценка результатов
Если иная ГМ-кукуруза, чем кукуруза линии Event176, содержит ту же самую специфическую 

конструкцию последовательности ДНК, метод пригоден только для количественного определения 
ДНК-кукурузы линии Event176 при отсутствии иных ГМО, чем кукуруза линии Event176.

Приведенный метод пригоден только для определения соотношения последовательности специ­
фической конструкции линии Event176 и таксон-специфической последовательности zSSIIb кукурузы. 
Это соотношение отражает количество Event176 в исследуемом образце кукурузы. Метод валидиро- 
ван только для зерен кукурузы.

Межлабораторные испытания являются ценным источником данных для обеспечения оценки 
погрешности измерений. Также необходимо учитывать другие источники погрешностей, которые не 
охватываются межлабораторными испытаниями, например отбор проб и другие, в соответствии с 
международными требованиями [44], [45].

С.6.9 Калибровка и расчет результатов
Специалистом должно быть определено пороговое значение для определения порогового цикла 

(Ct). Пример процедуры после ПЦР-анализа можно найти в руководстве по эталонным материалам 
ГМ-кукурузы (GM Maize Detection Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 319-04981). См. также [33].

Cf для количественного определения конструкции, специфической для линии Event176 и рефе­
рентной плазмиды, использовавшихся в межлабораторных испытаниях, равен 2,05. Расчет количе­
ства ГМ-кукурузы в матриксе образца w, %, производится по формуле

Ng м 100
W  =  ^  X ----------,

Л/тх Cf
где Л/См ~ число копий ГМ-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого образца;

NTX -  число копий таксон-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого 
образца.

С.7 Метод специфической конструкции для количественного определения 
содержания ДНК-кукурузы линии Bt11 с использованием ПЦР в реальном времени

С.7.1 Введение
В настоящем приложении описан метод обнаружения и количественного определения таксон- 

специфического гена кукурузы (ген синтазы крахмала кукурузы, lib: zSSIIb) и специфического участка 
ДНК-конструкции -  места соединения синтетического гена crylA(b), происходящего из Bacillus thur- 
ingiensis, и последовательности интрона гена алкогольдегидрогеназы Adi?1, присутствующего в 
ГМ-кукурузе линии Bt11, на основе ПЦР в реальном времени с использованием плазмиды в качестве 
эталонного материала для определения относительного количества Bt11 с применением Cf, пред­
ставляющего собой отношение числа копий специфической конструкции и таксон-специфических 
последовательностей ДНК в репрезентативном образце семян истинной кукурузы линии Bt11.

Примечание -  Cf используется для расчета содержания ГМО в процентах (по массе) из числа копий ДНК 
ГМО целевой и таксон-специфической последовательностей. Cf может быть измерен как отношение числа копий 
для целевой последовательности и таксон-специфической последовательности из соответствующего эталонного 
материала.

Ограничения см. в С.7.8.

С.7.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.7.2.1 Общие положения
Метод оптимизирован для приборов СОП ABI PRISM® 7700 ПЦР в реальном времени 55) с 

использованием плазмиды pMul5 в качестве эталонного материала [33]. Плазмида pMul5 включает, в 
частности, ПЦР-продукгы, амплифицированные из систем ПЦР для специфической амплификации 
таксон-специфической последовательности из кукурузы (zSSIIb), последовательности 35S-npoMOTopa

55) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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вируса мозаики цветной капусты (p35S), терминаторной последовательности нопалин-синтазы (tNOS) 
и последовательности, специфической для конструкций MON 810, Event176, Bt11, GA21 и Т25.

Примечание -  Плазмида использовалась в качестве калибровочного материала для определения содер­
жания ГМО, рассчитанного из относительного числа копий ГМ-специфической и таксон-специфической последо­
вательностей ДНК.

Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 
испытаний с использованием эталонных материалов и неизвестных образцов высушенной муки 
семян кукурузы, содержащих смеси зерен линии Bt11 и обычной кукурузы [34].

Число копий таксон-специфической последовательности (zSSIIb) в расчете на геном оценивалось 
для 20 представительных разновидностей кукурузы.

Метод был опубликован в японском и корейском национальных стандартах [35], [36], [37], [38].

С.7.2.2 Межлабораторные испытания
Всего 12 неизвестных образцов кукурузы, содержащих от 0 % до 10 % (по массе) высушенной куку­

рузной муки, полученной из кукурузы линии Bt11, были проанализированы пятнадцатью участниками.
Примечание 1 -  Для определения значений Cf и приготовления неизвестных образцов для межлабораторных 

испытаний были использованы семена образца линии Bt11, гетерозиготной по ГМ-вставке. Для валидации были 
приготовлены неизвестные образцы смесей кукурузной муки, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % и 10 % 
(по массе) сухой кукурузной муки, полученной из этой линии. Гомогенность образцов на каждом уровне была 
протестирована с использованием количественного метода в соответствии с протоколом АОАС [34], [39].

Валидация метода для кукурузы линии Bt11 была проведена путем межлабораторных испытаний 
в соответствии с протоколом АОАС [39]. Межлабораторные испытания были организованы Нацио­
нальным институтом исследования пищевых продуктов (NFRI, Tsukuba, Япония) совместно с Центром 
маркировки качества пищевых продуктов и услуг потребителям (Saitama, Япония) и Национальным 
институтом здравоохранения (National Institute of Health Sciences, Япония). Пятнадцать лабораторий, 
включая участников из Японии, Корейской Республики и Соединенных Штатов, проводили это совме­
стное испытание с использованием СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) в две отдельные стадии. 
От всех участников требовалось следовать процедурам экстракции ДНК и количественной ПЦР.

Цель первой стадии -  определение Cf для Bt11. Все участники получили набор праймеров, зондов, 
эталонный материал и ДНК, экстрагированную из семян кукурузы линии Bt11, которые были приго­
товлены из Qiagen DNeasy Plant Maxi kit 5S) и чья пригодность была протестирована NFRI перед 
исследованием. Эти образцы ДНК использовались для измерения числа копий конструкции, специ­
фической для Bt11 и таксон-специфической zSSIIb последовательности ДНК-кукурузы. Все измерения 
на этой стадии были повторены три раза. От участников было получено всего 135 комплектов данных. 
Корреляции калибровочных кривых, для которых были представлены данные от всех участников, 
были приемлемыми (г > 0,990). В соответствии с протоколом АОАС [39] лаборатории, чьи данные 
были признаны выбросами, должны быть удалены как имеющие экстремальные значения (тест 
Кохрана, р < 0,025) и как имеющие экстремальный средний уровень (тест Граббса, р < 0,025). Ни одного 
выброса не наблюдалось ни в одном из тестов, как это показано в таблице С.34.

Таблица С.34 -  Итоговые результаты Cf для ВИ1

Целевая последовательность Последовательность специфической конструкции Bt11

Количество участвовавших лабораторий, шт. 15
Число выбросов по тесту Кохрана 0
Число выбросов по тесту Г раббса 0
Количество оставшихся лабораторий, шт. 15
C fa 0,50 ± 0,01

а Выражено как средняя ± доверительный интервал (а = 0,05).

Значение Cf может быть повторно определено исследователями с использованием подходящих 
эталонных материалов кукурузы линии Bt11.

56) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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На второй стадии были проведены «слепые» испытания. Неизвестные образцы кукурузной муки 
были приготовлены как шесть пар «слепых» дубликатов, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % 
и 10 % (по массе) высушенной муки ГМ-кукурузы линии Bt11 в смеси с обычной кукурузной мукой. 
Образец, содержащий 0 % кукурузы линии Btl 1, был использован как «холостой» образец, чтобы ис­
ключить некомпетентные лаборатории перед статистическим анализом. Участники были проинструк­
тированы экстрагировать ДНК из образцов с использованием набора Qiagen. Данные, представлен­
ные лабораториями, оставшимися в испытаниях после тестов на выбросы, были использованы для 
расчета среднего значения и доверительного интервала (а = 0,05). Средние значения были опреде­
лены как Cf для расчета количества ГМО в процентах в ходе «слепого» испытания. Среднее значение 
Cf для количественного определения последовательности специфической конструкции Bt11 равно 0,5.

Четырнадцать лабораторий, участвовавших во второй стадии, проанализировали 168 образцов 
путем амплификации zSSIIb и последовательности специфической конструкции Bt11. Лаборатории, 
которые не смогли определить, что «холостые» образцы содержат 0 % кукурузы линии Btl 1, были 
расценены как некомпетентные, и все их данные были исключены еще до тестов на выбросы. Во всех 
экспериментах корреляции калибровочных кривых были приемлемыми (г > 0,990). Лаборатории, пока­
завшие экстремальные отклонения и экстремальные средние значения данных (выбросы по тесту 
Кохрана [40] и выбросы по тесту Граббса [41] соответственно) в парах «слепых» дубликатов с разными 
уровнями Bt11, были исключены из испытания еще перед статистическим анализом достоверности и 
точности. В полученных данных обнаружено два выброса по тесту Кохрана и один по тесту Граббса. 
Рассчитанное среднее значение, отклонение, относительное стандартное отклонение повторяемости 
в процентах и относительное стандартное отклонение воспроизводимости в процентах для каждого 
уровня ГМО в смеси приведены в таблице С.35.

Примечание 2 -  Участники совместных испытаний не рассчитывали окончательные результаты с использо­
ванием значения Cf, определенного в ходе первой стадии совместного испытания. Число копий для каждой 
целевой последовательности, полученное при определении значения Cf и проведении «слепых» испытаний, 
было передано в NFRI, и величины содержания ГМО в процентах в «слепых» исследуемых образцах были 
преобразованы в окончательные результаты с использованием значений Cf.

Таблица С.35 -  Данные валидации для количественного определения последовательности 
специфической конструкции кукурузы Bt11

Доля ГМ-кукурузы линии Bt11 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Количество участвовавших лабораторий, шт. 14 14 14 14 14
Количество исключенных лабораторий, шт. 1 1 1 1 1
Число выбросов по тесту Кохрана 2 0 0 0 0
Число выбросов по тесту Г раббса 1 0 0 0 0
Количество лабораторий, оставшихся после ис­
ключения, шт.

11 14 14 14 14

Среднее значение содержания ГМО, % 0,1 0,5 1,2 6,1 12,1
Отклонение от истинного значения, % -9,0 +2,0 +14,7 +21,6 +21,1
Стандартное отклонение повторяемости sr а 0,020 0,121 0,216 0,830 1,258
Предел повторяемости г а (г = 2,8 sr) 0,057 0,338 0,606 2,325 3,524
Относительное стандартное отклонение повто­
ряемости, % ь

22,3 23,7 18,9 13,7 10,4

Стандартное отклонение воспроизводимости Sr а 0,020 0,121 0,216 0,830 1,389
Предел воспроизводимости R а (R = 2,8 *  sR) 0,057 0,338 0,606 2,325 3,889
Относительное стандартное отклонение воспро­
изводимости, % ь

22,3 23,7 18,9 13,7 11,5

Ниже 20 копий с (абсолютный предел обнаруже­
ния этого метода)

21/22 0/28 0/28 0/28 0/28

а Выражается в процентах ГМО. 
ь Выражается как процент от среднего значения.
с Ниже 20 копий выражается как отношение числа оставшихся данных ниже 20 копий к суммарному числу

оставшихся данных.
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С.7.2.3 Молекулярная специфичность
С.7.2.3.1 Общие положения
Метод описан в [33]. Информация о генетической конструкции, встроенной в геном кукурузы, 

указана в [33] и [46]. Праймеры и зонды TaqMan® 57) для разработки этого метода были сконструиро­
ваны с помощью информации, указанной в [46].

Если ДНК-конструкция, встроенная в Bt11, используется в других ГМ-событиях, может быть получен 
ложноположительный результат, поскольку амплифицируемая последовательность происходит из 
этой конструкции.

С.7.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных DDBJ 58) 

(3 декабря 1999 г.), и результаты по оценке безопасности были опубликованы Министерством здра­
воохранения, труда и социального обеспечения Японии и Министерством сельского хозяйства, лесного 
хозяйства и рыболовства Японии с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве 
запросных последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 57). Результат поиска подтвер­
жден полной идентичностью только с ожидаемой целевой последовательностью.

С.7.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Амплификация с праймерами и зондами, приводящая к получению ожидаемых ПЦР-продукгов 

при исследовании образцов высушенной кукурузной муки, содержащей от 0 % до 10 % (по массе) 
ГМ-кукурузы линии Btl 1, которые были приготовлены для этого метода NFRI [33].

Для испытаний были использованы образцы зерен кукурузы, кукурузной крупы, кукурузной муки 
грубого и тонкого помола.

Проведенные перед межлабораторными испытаниями тесты на специфичность показали отсут­
ствие перекрестной реактивности детекторной системы со следующими нецелевыми видами/образ- 
цами: рисом (Oryza sativa), пшеницей (Triticum aestivum) и ячменем (Hordeum vulgare). Не наблюдали 
перекрестной реактивности с ГМ-соей линии GTS 40-3-2 и со следующими линиями ГМ-кукурузы -  
MON 810, Bt11, GA21 и Т25.

С.7.2.4 Оптимизация
Оптимизация реактивов проводилась с помощью СОП ABI PRISM 7700® 59) с использованием 

TaqMan®chemistry ®9) [43].
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

(Applied Biosystems)59).

C.7.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOD, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,5 % кукурузы линии 

Bt11.

С.7.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOQ в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOQ, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,5 % кукурузы линии 

Bt11.

С.7.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

57) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

58) DDBJ: DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/searches-e.html).
59) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 

пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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https://meganorm.ru/mega_doc/norm/gost-r_gosudarstvennyj-standart/3/gost_r_1_5-2012_natsionalnyy_standart_rossiyskoy_federatsii.html


ГОСТ ИСО 21570-2009

С.7.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности специфической конструкции кукурузы линии Bt11 размером 127 п. о. 

был амплифицирован с помощью ПЦР-пары праймеров, специфических для Bt11. ПЦР-продукты 
измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью олигонуклеотидного зонда, 
специфического для конструкции Bt11, помеченного двумя флуоресцентными красителями: FAM в 
качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся TaqMan® 
chemistry59).

Фрагмент последовательности таксон-специфической последовательности zSSIIb размером 151 п. о. 
был амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух 
праймеров, специфических для zSSIIb, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с 
применением зонда, специфического для zSSIIb, производства TaqMan®59).

Для количественного определения числа копий в экстрагированной ДНК из экстрактов ДНК неиз­
вестного исследуемого образца был использован метод калибровочной кривой. Отдельные калибро­
вочные кривые с каждой системой «праймер -  зонд» генерировались в ходе одного и того же прогона 
аналитической амплификации. Калибровочные кривые строились из пяти концентраций, включая 20, 
125, 1 500, 20 000, 250 000 копий ДНК-плазмиды pMul5. В каждой из пяти калибровочных точек прово­
дились трехкратные измерения. Тройные реакции с использованием соответствующих разбавлений 
ДНК, экстрагированной из неизвестного образца, проводились на СОП ABI PRISM® 7700 59) в том же 
самом аналитическом прогоне.

Г рафик зависимости значений Ct, определенных для калибровочных точек в специфической для 
zSSIIb или целевой последовательности конструкции Bt11 соответственно, от логарифма числа копий 
ДНК-плазмиды pMul5 59) [33] использовали для построения калибровочной кривой. Число копий, опре­
деленное для ДНК исследуемого образца, определяется путем интерполяции по стандартным кривым. 
Для определения количества Bt11 в исследуемом образце число копий конструкции Bt11 делится на 
число копий гена zSSIIb и значение Of, специфическую конструкцию Bt11, умноженную на 100 для 
получения процентов, как описано в С.7.9.

С.7.5 Реактивы
С.7.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.7.5.2 Вода
С.7.5.3 TaqMan® Universal Master Mix 60> двукратный
C.7.5.4 Эталонный материал (плазмида)
Эталонным материалом, использовавшимся для разработки и валидации метода, служила плаз­

мида pMul5 [33], которая включена в набор плазмид для обнаружения ГМ-кукурузы (Fasmac № РМ-2 и 
Nippon Gene № 319-04981)60) [33]. Могут быть использованы и другие эталонные материалы, обеспе­
чивающие достижение таких же или лучших результатов.

С.7.5.5 Олигонуклеотиды
Последовательности праймеров и зондов для специфической конструкции линии Bt11 и таксон- 

специфических генов кукурузы приведены в таблице С.36.

60) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.36 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида
Окончательная 
концентрация 

при ПЦР
Целевая последовательность таксон-специфического гена
SSIIb 1-5' 5'-CTC CCA АТС СТТ TgA CAT CTg С-3' 500 нмоль/л
SSI lb 1-3' 5'-TCg ATT TCT CTC TTg gTg АСА gg-3' 500 нмоль/л
SS//6-Taq 5-FAM-AgC AAA gTC AgAgCg CTg CAATgC A-TAMRA-3'a 200 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
Bt11 3-5' 5'-AAA AgA CCA CAA CAA gCC gC-3' 500 нмоль/л
Bt11 3-3' 5'-CAA TgC gTT CTC CAC CAA gTA CT-3' 500 нмоль/л
Bt11-2-Taq 5'-FAM-CgA CCA Tgg АСА АСА ACC CAA АСА TCA-TAMRA-3'a 200 нмоль/л

a FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер ПЦР-продукта SS//6 составляет 151 п. о.; размер ПЦР-продукта Bt11 составляет 127 п. о.

С.7.6 Аппаратура
С.7.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

С.7.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль первоначально был протестирован при прове­

дении межлабораторных испытаний с прибором СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)61). Могут 
использоваться другие системы ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

С.7.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems) 61) соответственно. Могут быть использованы и другие реакционные 
пробирки, обеспечивающие достижение таких же или лучших результатов.

С.7.7 Порядок проведения ПЦР
С.7.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности таксон-специфического гена zSSIIb и для специфической 

целевой последовательности линии Bt11 должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная 
ПЦР (с использованием различных флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или 
валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С.37 для zSSIIb и С.38 для Bt11.

Таблица С.37 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации целевой
таксон-специфической последовательности zSSIIb (на одну реакционную пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкл
Реакционный буфер (включая 
ДНК-полимеразу и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal 
Master Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры zSS//61-5' и zSSIIb 1-3' (см. таблицу C.36) См. таблицу C.36
Зонд zSSIIb-Taq (см. таблицу C.36) См. таблицу C.36

61) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.38 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации специфической 
последовательности ВИ1 (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкл
Реакционный буфер (включая 
ДНК-полимеразу и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal 
Master Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры Bt11 2-5' and Bt11 2-3' (см. таблицу C.36) См. таблицу C.36
Зонд Bt11-2-Taq (см. таблицу C.36) См. таблицу C.36

С.7.7.2 Контроль ПЦР
Каждая серия испытаний должна включать все виды контроля в соответствии с ISO 24276.
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля/эталонного калибровочного материала доступны по крайней 

мере две альтернативы, а именно:
a) высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из зерен кукурузы, может быть 

использована, если количество ДНК известно на основе расчета числа копий целевой последова­
тельности, исходя из размера генома кукурузы линии Bt11;

b) плазмида, содержащая целевую (ые) последовательность (и), может быть добавлена в различных 
концентрациях с известным числом копий. Такая плазмида доступна в наборе GM Maize Detection 
Plasmid Set (Fasmac No. PS-2 и Nippon Gene No. 310-04981)62) [33].

С целью обеспечения качества контроля предпочтительно не использовать один и тот же мате­
риал в качестве положительного контроля и эталонного калибровочного материала.

С.7.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С.39, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)62>. В валидационном исследовании она использовалась 
совместно с универсальной смесью для ПЦР TaqMan® Universal Master Mix 62). Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации, зависит от особенностей используемой смеси Master Mix.

Таблица С.39 -  Условия реакции

Время,с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (40 циклов)
Стадия 1 Денатурация 30 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 59

С.7.8 Ограничения и оценка результатов
Если иная ГМ-кукуруза, чем кукуруза линии Bt11, содержит ту же самую специфическую конструкцию 

последовательности ДНК, метод пригоден только для количественного определения ДНК-кукурузы 
линии Bt11 при отсутствии иных ГМО, чем кукуруза линии Bt11.

Приведенный метод пригоден только для определения соотношения последовательности специ­
фической конструкции линии Bt11 и таксон-специфической последовательности zSSIIb кукурузы. Это 
соотношение отражает количество Bt11 в исследуемом образце кукурузы. Метод валидирован только 
для зерен кукурузы.

Межлабораторные испытания являются ценным источником данных для обеспечения оценки 
погрешности измерений. Также необходимо учитывать другие источники погрешностей, которые не 
охватываются межлабораторными испытаниями, например отбор проб и другие, в соответствии с 
международными требованиями [44], [45].

62) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.7.9 Калибровка и расчет результатов
Специалистом должно быть определено пороговое значение для определения порогового цикла 

(Ct). Пример процедуры после ПЦР-анализа можно найти в руководстве по эталонным материалам 
ГМ-кукурузы (GM Maize Detection Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 319-04981) 63). 
См. также [33].

Cf для количественного определения конструкции, специфической для линии Bt11 и референсной 
плазмиды, использовавшихся в межлабораторных испытаниях, равен 0,50. Расчет количества 
ГМ-кукурузы в матриксе образца w, %, производится по формуле

NGM 100
W  =  СзМ X ----------,

NTX Cf

где A/Gm -  число копий ГМ-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого образца;
NTX -  число копий таксон-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого 

образца.

С.8 Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
ДНК-кукурузы линии GA21 с использованием ПЦР в реальном времени

С.8.1 Введение
В настоящем приложении описан метод обнаружения и количественного определения таксон- 

специфического гена кукурузы (ген синтазы крахмала кукурузы, lib: zSSIIb) и специфического участка 
ДНК-конструкции -  места соединения между оптимизированной последовательностью транзитного 
пептида и геном 5-енолпирувилшикимат-З-фосфат-синтазы (m-epsps) кукурузы, присутствующего в 
ГМ-кукурузе линии GA21, на основе ПЦР в реальном времени с использованием плазмиды в качестве 
эталонного материала для определения относительного количества GA21 с применением Cf, пред­
ставляющего собой отношение числа копий специфической конструкции и таксон-специфических 
последовательностей ДНК в репрезентативном образце семян истинной кукурузы линии GA21.

Примечание -  Cf используется для расчета содержания ГМО в процентах (по массе) из числа копий ДНК 
ГМО целевой и таксон-специфической последовательностей. Cf может быть измерен как отношение числа копий 
для целевой последовательности и таксон-специфической последовательности из соответствующего эталонного 
материала.

Ограничения см. в С.8.8.

С.8.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.8.2.1 Общие положения
Метод оптимизирован для приборов СОП ABI PRISM® 7700 ПЦР в реальном времени 63) с использо­

ванием плазмиды pMul5 в качестве эталонного материала [33]. Плазмида pMul5 включает, в частности, 
ПЦР-продукгы, амплифицированные из систем ПЦР для специфической амплификации таксон- 
специфической последовательности из кукурузы (zSSIIb), последовательности ЗбЭ-промотора вируса 
мозаики цветной капусты (p35S), терминаторной последовательности нопалин-синтазы (tNOS) и после­
довательности, специфической для конструкций MON 810, Event176, Bt11, GA21 и Т25.

Примечание -  Плазмида использовалась в качестве калибровочного материала для определения содер­
жания ГМО, рассчитанного из относительного числа копий ГМ-специфической и таксон-специфической последо­
вательностей ДНК.

Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 
испытаний с использованием эталонных материалов и неизвестных образцов высушенной муки 
семян кукурузы, содержащих смеси зерен линии GA21 и обычной кукурузы [34].

Число копий таксон-специфической последовательности (zSSIIb) в расчете на геном оценивалось 
для 20 представительных разновидностей кукурузы.

Метод был опубликован в японском и корейском национальных стандартах [35], [36], [37], [38].

ез) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.8.2.2 Межлабораторные испытания
Всего 12 неизвестных образцов кукурузы, содержащих от 0 % до 10 % (по массе) высушенной куку­

рузной муки, полученной из кукурузы линии GA21, были проанализированы пятнадцатью участниками.
Примечание 1 -  Для определения значений Cf и приготовления неизвестных образцов для межлабораторных 

испытаний были использованы семена образца линии GA21, гетерозиготной по ГМ-вставке. Для валидации были 
приготовлены неизвестные образцы смесей кукурузной муки, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % и 10 % 
(по массе) сухой кукурузной муки, полученной из этой линии. Гомогенность образцов на каждом уровне была 
протестирована с использованием количественного метода в соответствии с протоколом АОАС [34], [39].

Валидация метода для кукурузы линии GA21 была проведена путем межлабораторных испытаний 
в соответствии с протоколом АОАС [39]. Межлабораторные испытания были организованы Нацио­
нальным институтом исследования пищевых продуктов (NFRI, Tsukuba, Япония) совместно с Центром 
маркировки качества пищевых продуктов и услуг потребителям (Saitama, Япония) и Национальным 
институтом здравоохранения (National Institute of Health Sciences, Япония). Пятнадцать лабораторий, 
включая участников из Японии, Корейской Республики и Соединенных Штатов, проводили это совме­
стное испытание с использованием СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)64) в две отдельные 
стадии. От всех участников требовалось следовать процедурам экстракции ДНК и количественной ПЦР.

Цель первой стадии -  определение Cf для GA21. Все участники получили набор праймеров, зондов, 
эталонный материал и ДНК, экстрагированную из семян кукурузы линии GA21, которые были приго­
товлены из Qiagen DNeasy Plant Maxi kit 6 * и чья пригодность была протестирована NFRI перед 
исследованием. Эти образцы ДНК использовались для измерения числа копий конструкции, специ­
фической для GA21 и таксон-специфической последовательности zSSIIb ДНК-кукурузы. Все измерения 
на этой стадии были повторены три раза. От участников было получено всего 90 комплектов данных.

Корреляции калибровочных кривых, для которых были представлены данные от всех участников, 
были приемлемыми (г > 0,990). В соответствии с протоколом АОАС [39] лаборатории, чьи данные 
были признаны выбросами, должны быть удалены как имеющие экстремальные значения (тест 
Кохрана, р < 0,025) и как имеющие экстремальный средний уровень (тест Граббса, р < 0,025). Ни 
одного выброса не наблюдалось ни в одном из тестов, как это показано в таблице С.40.

Таблица С.40 -  Итоговые результаты Cf для GA21

Целевая последовательность Последовательность специфической конструкции 
GA21

Количество участвовавших лабораторий, шт. 15
Число выбросов по тесту Кохрана 0
Число выбросов по тесту Граббса 0
Количество оставшихся лабораторий, шт. 15
C fa 1,40 ±0,05

а Выражено как средняя ± доверительный интервал (а = 0,05).

Значение Cf может быть повторно определено исследователями с использованием подходящих 
эталонных материалов кукурузы линии GA21.

На второй стадии были проведены «слепые» испытания. Неизвестные образцы кукурузной муки 
были приготовлены как шесть пар «слепых» дубликатов, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 
5 % и 10 % (по массе) высушенной муки ГМ-кукурузы линии GA21 в смеси с обычной кукурузной мукой. 
Образец, содержащий 0 % кукурузы линии GA21, был использован как «холостой» образец, чтобы исклю­
чить некомпетентные лаборатории перед статистическим анализом. Участники были проинструктиро­
ваны экстрагировать ДНК из образцов с использованием набора Qiagen. Данные, представленные 
лабораториями, оставшимися в испытаниях после тестов на выбросы, были использованы для расче­
та среднего значения и доверительного интервала (а = 0,05). Средние значения были определены как 
Cf для расчета количества ГМО в процентах в ходе «слепого» испытания. Среднее значение Cf для 
количественного определения последовательности специфической конструкции GA21 равно 1,40.

64) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Четырнадцать лабораторий, участвовавших во второй стадии, проанализировали 168 образцов 
путем амплификации zSSIIb и последовательности специфической конструкции GA21. Лаборатории, 
которые не смогли определить «холостые» образцы с содержанием 0 % кукурузы линии GA21, были 
расценены как некомпетентные, и все их данные были исключены еще до тестов на выбросы. Во всех 
экспериментах корреляции калибровочных кривых были приемлемыми (г > 0,990). Лаборатории, пока­
завшие экстремальные отклонения и экстремальные средние значения данных (выбросы по тесту 
Кохрана [40] и выбросы по тесту Граббса [41] соответственно) в парах «слепых» дубликатов с разными 
уровнями GA21 были исключены из испытания еще перед статистическим анализом достоверности и 
точности.

В полученных данных было обнаружено два выброса по тесту Кохрана. Рассчитанное среднее 
значение, отклонение, относительное стандартное отклонение повторяемости в процентах и относи­
тельное стандартное отклонение воспроизводимости в процентах для каждого уровня ГМО в смеси 
приведены в таблице С.41 [34].

Примечание 2 -  Участники совместных испытаний не рассчитывали окончательные результаты с использо­
ванием значения Cf, определенного в ходе первого совместного испытания. Число копий для каждой целевой 
последовательности, полученное при определении значения Cf и проведении «слепых» испытаний, было передано 
в NFRI, и величины содержания ГМО в процентах в «слепых» исследуемых образцах были преобразованы в 
окончательные результаты с использованием значений Cf.

Таблица С.41 -  Данные валидации для количественного определения последовательности 
специфической конструкции кукурузы GA21

Доля ГМ-кукур'/зы линии GA21 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Количество участвовавших лабораторий, шт. 14 14 14 14 14
Количество исключенных лабораторий, шт. 1 1 1 1 1
Число выбросов по тесту Кохрана 1 0 0 1 0
Число выбросов по тесту Граббса 0 0 0 0 0
Количество лабораторий, оставшихся после исклю- 
чен-ия, шт.

12 13 13 12 13

Среднее значение содержания ГМО, % 0,1 0,5 1,2 5,8 11,5
Отклонение от истинного значения, % -5,4 +7,7 +20,2 +16,6 +15,0
Стандартное отклонение повторяемости sr а 0,019 0,068 0,148 0,476 0,907
Предел повторяемости г а (г = 2,8 sr) 0,054 0,189 0,414 1,332 2,539
Относительное стандартное отклонение повторяе­
мости, % ь

20,5 12,6 12,3 8,2 7,9

Стандартное отклонение воспроизводимости Sr а 0,019 0,117 0,224 0,927 1,565
Предел воспроизводимости R а (R = 2,8 *  sR) 0,055 0,329 0,627 2,597 4,382
Относительное стандартное отклонение воспроиз­
водимости, % ь

20,6 21,8 18,6 15,9 13,6

Ниже 20 копий с (абсолютный предел обнаружения 
этого метода)

4/24 0/26 0/26 0/24 0/26

а Выражается в процентах ГМО. 
ь Выражается как процент от среднего значения.
с Ниже 20 копий выражается как отношение числа оставшихся данных ниже 20 копий к суммарному числу ос­

тавшихся данных.

С.8.2.3 Молекулярная специфичность 
С.8.2.3.1 Общие положения
Метод описан в [33]. Информация о генетической конструкции, встроенной в геном кукурузы, 

указана в [33] и [46]. Праймеры и зонды TaqMan® 65) для разработки этого метода были сконструиро­
ваны с помощью информации, указанной в [46].

65) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Если ДНК-конструкция, встроенная в GA21, используется в других ГМ-событиях, может быть 
получен ложноположительный результат, поскольку амплифицируемая последовательность проис­
ходит из этой конструкции.

С.8.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных DDBJ 66) 

(3 декабря 1999 г.), и результаты по оценке безопасности были опубликованы Министерством здраво­
охранения, труда и социального обеспечения Японии и Министерством сельского хозяйства, лесного 
хозяйства и рыболовства Японии с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве 
запросных последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 65). Результат поиска подтвер­
жден полной идентичностью только с ожидаемой целевой последовательностью.

С.8.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Амплификация с праймерами и зондами, приводящая к получению ожидаемых ПЦР-продукгов 

при исследовании образцов высушенной кукурузной муки, содержащей от 0 % до 10 % (по массе) 
ГМ-кукурузы линии GA21, которые были приготовлены для этого метода NFRI [33], [34].

Для испытаний были использованы образцы зерен кукурузы, кукурузной крупы, кукурузной муки 
грубого и тонкого помола.

Проведенные перед межлабораторными испытаниями тесты на специфичность показали отсут­
ствие перекрестной реактивности детекторной системы со следующими нецелевыми видами/образ- 
цами: рисом (Oryza sativa), пшеницей (Triticum aestivum) и ячменем (Hordeum vulgare). Не наблюдали 
перекрестной реактивности с ГМ-соей линии GTS 40-3-2 и со следующими линиями ГМ-кукурузы: 
MON 810, Event176, Bt11 и Т25.

С.8.2.4 Оптимизация
Оптимизация реактивов проводилась с помощью СОП ABI PRISM 7700® с использованием 

TaqMan®chemistry °5) [43].
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

(Applied Biosystems).

C.8.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOD, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,1 % кукурузы линии 

GA21.

С.8.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOQ в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOQ, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,1 % кукурузы линии 

GA21.

С.8.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.8.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности специфической конструкции кукурузы линии GA21 размером 133 п. о. 

был амплифицирован с помощью ПЦР-пары праймеров, специфических для GA21. ПЦР-продукты 
измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью олигонуклеотидного зонда, 
специфического для конструкции GA21, помеченного двумя флуоресцентными красителями: FAM в 
качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся 
TaqMan® chemistry67).

66) DDBJ: DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/searches-e.html).
67) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 

пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Фрагмент последовательности таксон-специфической последовательности zSSIIb размером 151 п. о. 
был амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух 
праймеров, специфических для zSSIIb, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с 
применением зонда, специфического для zSSIIb, производства TaqMan®67).

Для количественного определения числа копий в экстрагированной ДНК из экстрактов ДНК неиз­
вестного исследуемого образца был использован метод калибровочной кривой. Отдельные калибро­
вочные кривые с каждой системой «праймер -  зонд» генерировались в ходе одного и того же прогона 
аналитической амплификации. Калибровочные кривые строились из пяти концентраций, включая 20, 
125, 1 500, 20 000, 250 000 копий ДНК-плазмиды pMul5. В каждой из пяти калибровочных точек прово­
дились трехкратные измерения. Тройные реакции с использованием соответствующих разбавлений 
ДНК, экстрагированной из неизвестного образца, проводились на СОП ABI PRISM® 7700 в том же 
самом аналитическом прогоне.

Г рафик зависимости значений Ct, определенных для калибровочных точек в специфической для 
zSSIIb или целевой последовательности конструкции GA21 соответственно, от логарифма числа 
копий ДНК-плазмиды pMul5 [33] использовали для построения калибровочной кривой. Число копий, 
определенное для ДНК исследуемого образца, определяется путем интерполяции по стандартным 
кривым. Для определения количества GA21 в исследуемом образце число копий конструкции GA21 
делится на число копий гена zSSIIb и значение Of, специфическую конструкцию Bt11, умноженную на 
100 для получения процентов, как описано в С.8.9.

С.8.5 Реактивы
С.8.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.8.5.2 Вода
С.8.5.3 TaqMan® Universal Master Mix 67> двукратный
C.8.5.4 Эталонный материал (плазмида)
Эталонным материалом, использовавшимся для разработки и валидации метода, служила плаз­

мида pMul5 [33], которая включена в набор плазмид для обнаружения ГМ-кукурузы (Fasmac № РМ-2 и 
Nippon Gene № 319-04981) [33 ]67). Могут быть использованы и другие эталонные материалы, обеспе­
чивающие достижение таких же или лучших результатов.

С.8.5.5 Олигонуклеотиды
Последовательности праймеров и зондов для специфической конструкции линии GA21 и таксон- 

специфических генов кукурузы приведены в таблице С.42.

Таблица С.42 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность таксон-специфического гена
SSIIb 1-5' 5'-СТС ССА АТС СТТ TgA CAT СТд С-3' 500 нмоль/л
SSIIb 1-3' 5'-ТСд ATT ТСТ СТС ТТд дТд АСА дд-3' 500 нмоль/л
SS//b-Taq 5-FAM-AgC AAA дТС АдАдСд СТд СААТдС A-TAMRA-3'а 200 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
GA21 3-5' 5'-дАА дСС ТСд дСА АСд ТСА-3' 500 нмоль/л
GA21 3-3' 5'-АТС Сдд ТТд дАА АдС дАС ТТ-3' 500 нмоль/л
GA21-2-Taq б'-FAM-AAg дАТ ССд дТд CAT ддС Cg-TAMRA-З 'а 200 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер ПЦР-продукта SSIIb составляет 151 п. о.; размер ПЦР-продукта GA21 составляет 133 п. о. 

С.8.6 Аппаратура 
С.8.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.
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С.8.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль первоначально был протестирован при прове­

дении межлабораторных испытаний с прибором СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)68). Могут 
использоваться другие системы ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

С.8.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems) 61) соответственно. Могут быть использованы и другие реакционные 
пробирки, обеспечивающие достижение таких же или лучших результатов.

С.8.7 Порядок проведения ПЦР
С.8.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности таксон-специфического гена zSSIIb и для специфической 

целевой последовательности линии GA21 должна проводиться в отдельных пробирках. Мульти­
плексная ПЦР (с использованием различных флуоресцентных меток для зондов) не была протести­
рована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С.43 для zSSIIb и С.44 для GA21.

Таблица С.43 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации целевой
таксон-специфической последовательности zSSIIb (на одну реакционную пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкл
Реакционный буфер (включая 
ДНК-полимеразу и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal 
Master Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры zSS//61-5' и zSSIIb 1-3' (см. таблицу C.42) См. таблицу C.42
Зонд zSSIIb-Taq (см. таблицу C.42) См. таблицу C.42

Таблица С.44 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации специфической 
последовательности GA21 (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкл
Реакционный буфер (включая 
ДНК-полимеразу и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal 
Master Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры GA21 2-5' and GA21 2-3' (см. таблицу C.42) См. таблицу C.42
Зонд GA21-2-Taq (см. таблицу C.42) См. таблицу C.42

С.8.7.2 Контроль ПЦР
Каждая серия испытаний должна включать все виды контроля в соответствии с ISO 24276.
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля/эталонного калибровочного материала доступны по крайней 

мере две альтернативы, а именно:
a) высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из зерен кукурузы, может быть 

использована, если количество ДНК известно на основе расчета числа копий целевой последова­
тельности, исходя из размера генома кукурузы линии GA21;

b) плазмида, содержащая целевую (ые) последовательность (и), может быть добавлена в различных
концентрациях с известным числом копий. Такая плазмида доступна в наборе GM Maize Detection 
Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 310-04981) [33].

С целью обеспечения качества контроля предпочтительно не использовать один и тот же мате­
риал в качестве положительного контроля и эталонного калибровочного материала.

68) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.8.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С.45, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems). В валидационном исследовании она использовалась 
совместно с универсальной смесью для ПЦР TaqMan® Universal Master Mix. Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации, зависит от особенностей используемой смеси Master Mix.

Таблица С.45 -  Условия реакции

Время, с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (40 циклов)
Стадия 1 Денатурация 30 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 60

С.8.8 Ограничения и оценка результатов
Если иная ГМ-кукуруза, чем кукуруза линии GA21, содержит ту же самую специфическую конст­

рукцию последовательности ДНК, метод пригоден только для количественного определения ДНК- 
кукурузы линии GA21 при отсутствиие иных ГМО, чем кукуруза линии GA21.

Приведенный метод пригоден только для определения соотношения последовательности специ­
фической конструкции линии GA21 и таксон-специфической последовательности zSSIIb кукурузы. Это 
соотношение отражает количество GA21 в исследуемом образце кукурузы. Метод валидирован только 
для зерен кукурузы.

Межлабораторные испытания являются ценным источником данных для обеспечения оценки 
погрешности измерений. Также необходимо учитывать другие источники погрешностей, которые не 
охватываются межлабораторными испытаниями, например отбор проб и другие, в соответствии с 
международными требованиями [44], [45].

С.8.9 Калибровка и расчет результатов
Специалистом должно быть определено пороговое значение для определения порогового цикла (Q).
Пример процедуры после ПЦР-анализа можно найти в руководстве по эталонным материалам 

ГМ-кукурузы (GM Maize Detection Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 319-04981) 69). Cm . 
также [33].

Cf для количественного определения конструкции, специфической для линии GA21 и референсной 
плазмиды, использовавшихся в межлабораторных испытаниях, равен 1,40. Расчет количества ГМ-куку- 
рузы в матриксе образца w, %, производится по формуле

NGM 100
W  =  СзМ X ----------,

NTX Cf

где A/Gm ~ число копий ГМ-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого образца;
Л/Тх ~ число копий таксон-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого 

образца.

С.9 Метод специфической конструкции для количественного определения содержания 
ДНК-кукурузы линии Т25 с использованием ПЦР в реальном времени

С.9.1 Введение
В настоящем приложении описан метод обнаружения и количественного определения таксон- 

специфического гена кукурузы (ген синтазы крахмала кукурузы, lib: zSSIIb) и специфического участка 
ДНК-конструкции -  места соединения между последовательностью промотора вируса мозаики цветной 
капусты и синтетическим геном фосфинотрицинацетилтрансферазы (pat), происходящего из Strepto- 
myces viridochromogenes и присутствующего в ГМ-кукурузе линии Т25, на основе ПЦР в реальном 
времени с использованием плазмиды в качестве эталонного материала для определения относи­
тельного количества Т25 с применением Cf, представляющего собой отношение числа копий специ-
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фической конструкции и таксон-специфических последовательностей ДНК в репрезентативном образце 
семян истинной кукурузы линии Т25.

Примечание -  Cf используется для расчета содержания ГМО в процентах (по массе) из числа копий ДНК 
ГМО целевой и таксон-специфической последовательностей. Cf может быть измерен как отношение числа копий 
для целевой последовательности и таксон-специфической последовательности из соответствующего эталонного 
материала.

Ограничения см. в С.9.8.

С.9.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
С.9.2.1 Общие положения
Метод оптимизирован для приборов СОП ABI PRISM® 7700 ПЦР в реальном времени 69) с исполь­

зованием плазмиды pMul5 в качестве эталонного материала [33]. Плазмида pMul5 включает, в част­
ности, ПЦР-продукты, амплифицированные из систем ПЦР для специфической амплификации 
таксон-специфической последовательности из кукурузы (zSSIIb), последовательности 358-промотора 
вируса мозаики цветной капусты (p35S), терминаторной последовательности нопалин-синтазы (tNOS) 
и последовательности, специфической для конструкций MON 810, Event176, Bt11, GA21 и Т25.

Примечание -  Плазмида использовалась в качестве калибровочного материала для определения содер­
жания ГМО, рассчитанного из относительного числа копий ГМ-специфической и таксон-специфической последо­
вательностей ДНК.

Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных 
испытаний с использованием эталонных материалов и неизвестных образцов высушенной муки 
семян кукурузы, содержавших смеси зерен линии Т25 и обычной кукурузы [34].

Число копий таксон-специфической последовательности (zSSIIb) в расчете на геном оценивалось 
для 20 представительных разновидностей кукурузы.

Метод был опубликован в японском и корейском национальных стандартах [35], [36], [37], [38].

С.9.2.2 Межлабораторные испытания
Всего 12 неизвестных образцов кукурузы, содержащих от 0 % до 10 % (по массе) высушенной 

кукурузной муки, полученной из кукурузы линии Т25, были проанализированы пятнадцатью участниками.
Примечание 1 -  Для определения значений Cf и приготовления неизвестных образцов для межлабораторных 

испытаний были использованы семена образца линии Т25, гетерозиготной по ГМ-вставке. Для валидации были 
приготовлены неизвестные образцы смесей кукурузной муки, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % и 10 % 
(по массе) сухой кукурузной муки, полученной из этой линии. Гомогенность образцов на каждом уровне была 
протестирована с использованием количественного метода в соответствии с протоколом АОАС [34], [39].

Валидация метода для кукурузы линии Т25 была проведена путем межлабораторных испытаний 
в соответствии с протоколом АОАС [39]. Межлабораторные испытания были организованы Нацио­
нальным институтом исследования пищевых продуктов (NFRI, Tsukuba, Япония) совместно с Центром 
маркировки качества пищевых продуктов и услуг потребителям (Saitama, Япония) и Национальным 
институтом здравоохранения (National Institute of Health Sciences, Япония). Пятнадцать лабораторий, 
включая участников из Японии, Корейской Республики и Соединенных Штатов, проводили это совме­
стное испытание с использованием СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)69) в две отдельные 
стадии. От всех участников требовалось следовать процедурам экстракции ДНК и количественной ПЦР.

Цель первой стадии -  определение Cf для Т25. Все участники получили набор праймеров, зондов, 
эталонный материал и ДНК, экстрагированную из семян кукурузы линии Т25, которые были приготов­
лены из Qiagen DNeasy Plant Maxi k it7o) и чья пригодность была протестирована NFRI перед исследо­
ванием. Эти образцы ДНК использовались для измерения числа копий конструкции, специфической 
для Т25 и таксон-специфической последовательности zSSIIb ДНК-кукурузы. Все измерения на этой 
стадии были повторены три раза. От участников было получено всего 90 комплектов данных. Корре­
ляции калибровочных кривых, для которых были представлены данные от всех участников, были

69) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

70) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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приемлемыми (г > 0,990). В соответствии с протоколом АОАС [39] лаборатории, чьи данные были 
признаны выбросами, должны быть удалены как имеющие экстремальные значения (тест Кохрана, 
р < 0,025) и как имеющие экстремальный средний уровень (тест Граббса, р < 0,025). Ни одного 
выброса не наблюдалось ни в одном из тестов, как это показано в таблице С.46.

Таблица С.46 -  Итоговые результаты Cf для Т25

Целевая последовательность Последовательность специфической конструкции Т25
Количество участвовавших лабораторий, шт. 15
Число выбросов по тесту Кохрана 0
Число выбросов по тесту Граббса 0
Количество оставшихся лабораторий, шт. 15
C fa 0,34 ± 0,01

а Выражено как средняя ± доверительный интервал (а = 0,05).

Значение Cf может быть повторно определено исследователями с использованием подходящих 
эталонных материалов кукурузы линии Т25.

На второй стадии были проведены «слепые» испытания. Неизвестные образцы кукурузной муки 
были приготовлены как шесть пар «слепых» дубликатов, которые содержали 0 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 
5 % и 10 % (по массе) высушенной муки ГМ-кукурузы линии Т25 в смеси с обычной кукурузной мукой. 
Образец, содержащий 0 % кукурузы линии Т25, был использован как «холостой» образец, чтобы ис­
ключить некомпетентные лаборатории перед статистическим анализом. Участники были проинструк­
тированы экстрагировать ДНК из образцов с использованием набора Qiagen. Данные, представлен­
ные лабораториями, оставшимися в испытаниях после тестов на выбросы, были использованы для 
расчета среднего значения и доверительного интервала (а = 0,05). Средние значения были опреде­
лены как Cf для расчета количества ГМО в процентах в ходе «слепого» испытания. Среднее значение 
Cf для количественного определения последовательности специфической конструкции Т25 равно 0,34.

Четырнадцать лабораторий, участвовавших во второй стадии, проанализировали 168 образцов 
путем амплификации zSSIIb и последовательности специфической конструкции Т25. Лаборатории, 
которые не смогли определить «холостые» образцы с содержанием 0 % кукурузы линии Т25, были 
расценены как некомпетентные, и все их данные были исключены еще до тестов на выбросы. Во всех 
экспериментах корреляции калибровочных кривых были приемлемыми (г > 0,990). Лаборатории, пока­
завшие экстремальные отклонения и экстремальные средние значения данных (выбросы по тесту 
Кохрана [40] и выбросы по тесту Граббса [41] соответственно) в парах «слепых» дубликатов с разными 
уровнями Т25, были исключены из испытания еще перед статистическим анализом достоверности и 
точности. В полученных данных было обнаружено два выброса по тесту Кохрана. Рассчитанное 
среднее значение, отклонение, относительное стандартное отклонение повторяемости в процентах и 
относительное стандартное отклонение воспроизводимости в процентах для каждого уровня ГМО в 
смеси приведены в таблице С.47.

Примечание 2 -  Участники совместных испытаний не рассчитывали окончательные результаты с использо­
ванием значения Cf, определенного в ходе первого совместного испытания. Число копий для каждой целевой 
последовательности, полученное при определении значения Cf и проведении «слепых» испытаний, было пере­
дано в NFRI, и величины содержания ГМО в процентах в «слепых» исследуемых образцах были преобразованы 
в окончательные результаты с использованием значений Cf.
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Таблица С.47 -  Данные валидации для количественного определения последовательности 
специфической конструкции кукурузы Т25

Доля ГМ-кукурузы линии Т25 в смеси, %
0,1 0,5 1 5 10

Количество участвовавших лабораторий, шт. 14 14 14 14 14
Количество исключенных лабораторий, шт. 0 0 0 0 0
Число выбросов по тесту Кохрана 2 0 1 0 0
Число выбросов по тесту Граббса 1 0 0 0 0
Количество лабораторий, оставшихся после ис­
ключения, шт.

11 14 13 14 14

Среднее значение содержания ГМО, % 0,1 0,6 1,2 5,6 10,8
Отклонение от истинного значения +38,6 +15,3 +20,0 +11,6 +8,1
Стандартное отклонение повторяемости sr а 0,033 0,162 0,082 0,690 1,439
Предел повторяемости г а (г = 2,8 sr) 0,092 0,455 0,228 1,932 4,030
Относительное стандартное отклонение повто­
ряемости, % ь

23,7 28,2 6,8 12,4 13,3

Стандартное отклонение воспроизводимости Sr а 0,037 0,162 0,138 0,827 1,591
Предел воспроизводимости R a(R = 2,8 х sR) 0,103 0,455 0,386 2,317 4,456
Относительное стандартное отклонение воспро­
изводимости, % ь

26,5 28,2 11,5 14,8 14,7

Ниже 20 копий с (абсолютный предел обнаруже­
ния этого метода)

22/22 1/28 0/26 0/28 0/28

а Выражается в процентах ГМО. 
ь Выражается как процент от среднего значения.
с Ниже 20 копий выражается как отношение числа оставшихся данных ниже 20 копий к суммарному числу ос­

тавшихся данных.

С.9.2.3 Молекулярная специфичность
С.9.2.3.1 Общие положения
Метод описан в [33]. Информация о генетической конструкции, встроенной в геном кукурузы, 

указана в [33] и [46]. Праймеры и зонды TaqMan® 71) для разработки этого метода были сконструиро­
ваны с помощью информации, указанной в [46].

Если ДНК-конструкция, встроенная в Т25, используется в других ГМ-событиях, может быть получен 
ложноположительный результат, поскольку амплифицируемая последовательность происходит из 
этой конструкции.

С.9.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных 71) 

DDBJ 72) (3 декабря 1999 г.), и результаты по оценке безопасности были опубликованы Министерством 
здравоохранения, труда и социального обеспечения Японии и Министерством сельского хозяйства, 
лесного хозяйства и рыболовства Японии с использованием нуклеотидных последовательностей в 
качестве запросных последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 71). Результат поиска 
подтвержден полной идентичностью только с ожидаемой целевой последовательностью.

С.9.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Амплификация с праймерами и зондами, приводящая к получению ожидаемых ПЦР-продукгов 

при исследовании образцов высушенной кукурузной муки, содержащей от 0 % до 10 % (по массе) 
ГМ-кукурузы линии Т25, которые были приготовлены для этого метода NFRI [33], [34].

Для испытаний были использованы образцы зерен кукурузы, кукурузной крупы, кукурузной муки 
грубого и тонкого помола.

71) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

72) DDBJ: DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/searches-e.html).
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Проведенные перед межлабораторными испытаниями тесты на специфичность показали отсут­
ствие перекрестной реактивности детекторной системы со следующими нецелевыми видами/образ- 
цами: рисом (Oryza sativa), пшеницей (Triticum aestivum) и ячменем (Hordeum vulgare). Не наблюдали 
перекрестной реактивности с ГМ-соей линии GTS 40-3-2 и со следующими линиями ГМ-кукурузы: 
MON 810, Event176, Bt11 и GA21.

С.9.2.4 Оптимизация
Оптимизация реактивов проводилась с помощью СОП ABI PRISM 7700® 73) с использованием 

TaqMan®chemistry 3) [43].
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

(Applied Biosystems)73).

C.9.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOD, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,5 % кукурузы линии

Т25.

С.9.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOQ в соответствии с указаниями разработчика метода -  20 копий плазмид эталон­

ного материала [33].
Относительный LOQ, валидированный в ходе межлабораторных испытаний, -  0,5 % кукурузы линии

Т25.

С.9.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

С.9.4 Принцип метода
Фрагмент последовательности специфической конструкции кукурузы линии Т25 размером 149 п. о. 

был амплифицирован с помощью ПЦР-пары праймеров, специфических для Т25. ПЦР-продукты 
измерялись в ходе каждого цикла ПЦР (в реальном времени) с помощью олигонуклеотидного зонда, 
специфического для конструкции Т25, помеченного двумя флуоресцентными красителями: FAM в 
качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся 
TaqMan® chemistry73).

Фрагмент последовательности таксон-специфической последовательности zSSIIb размером 151 п. о. 
был амплифицирован с помощью ПЦР в отдельной ПЦР в реальном времени с использованием двух 
праймеров, специфических для zSSIIb, и продукты ПЦР измерялись в течение каждого цикла ПЦР с 
применением зонда, специфического для zSSIIb, производства TaqMan®73).

Для количественного определения числа копий в экстрагированной ДНК из экстрактов ДНК неиз­
вестного исследуемого образца был использован метод калибровочной кривой. Отдельные калибро­
вочные кривые с каждой системой «праймер -  зонд» генерировались в ходе одного и того же прогона 
аналитической амплификации. Калибровочные кривые строились из пяти концентраций, включая 20, 
125, 1 500, 20 000, 250 000 копий ДНК-плазмиды pMul5. В каждой из пяти калибровочных точек прово­
дились трехкратные измерения. Тройные реакции с использованием соответствующих разбавлений 
ДНК, экстрагированной из неизвестного образца, проводились на СОП ABI PRISM® 7700 74) в том же 
самом аналитическом прогоне.

Г рафик зависимости значений Ct, определенных для калибровочных точек в специфической для 
zSSIIb или целевой последовательности конструкции Т25 соответственно, от логарифма числа копий 
ДНК-плазмиды pMul5 использовали для построения калибровочной кривой. См. также [33]. Число копий, 
определенное для ДНК исследуемого образца, определяется путем интерполяции по стандартным

73) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

74) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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кривым. Для определения количества Т25 в исследуемом образце число копий конструкции Т25 
делится на число копий гена zSSIIb и значение Of, специфическую конструкцию Т25, умноженную на 
100 для получения процентов, как описано в С.9.9.

С.9.5 Реактивы
С.9.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

С.9.5.2 Вода
С.9.5.3 TaqMan® Universal Master Mix74) двукратный
C.9.5.4 Эталонный материал (плазмида)
Эталонным материалом, использовавшимся для разработки и валидации метода, служила плаз­

мида pMul5, которая включена в набор плазмид для обнаружения ГМ-кукурузы (Fasmac № РМ-2 и 
Nippon Gene № 319-04981) 74). Могут быть использованы и другие эталонные материалы, обеспечи­
вающие достижение таких же или лучших результатов.

С.9.5.5 Олигонуклеотиды
Последовательности праймеров и зондов для специфической конструкции линии Т25 и таксон- 

специфических генов кукурузы приведены в таблице С.48.

Таблица С.48 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность таксон-специфического гена
SSIIb 1-5' 5'-СТС ССА АТС СТТ TgA CAT СТд С-3' 500 нмоль/л
SSIIb 1-3' 5'-ТСд ATT ТСТ СТС ТТд дТд АСА дд-3' 500 нмоль/л
SS//b-Taq б'-FAM-AgC AAA дТС АдА дСд СТд САА ТдС A-TAMRA-3'а 200 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
Т25 1-5' 5'-дСС АдТ ТАд дСС АдТ ТАС ССА-3' 500 нмоль/л
Т25 1-3' 5'-ТдА дСд AAA ССС TAT ААд ААС ССТ-3' 500 нмоль/л
T25-2-Taq б'-FAM-TgC Адд CAT дСС СдС TgA ААТ C-TAMRA-3' 200 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксис элуоресцеинТАМИА: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер ПЦР-продукта SSIIb составляет 151 п. о.; размер ПЦР-продукта Т25 составляет 149 п. о.

С.9.6 Аппаратура
С.9.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

С.9.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль первоначально был протестирован при прове­

дении межлабораторных испытаний с прибором СОП ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems)75). Могут 
использоваться другие системы ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

С.9.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере, 

например ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps (8 крышек/плоских 
полосок) (Applied Biosystems) 75) соответственно. Могут быть использованы и другие реакционные 
пробирки, обеспечивающие достижение таких же или лучших результатов.

75) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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С.9.7 Порядок проведения ПЦР
С.9.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности таксон-специфического гена zSSIIb и для специфической 

целевой последовательности линии Т25 должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная 
ПЦР (с использованием различных флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или 
валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список которых 
приведен в таблицах С.49 для zSSIIb и С.50 для Т25.

Таблица С.49 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации целевой
таксон-специфической последовательности zSSIIb (на одну реакционную пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкл
Реакционный буфер (включая 
ДНК-полимеразу и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal 
Master Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры zSS//61-5' и zSSIIb 1-3' (см. таблицу C.48) См. таблицу C.48
Зонд zSS//6-Taq (см. таблицу C.48) См. таблицу C.48

Таблица С.50 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации специфической 
последовательности Т25 (на одну реакционную пробирку)

Суммарный реакционный объем 25 мкл
ДНК-матрица (50 нг геномной ДНК-кукурузы) 2,5 мкл
Реакционный буфер (включая 
ДНК-полимеразу и дНТФ)

Универсальная смесь для ПЦР Universal 
Master Mix (ABI) TaqMan®

12,5 мкл

Праймеры T25 1-5' and T25 1-3' (см. таблицу C.48) См. таблицу C.48
Зонд T25-2-Taq (см. таблицу C.48) См. таблицу C.48

С.9.7.2 Контроль ПЦР
Каждая серия испытаний должна включать все виды контроля в соответствии с ISO 24276.
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля/эталонного калибровочного материала доступны по крайней 

мере две альтернативы, а именно:
a) высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из зерен кукурузы, может быть 

использована, если количество ДНК известно на основе расчета числа копий целевой последова­
тельности, исходя из размера генома кукурузы линии Т25;

b) плазмида, содержащая целевую (ые) последовательность (и), может быть добавлена в различных
концентрациях с известным числом копий. Такая плазмида доступна в наборе GM Maize Detection 
Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 310-04981) . См. также [33].

С целью обеспечения качества контроля предпочтительно не использовать один и тот же мате­
риал в качестве положительного контроля и эталонного калибровочного материала.

С.9.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице С.51, была оптимизирована для 

СОП ABI PRISM®76) 7700 (Applied Biosystems)76). В валидационном исследовании она использовалась 
совместно с универсальной смесью для ПЦР TaqMan® Universal Master Mix 76). Использование других 
термоциклеров может потребовать специальной адаптации. Время, необходимое для активации/ 
инициации денатурации, зависит от особенностей используемой смеси Master Mix.

76) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица С.51 -  Условия проведения реакции

Время, с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (40 циклов)
Стадия 1 Денатурация 30 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 59

С.9.8 Ограничения и оценка результатов
Если иная ГМ-кукуруза, чем кукуруза линии Т25, содержит ту же самую специфическую конструкцию 

последовательности ДНК, метод пригоден только для количественного определения ДНК-кукурузы 
линии Т25 при отсутствии иных ГМО, чем кукуруза линии Т25.

Приведенный метод пригоден только для определения соотношения последовательности специ­
фической конструкции линии Т25 и таксон-специфической последовательности zSSIIb кукурузы. Это 
соотношение отражает количество Т25 в исследуемом образце кукурузы. Метод валидирован только 
для зерен кукурузы.

Межлабораторные испытания являются ценным источником данных для обеспечения оценки 
погрешности измерений. Также необходимо учитывать другие источники погрешностей, которые не 
охватываются межлабораторными испытаниями, например отбор проб и другие в соответствии с 
международными требованиями [44], [45].

С.9.9 Калибровка и расчет результатов
Специалистом должно быть определено пороговое значение для определения порогового цикла (Ct).
Пример процедуры после ПЦР-анализа можно найти в руководстве по эталонным материалам 

ГМ-кукурузы (GM Maize Detection Plasmid Set (Fasmac № PS-2 и Nippon Gene № 319-04981) 76). 
См. также [33].

Cf для количественного определения конструкции, специфической для линии Т25 и референсной 
плазмиды, использовавшихся в межлабораторных испытаниях, равен 0,34. Расчет количества ГМ-куку- 
рузы в матриксе образца w, %, производится по формуле

NGM 100
W  =  X ----------,

А/тх Cf
где Л/См ~ число копий ГМ-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого образца;

Л/Тх ~ число копий таксон-специфической целевой последовательности ДНК исследуемого 
образца.
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Приложение D
(справочное)

Методы специфического события

D.1 Метод специфического события для абсолютного и относительного 
количественного определения содержания кукурузы линии Bt11 с использованием 
ПЦР в реальном времени

D.1.1 Введение
В настоящем приложении описан метод специфической амплификации и количественного опре­

деления ДНК ГМ-кукурузы (Zea mays) в пищевых продуктах. Метод обеспечивает получение концен­
трации в абсолютном числе копий и для расчета относительной концентрации ДНК Bt11 в пищевых 
продуктах должен быть скомбинирован с методом, специфическим для целевого таксона для кукурузы 
(см. А.1.). Описан также расчет относительных значений.

Ограничения см. в D.1.8.

D.1.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
D.1.2.1 Общие положения
Метод был оптимизирован для ДНК, экстрагированной из чистых размолотых зерен кукурузы 

линии Bt11, листьев кукурузы Bt11 и СЭМ высушенной муки (IRMM-412 77)) [10] из размолотых зерен 
кукурузы Bt11, состоящих из смеси ГМ-кукурузы Bt11 и обычной кукурузы.

Воспроизводимость описанных методов была проверена в ходе межлабораторных испытаний с 
использованием двенадцати неизвестных образцов (шести пар «слепых» дубликатов), состоящих из 
смеси 100 % ДНК-кукурузы Bt11 и ДНК дикого типа кукурузы с различным числом копий целевой 
последовательности.

Показано, что число копий целевой последовательности в расчете на гаплоидный геном состав­
ляет 1 [47].

Метод был первоначально опубликован [47] для LightCycler® thermal cyclers (Roche Diagnostics) и 
позже был модифицирован [15] с целью адаптации для СОП ABI PRISM® 7700/7900 перед валидацией 
путем межлабораторных испытаний. Модифицированный протокол представлен здесь.

D.1.2.2 Межлабораторные испытания
Метод был валидирован в ходе межлабораторных испытаний Европейской комиссией, Совместным 

исследовательским центром, Институтом здоровья и защиты потребителей (ИЗЗП) и Сообществом 
арбитражных лабораторий [16]. Межлабораторные испытания включали использование стандартной 
системы для гена aofftl, описанной в А.1.

Были использованы образцы, содержавшие дикий тип сладкой кукурузы и сладкую кукурузу Bt11, 
при разных концентрациях ДНК. Образцы ДНК не модифицированной генетически кукурузы и 100%-ной 
сладкой кукурузы Bt11 были получены от компании Syngenta. Использовавшийся метод экстракции 
ДНК был основан на лизирующем растворе Magnesil и магнитном разделении ДНК. Особеннности 
препаратов ДНК были следующими:

-  геномная ДНК дикого типа из листьев гибридной полевой кукурузы (Brasco);
-  геномная ДНК из зерен сладкой кукурузы Bt11 (GH0937).
Стандартная кривая, контрольный и неизвестный образцы были изготовлены ИЗЗП. Материал ку­

курузы, содержащий 2,5 % кукурузы Bt11, был использован для приготовления пяти образцов (S1 -  S5), 
содержащих известные концентрации целевой последовательности, специфической для кукурузы 
Bt11, со следующими абсолютными количествами копий S1: 2387; S2: 1183; S3: 592; S4: 148; S5: 49, 
которые были применены для построения калибровочной кривой для абсолютной количественной 
оценки числа копий Bt11 в неизвестных образцах. Для подробностей валидации с последовательно­
стью adM  см. также D1. Абсолютное число копий в известных образцах определяли путем деления 
массы ДНК образца (определенного флуорометрической количественной оценкой двухцепочечной

77) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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ДНК с помощью PicoGreen, Molecular Probes, кат. № Р-7589) на опубликованную величину 1C для 
кукурузного генома (2,725 пг) [14].

Двенадцать неизвестных образцов (шесть пар «слепых» дубликатов U1 -  U12) кукурузной ДНК, 
содержащих от 77 до 1541 копии кукурузы Bt11, были проанализированы участниками на двух ПЦР- 
пробирках. Число копий соответствовало содержанию Bt11 от 0,1 % до 2,0 %. Образцы были приго­
товлены путем смешивания ДНК 100%-ной кукурузы Bt11 с ДНК кукурузы дикого типа с различными 
соответствующими числами копий целевой последовательности. Кроме того, были использованы два 
отрицательных целевых контроля ДНК (дикого типа и кукурузы Bt176) и контроль на амплификационный 
реагент (вода, не содержащая нуклеиновых кислот).

Для эталонной кривой и контрольных образцов ПЦР в реальном времени была проведена трижды, 
а для неизвестных образцов -  четырежды.

Первоначально 14 лабораторий из девяти различных стран Евросоюза участвовали в межлабо­
раторных испытаниях. Использовалось оборудование СОП ABI PRISM® 7700/7900 и ABI PRISM® 7000. 
Результаты, полученные одной из лабораторий, были исключены из анализа данных вследствие того, 
что смесь Master Mix, приведенная в протоколе, в ходе анализа не использовалась. После этого 
выбросы были оценены с использованием теста Кохрана и тестов Граббса в соответствии с согласо­
ванным протоколом IUPAC [12].

Для относительного количественного определения в сочетании с кукурузной системой adM (см. А.1) 
система обнаружения, специфическая для Bt11, дала относительное стандартное отклонение вос­
производимости в диапазоне от 12,7 % до 33,5 % для относительного количественного определения 
(таблица D1). Подробности межлабораторных испытаний см. в таблице D.1.

Поскольку образцы U1 -  U12 представляли собой смеси той же самой ДНК, что и ДНК, использо­
вавшаяся для приготовления образцов S1 -  S5, результаты, полученные с этими образцами, не могут 
быть использованы для оценки истинности предложенного метода ПЦР в реальном времени.

Таблица D.1 -  Данные валидации специфического для кукурузы ВИ1 относительного количественного 
определения с ас№1 в качестве эталонного гена

Уровень смешивания
0,1 % 0,3 % 0,7 % 1,0 % 1,3% 2,0 %

Год проведения межлабораторных испытаний 2003 2003 2003 2003 2003 2003
Количество лабораторий, имевших возвратные 
результаты, шт.

13 13 13 13 13 13

Количество образцов на лабораторию, шт. 2 2 2 2 2 2
Количество исключенных лабораторий, шт. 2 2 1 3 1 3
Количество лабораторий, оставшихся после ис­
ключения, шт.

11 11 12 10 12 10

Количество принятых образцов, шт. 22 22 24 20 24 20
Ожидаемое значение, % 0,1 0,3 0,7 1,0 1,3 2,0
Среднее значение, % 0,1 0,3 0,7 1,0 1,2 1,8
Среднее линейное значение, % 0,1 0,3 0,7 1,0 1,2 1,9
Относительное стандартное отклонение воспро­
изводимости, %

33,5 19,0 24,4 12,7 27,0 18,4

Предел воспроизводимости R (R = 2,8 sR) 0,11 0,17 0,48 0,36 0,92 0,95

D.1.2.3 Молекулярная специфичность
D.1.2.3.1 Общие положения
Метод был разработан для использования в качестве целевой последовательности, описанной, 

например, в EMBL/GenBank/DDBJ 78), регистрационный номер AY 123624 [47]. Эта последователь­
ность состоит из части генома Zea mays (кукурузы) и части встроенной генетической конструкции, ин­
тегрированной в ГМ-кукурузу Bt11.

78) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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D.1.2.3.2 Теоретическая специфичность
Теоретическая специфичность праймеров и зондов оценена путем поиска в базах данных 

GenBank/EMBL/DDBJ 78) с использованием нуклеотидных последовательностей в качестве запросных 
последовательностей с помощью программы BLASTN 2.2.3 на http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ 
[9 октября 2003]. Результат поиска подтвержден полной идентичностью только с ожидаемыми целе­
выми последовательностями. Представленный праймер и зонд TaqMan® 78) на 100 % совпадают с 
внутренней частью плазмиды pUC18 (регистрационный номер L08752) и, следовательно, отыщут 
много синтетических последовательностей ДНК.

Обратный праймер перекрывает З'-граничный район соединения Bt11, т. е. соединение между 
встроенной (последовательность, происходящая из pUC18) и хозяйской геномной ДНК (высокая 
гомология последовательности с номером доступа AF030935, специфичная для кукурузы размером 
180 п.о.). Этот праймер отыскивает только цель с номером доступа AY123624 [47] со 100%-ным совпа­
дением и четыре мышиных и человеческих клона с 17 совпадениями нуклеотидов из 20 нуклеотидов.

D.1.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Специфичность была протестирована против ДНК, экстрагированной из других доступных СЭМ 

ГМ-растений (серий IRMM-410R [соя GTS 40-3-2], IRMM-411 [кукуруза Bt176] и IRMM-413 [кукуруза 
Моп810])78) и против чистой ДНК клонируемого вектора pUC18 в концентрациях до 1 х Ю9. Ни один из 
СЭМ не дал детектируемой амплификации, и ДНК pUC18 не была детектируемой при ПЦР с менее 
чем 1 х 109 копий кодирующей ДНК [47].

Целевая последовательность является единственной копией последовательности в гаплоидном 
геноме Bt11.

D.1.2.4 Оптимизация
Метод был первоначально описан для LightCycler® и TaqMan®chemistry78), адаптирован и оптими­

зирован для СОП ABI PRISM® 7700/7900 еще до проведения валидации в межлабораторных испыта­
ниях [15]. Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения OLIGO- 
Applet software (TIB-MOLBIOL, Germany)78).

D. 1.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD в соответствии с указаниями разработчика метода -  10 копий целевой после­

довательности [47].
Наименьшее число копий целевой последовательности, вошедшее в межлабораторные испытания, 

было 77.
Наименьшая относительная концентрация целевой последовательности, включенная в межлабо­

раторные испытания, составила 0,1 %.

D.1.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOQ в соответствии с указаниями разработчика метода -  между 40 и 100 копиями 

целевой последовательности [47].
Наименьшее число копий целевой последовательности, вошедшее в межлабораторные испытания, 

было 77.
Наименьшая относительная концентрация целевой последовательности, включенная в межлабо­

раторные испытания, составила 0,1 %.

D.1.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

D.1.4 Принцип метода
Фрагмент размером 70 п. о. последовательности, специфической для события кукурузы Bt11, 

З'-граничный район соединения, был амплифицирован с помощью ПЦР с использованием пары спе­
цифических праймеров: прямого целевого праймера- последовательности из плазмиды pUC18 
(внутренней по отношению к вставленной последовательности ДНК) и обратного целевого праймера -  
З'-граничного района соединения (11 нуклеотидов из последовательности плазмиды pUC18 и 9 нук­
леотидов из кукурузного генома). Накопление ПЦР-продуктов измерялось в конце каждого цикла ПЦР 
(в реальном времени) с помощью специфического олигонуклеотидного зонда (100 % совпадения с 
последовательностью из плазмиды pUC18), помеченного двумя флуоресцентными красителями: FAM
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в качестве репортерного красителя и TAMRA в качестве тушителя. Для этих целей применялся набор 
TaqMan® chemistry 9).

Измеренный сигнал флуоресценции превышает определенное пользователем пороговое значе­
ние после определенного числа циклов. Это число называется значением Q. Для количественной 
оценки содержания B tH -ДНК в неизвестном образце значение Ct преобразовано в значение, соответ­
ствующее числу копий путем сравнения с калибровочной кривой, чьи значения Ct напрямую связаны с 
известными числами копий (регрессионный анализ).

Сходная амплификация была произведена для целевой последовательности, представляющей 
кукурузу, например adh 1 (см. А.1). Для определения относительного количества сравнивается число 
копий Bt11 и целевой последовательности кукурузы, см. D.1.9.

D.1.5 Реактивы
D.1.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

D.1.5.2 Вода
D.1.5.3 ПЦР-буфер (без MgCI2) 10-кратный
D.1.5.4 Раствор MgCI2, с (МдС12) = 25 ммоль/л
D.1.5.5 Раствор дНТФ, с (дНТФ) = 2,5 ммоль/л (каждый)
D.1.5.6 Олигонуклеотиды
Подробная информация о применяемых олигонуклеотидах приведена в таблице D.2.

Таблица D.2 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида
Окончательная 
концентрация 

при ПЦР
Bt113JFor 5'-gCg gAA ССС СТА ТТТ gTT ТА-3' 750 нмоль/л
Bt113Jrev 5'-ТСС ААд ААТ ССС ТСС АТд Ад-3' 750 нмоль/л
Bt113JFT б'-FAM-AAA ТАС ATT САА АТА ТдТ АТС СдС TCA-TAMRA-3'а 250 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин. Размер ампликона кукурузы Bt11 
составляет 70 п. о.

Для эталонного гена необходим отдельный набор праймеров и зондов, см., например, А.1 для ку­
курузного гена adh 1.

D.1.5.7 Термостабильная ДНК-полимераза 
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold®80).

D.1.5.8 Урацил-М-гликозилаза (при необходимости)
D.1.5.9 Реакционная смесь амплификации
Подробности о реакционной смеси амплификации приведены в таблице D.3.

79) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

80) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица D.3 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации (на одну реакционную 
пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкл
ДНК-матрица (< 250 нг ДНК-кукурузы для эталонов, максимум 200 нг для 
неизвестных образцов)

5 мкл

ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1.5 ед.
Деконтаминационная
система

дУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза AmpErase®

200 мкмоль/л 
0,3 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 4 ммоль/л
Праймеры См. D.1.6.1 См. D.1.6.1
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонды См. D.1.6.1 См. D.1.5.6
а RO X- карбокси-Х-родамин.

Для эталонного гена необходима отдельная реакция, см., например, А.1 для кукурузного гена adM.

D.1.6 Аппаратура
D.1.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

D.1.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль изначально был протестирован с прибором СОП 

ABI PRISM® 7700/7900 (Applied Biosystems). Могут использоваться другие системы СОП ПЦР в реаль­
ном времени после адаптации условий реакции. Метод первоначально был разработан и опублико­
ван для LightCycler® 80) [47].

D.1.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере ре­

ального времени, например MicroAmp® optical tubes 96-well reaction plate (Applied Biosystems). Метод 
первоначально был разработан и опубликован для LightCycler® и стеклянных капилляров 80) [47].

D.1.7 Порядок проведения ПЦР
D.1.7.1 Общие положения
ПЦР для целевой последовательности эталонного гена и для целевой последовательности ГМО 

должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная ПЦР (с использованием различных 
флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 50 мкл и реактивами, список кото­
рых приведен в таблице D.3.

Он был оптимизирован для СОП ABI PRISM® 7700/7900 81) (Applied Biosystems). Подробности при­
ведены в таблице D.3.

D.1.7.2 Контроль ПЦР
Каждая серия испытаний должна включать все виды контроля в соответствии с ISO 24276.
Если результаты контроля отличаются от ожидаемых, испытание повторяют.
В качестве положительного контроля/эталонного калибровочного материала доступна по крайней 

мере одна альтернатива, а именно:
-  высококачественная чистая геномная ДНК, экстрагированная из зерен кукурузы Bt11 (например, 

серии CRM IRMM-412)81), может быть использована, если количество ДНК известно (например, опре­
делено с помощью PicoGreen, как описано в А.1.2.2) на основе расчета числа копий целевой после­
довательности, исходя из размера генома кукурузы [15].

81) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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D.1.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице D.4, была адаптирована для СОП 

ABI PRISM® 7700/7900 (Applied Biosystems) и была модифицирована из программы, первоначально 
опубликованной для LightCycler® 81). Для предложения подходящих реактивов и концентраций для 
LightCycler®81) проконсультируйтесь с оригинальной публикацией [47].

Таблица D.4 -  Условия проведения реакции

Время, с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (50 циклов)
Стадия 1 Денатурация 15 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 60

D.1.8 Ограничения и оценка результатов
Присутствие ингибиторов ПЦР может оказать сильное влияние на точность определения числа 

копий Bt11 в исследуемых образцах. Поэтому отсутствие обнаруженных количеств ингибиторов ПЦР 
должно быть удостоверено (см. также ISO 21571, в котором приведены методы экстракции ДНК), 
например, путем серии разбавлений ДНК-матрицы и определения соответствия между разбавлениями 
и различиями в значениях Ct (например, одна Ct соответствует удваивающимся концентрациям ДНК).

Для проведения оценки наличия ингибиторов ПЦР перед количественным определением Bt11 
может быть использован подходящий целевой таксон-специфический метод [см., например, А.1 (куку­
рузный ген adh 1)].

При определении относительного количества ГМО в неизвестных образцах, т. е. при использовании 
этого метода в сочетании с методом, специфическим для целевого таксона, таким как приведенный в 
приложении А.1, важно, чтобы абсолютное количество кодирующей ДНК (нг) было бы тем же самым, 
как в ПЦР, специфической для целевого таксона, так и в ПЦР, специфической для ГМО. Если это будет 
не так, то абсолютные числа копий в этих реакциях не могут сравниваться напрямую и потребуется 
выравнивание соответствующих значений числа копий. В противном случае относительная концен­
трация ГМО не может быть рассчитана.

D.1.9 Калибровка и расчет результатов
Калибровочные точки получают с применением эталонов, состоящих из определенного количества 

(в абсолютных числах копий) геномной ДНК-кукурузы Bt11, содержащей целевую последовательность.
Калибровочную кривую получают путем построения графика зависимости значений Ct от лога­

рифма числа копий целевой последовательности для калибровочной точки. Это может быть сделано, 
например, с помощью программного обеспечения (электронной таблицы), такого как Microsoft Excel82), 
или напрямую с использованием опций, доступных в программном обеспечении СОП.

Для определения концентрации кукурузы Bt11 (в абсолютных числах копий) в неизвестных образцах 
используется калибровочная кривая. Несмотря на то, что ДНК образцов может быть деградирована 
вследствие приготовления пищи или может содержать иные, чем кукуруза, ингредиенты, это не повлияет 
на рассчитанную концентрацию кукурузы Bt11 (в абсолютных числах копий) в неизвестных образцах. 
Для относительной количественной оценки гаплоидное определение содержания ГМО w, %, произво­
дится по формуле

w = Л/в111 хЮО,
к̂укурузы

где Л/Вц 1 -  абсолютное число копий Bt11 -специфической целевой последовательности (опре­
деленное представленным методом);

Л/кукурузы -  абсолютное число копий целевой таксон-специфической последовательности (опре­
деленное методом для кукурузы, например, описанным в приложении А.1).

82) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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D.2 Метод специфического события для относительного количественного 
определения содержания ДНК-кукурузы линии MON 810 с использованием ПЦР в 
реальном времени

D.2.1 Введение
В настоящем приложении описан метод специфической амплификации и количественного опре­

деления специфического участка, состоящего из таксон-специфического гена (гена белка группы вы­
сокой мобильности [hmg] [48]) кукурузы (Zea mays) и единственной копии ДНК из района граничного 
соединения геномной последовательности и элемента встроенной последовательности, происходя­
щего из вируса мозаики цветной капусты (358-промотора CaMV), получившегося в результате реком­
бинации in-vitro, который присутствует в ГМ-устойчивой к насекомым кукурузе MON 810 (YieldGuard, 
Monsanto), с целью оценки относительного количества ДНК-кукурузы MON 810.

Ограничения см. в D.2.8.

D.2.2 Статус подтверждения достоверности и характеристики рабочих параметров
D.2.2.1 Общие положения
Метод был оптимизирован для СЭМ (СЭМ IRMM-413) [49], состоящего из высушенной кукурузной 

муки, содержащей смеси ГМ-кукурузы MON 810 и обычной кукурузы.
Воспроизводимость и точность описанного метода были проверены в ходе межлабораторных ис­

пытаний с использованием серий разбавлений СЭМ IRMM-413.
Число копий целевых генов в расчете на геном определено не было.
Метод был первоначально разработан для СОП ABI PRISM® 7700 83).

D.2.2.2 Межлабораторные испытания
Метод был валидирован в ходе межлабораторных испытаний Федеральным институтом оценки 

рисков совместно с Американской ассоциацией химиков зерна, Совместным исследовательским цен­
тром Еврокомиссии, Институтом эталонных материалов и измерений, Институтом здоровья и защиты 
потребителей. Совместное испытание было организовано таким образом, чтобы оно удовлетворяло 
критериям, изложенным в согласованном протоколе IUPAC [12].

Исследование было предпринято 15 лабораториями, использующими ABI PRISM® 7700, ABI 
PRISM® 7900 (Applied Biosystems) 83) или iCycler iQ-систему обнаружения ПЦР в реальном времени 
(Bio-Rad Laboratories).

Четырнадцать лабораторий сообщили результаты.
В соответствии с инструкциями производителя для экстракции ДНК используется ДНК-экстрак- 

ционная система GENESp/n (GeneScan)83).
Для каждого неизвестного образца была предпринята одна экстракция ДНК. Каждый исследуе­

мый образец был проанализирован с помощью ПЦР трижды.
Каждый участник получил 12 неизвестных образцов. Образцы состояли из шести СЭМ (СЭМ 

IRMM-413), содержащих от < 0,02 % до 5,0 % ГМ-кукурузы MON 810 (по массе) в смеси с обычной ку­
курузой.

Межлабораторные испытания были спланированы как двойные «слепые» испытания. Каждая ла­
боратория получила каждую из концентраций СЭМ ГМ-кукурузы MON 810 в двух неизвестных образцах.

Подробности межлабораторных испытаний приведены в таблице D.5.

83) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица D.5 -  Данные валидации количественного определения, специфического для 
трансформационного события MON 810

Образец 1 
< 0,02 %

Образец 2 
0,10 ±0,03%

Образец 3 
0,50 % ± 
± 0,04 %

Образец 4 
1,00 ±0,05%

Образец 5 
2,0 ± 0,1 %

Образец 6 
5%

Год проведения межлабо­
раторных испытаний

2003/2004 2003/2004 2003/2004 2003/2004 2003/2004 2003/2004

Количество лабораторий, 
приславших результаты, шт.

11 14 14 14 14 14

Количество исключенных 
лабораторий, шт. а

1 1 0 2 0 0

Количество лабораторий, 
оставшихся после исклю­
чения, шт.

10 13 14 12 14 14

Среднее значение, % 0,028 0,102 3 0,461 3 0,832 7 1,781 4 4,515 4
Стандартное отклонение 
повторяемости sR

0,007 36 0,036 41 0,960 6 0,137 44 0,283 85 1,293 74

Относительное стандарт­
ное отклонение повторяе­
мости, %

26,27 35,60 20,82 16,51 15,93 28,65

Предел повторяемости г 
(г =2,8 sr)

0,020 6 0,101 9 0,269 0,384 8 0,794 8 3,622 5

Стандартное отклонение 
воспроизводимости S r

0,023 26 0,046 46 0,200 68 0,265 34 0,566 09 1,654 51

Относительное стандарт­
ное отклонение воспроиз­
водимости, %

83,03 45,43 43,5 31,86 31,78 36,64

Предел воспроизводимости 
R (R  = 2,8 S r )

0,065 1 0,130 1 0,561 9 0,743 1,585 1 4,632 6

а Выбросы идентифицировали с помощью тестов Кохрана и Граббса.

D.2.2.3 Молекулярная специфичность
D.2.2.3.1 Общие положения
Наборы праймеров были разработаны для амплификации последовательности ДНК, специфиче­

ской для искусственного соединения (района граничного соединения), между интегрированной гене­
тической конструкцией и хозяйским геномом, которая в природе не встречается.

D.2.2.3.2 Теоретическая специфичность
Никакой гомологии последовательностей с последовательностями не модифицированной гене­

тически кукурузы и других сельскохозяйственных растений не было обнаружено путем поиска в базах 
данных (база данных GenBank®; BlastN® 2.2.1, поиск от 1 октября 2003 г . ) 84). Результат поиска с по­
мощью программы BLASTN 84) на http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast [14 сентября 2004 г.] дал 100%-ное 
совпадение с последовательностью с номером доступа AF434709, описывающей специфический для 
MON 810 участок интеграции в кукурузном геноме.

D.2.2.3.3 Экспериментальное определение специфичности
Идентифицировали СЭМ IRMM-413 высушенной кукурузной муки 84), содержащей от < 0,02 % до 

5,0 % ГМ-кукурузы линии MON 810.
Тесты на специфичность, проведенные перед исследованием, показали отсутствие перекрестной 

реактивности систем обнаружения к следующим нецелевым видам/образцам: ДНК-сои.
Не обнаружено перекрестной реактивности со следующими трансформационными событиями 

ГМ-кукурузы: Event176, Bt11, Т25, GA21 и сои GTS 40-3-2.

84) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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D.2.2.4 Оптимизация
Оптимизация концентраций реактивов была произведена для СОП ABI PRISM® 7700 и СОП 

GenAmp 5700 с использованием TaqMan®chemistry8Й).
Расчет праймера и зонда проводился с применением программного обеспечения Primer Express® 

software (Applied Biosystems)85).

D.2.2.5 Предел обнаружения (LOD)
Абсолютный LOD не был определен в ходе межлабораторных испытаний. В соответствии с 

указаниями разработчика метода абсолютный LOD, как это определено в ISO 24276, составляет пять 
копий целевой последовательности.

Относительный LOD не был определен в ходе межлабораторных испытаний. В соответствии с 
указаниями разработчика метода относительный LOD, как это определено в ISO 24276, составляет по 
крайней мере 0,1 %.

D.2.2.6 Предел количественного определения (LOQ)
Абсолютный LOD не был определен в ходе межлабораторных испытаний. В соответствии с ука­

заниями разработчика метода было показано, что абсолютный предел количественного определения 
составляет 10 копий целевой последовательности.

Относительный LOD не был определен в ходе межлабораторных испытаний. В соответствии с 
указаниями разработчика метода было показано, что относительный предел количественного опре­
деления составляет по крайней мере 0,1 % (равно точке наименьшей концентрации на использовав­
шейся калибровочной кривой).

D.2.3 Адаптация
Конкретная информация отсутствует.

D.2.4 Принцип метода
Фрагмент размером 92 п. о. последовательности, специфической для кукурузы линии MON 810, 

был амплифицирован с помощью ПЦР. Накопленные ПЦР-продукгы измеряли в ходе каждого цикла 
ПЦР (в реальном времени) с помощью специфического для целевой последовательности олигонук- 
леотидного зонда, помеченного двумя флуоресцентными красителями: FAM в качестве репортерного 
красителя и TAMRA в качестве тушителя [30].

Для относительной количественной оценки содержания ДНК-кукурузы линии MON 810 с помощью 
специфической для кукурузы референсной системы амплифицировали фрагмент размером 79 п. о. 
кукурузного гена hmg, используя ген-специфическую комбинацию праймеров и зондов.

D.2.5 Реактивы
D.2.5.1 Общие положения
Для получения информации о качестве реактивов, которые могут использоваться, см. ISO 24276 

(пункт 6.6).

D.2.5.2 Вода
D.2.5.3 ПЦР-буфер (без MgCI2) 10-кратный
D.2.5.4 Раствор MgCI2, с (МдС12) = 25 ммоль/л
D.2.5.5 Раствор дНТФ, с (дНТФ) = 2,5 ммоль/л (каждый)
D.2.5.6 Олигонуклеотиды
Подробная информация о применяемых олигонуклеотидах приведена в таблице D.6.

85) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица D.6 -  Олигонуклеотиды

Наименование ДНК-последовательность олигонуклеотида Окончательная 
концентрация при ПЦР

Целевая последовательность эталонного гена
ZM1-F 5'-TTg дАС ТАд AAA ТСТ СдТ дСТ дА-3' 300 нмоль/л
ZM1-R 5'-дСТ АСА ТАд ддА дСС ТТд ТСС Т-3‘ 300 нмоль/л
Зонд ZM1 б'-FAM-CAA ТСС АСА САА АСд САС дСд TA-TAMRA-3'а 160 нмоль/л
Целевая последовательность ГМО
Mail-F1 5'-ТСд ААд дАС дАА ддА СТС ТАА СдТ-3' 300 нмоль/л
Mail-R1 5'-дСС ACC ТТС СТТ ТТС САС TAT СТТ-3' 300 нмоль/л
Зонд Mail-S2 б'-FAM-AAC АТС СТТ ТдС CAT ТдС CCA gC-TAMRA Р-3 'а 180 нмоль/л

а FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; TAMRA: 6-карбокситетраметилродамин.

Размер ген-специфического ПЦР-продукта hmg-гена составляет 79 п. о.; размер MON 810-специ­
фического ПЦР-продукта составляет 92 п. о.

D.2.5.7 Термостабильная ДНК-полимераза
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold®86).

D.2.5.8 Урацил-М-гликозилаза (при необходимости)
D.2.5.9 Реакционная смесь амплификации
Подробности реакционной смеси амплификации приведены в таблице D.7.

D.2.6 Аппаратура
D.2.6.1 Общие положения
Должно использоваться стандартное лабораторное оборудование, если не установлено иное.

D.2.6.2 Термоциклер
Указанный температурно-временной профиль изначально был протестирован с прибором СОП 

ABI PRISM® 7700 и СОП GeneAmp® 5700 (Applied Biosystems)87). Могут использоваться другие систе­
мы обнаружения ПЦР в реальном времени после адаптации условий реакции.

D.2.6.3 Реакционные пробирки
Реакционные пробирки должны быть подходящими для ПЦР-амплификации в термоциклере 

реального времени, например, ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate или MicroAmp® Optical Caps 
(8 крышек/плоских полосок) (Applied Biosystems)87).

D.2.7 Порядок проведения ПЦР
D.2.7.1 Общие положения
ПЦР для таксон-специфической целевой последовательности и для целевой последовательности 

ГМО должна проводиться в отдельных пробирках. Мультиплексная ПЦР (с использованием различ­
ных флуоресцентных меток для зондов) не была протестирована или валидирована.

Метод описан для ПЦР с общим объемом реакционной смеси 25 мкл и реактивами, список кото­
рых приведен в таблице D.7.

86) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.

87) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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Таблица D.7 -  Окончательный объем реакционной смеси для амплификации (на одну реакционную 
пробирку)

Общий объем реакционной смеси 25 мкп
ДНК-матрица (2,3-150 нг JЦНК-кукурузы) 5 мкп
ДНК-полимераза AmpliTaq Gold® 1,25 ед.
Деконтаминационная
система

дУТФ
Урацил-Л/-гликозилаза AmpErase®

400 мкмоль/л 
0,5 ед.

Реакционный буфер Буфер A TaqMan® (содержащий пассивный эта­
лонный ROX)а

1Х

MgCI2 6,5 моль/л
Праймеры См. таблицу D.6 См. таблицу D.6
дНТФ ДАТФ, дЦТФ, дГТФ 200 мкмоль/л каждого
Зонды См. таблицу D.6 См. таблицу D.6

а ROX -  карбокси-Х-родамин.

D.2.7.2 Контроль ПЦР
В качестве положительного контроля и эталонного калибровочного материала может быть использо­

ван СЭМ MON 810 (материал, содержащий от < 0,02 % до 5,0 % ГМ-кукурузы), изготовленный IRMM, 
Гиль, Бельгия (серии IRMM-413).

Должны быть проведены все виды контроля, установленные в ISO 24276.

D.2.7.3 Температурно-временная программа
Температурно-временная программа, приведенная в таблице D.8, оптимизирована для СОП ABI 

PRISM® 7700 (Applied Biosystems) . В валидационном исследовании она используется в сочетании с 
ДНК-полимеразой AmpliTaq Gold® 88). Использование других термоциклеров может потребовать специ­
фической адаптации. Время для активации/первоначальной денатурации зависит от используемой 
полимеразы.

Условия реакции приведены в таблице D.8.

Таблица D.8 -  Условия проведения реакции

Время,с Температура, °С
Процедура перед ПЦР: деконтаминация 120 50
Процедура перед ПЦР: активация ДНК-полимеразы и денатурация 
ДНК-матрицы

600 95

ПЦР (45 циклов)
Стадия 1 Денатурация 15 95
Стадия 2 Ренатурация и элонгация 60 60

D.2.8 Ограничения и оценка результатов
Приведенный метод пригоден для измерения соотношения уровня MON 810-специфической ДНК 

к содержанию ДНК-кукурузы. Это соотношение отражает относительное количество MON 810 в куку­
рузном ингредиенте исследуемого пищевого продукта.

Примечание -  Если ДНК-кукуруза была утрачена или сильно деградирована в ходе обработки пищевого 
продукта при его приготовлении (например, при получении рафинированного масла) или если кукуруза является 
только очень минорным компонентом анализируемого образца, количество кукурузного стандарта и/или 
ГМ-специфических копий будет на уровне или ниже предела количественного определения, описанные методы 
не будут применимыми.

88) Приведены примеры доступных коммерческих продуктов. Информация предоставлена для удобства 
пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением соответствия указанного продукта требо­
ваниям ISO. Допускается использование эквивалентных продуктов в случае, если доказано, что будут достигнуты 
аналогичные результаты.
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D.2.9 Калибровка и расчет результатов
После определения порогового значения во время логарифмической фазы амплификации [на­

пример, от 0,01 до 0,1 нормализованной флуоресценции репортерного красителя (Rn)] программное 
обеспечение прибора рассчитывает значения Ct для каждой реакции. Строят график зависимости 
значений Ct, которые измерены для калибровочных точек, приготовленных из СЭМ, предназначенных 
для количественных анализов (СЭМ IRMM-413) в ПЦР-системах, специфических для кукурузного так­
сона и MON 810 соответственно, от натурального логарифма числа копий ДНК. Число копий, изме­
ренное для ДНК неизвестных образцов, получают интерполяцией из стандартных кривых.

Калибровочную кривую получают путем построения графика зависимости значений Ct от лога­
рифма числа копий целевой последовательности для калибровочных точек. Это может быть сделано, 
например, с помощью программного обеспечения (электронной таблицы), такой как Microsoft Excel88), 
или напрямую с использованием опций, доступных в программном обеспечении СОП.

Для определения количества ДНК MON 810 в исследуемом образце число копий MON 810 делится 
на число эквивалентов кукурузного генома и умножается на 100, чтобы получить значение в процентах. 
Для получения значения 1C см. ссылку [14].

В дополнение к прогону количественного анализа следует проводить факультативный, так назы­
ваемый контрольный прогон. Контрольный прогон должен быть также включен в межлабораторные 
испытания и должен еще улучшить процедуру анализа. Контрольный прогон наиболее важен при 
анализе матриксов, для которых мало известны выход и качество ДНК. Тестируя в контрольном прогоне 
два различных разбавления экстрагированной нуклеиновой кислоты (например, разбавлений раствора 
ДНК 1 : 10 и 1 : 40), может быть обнаружено возможное присутствие ингибитора (ов) амплификации, а 
также может быть определено подходящее разбавление экстракта нуклеиновой кислоты, полученной 
из исследуемого образца, попадающее в калибровочный диапазон количественного анализа.
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Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results-  
Part 1: General principles and definitions
(Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов из­
мерений. Часть 1. Общие принципы и определения)
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Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results-  
Part 3: Intermediate measures of the precision of a standard measurement 
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measurement method
(Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов из­
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Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results-  
Part 6: Use in practice of accuracy values
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мерений. Часть 6. Использование значений точности на практике)

93

https://meganorm.ru/Index2/1/4293759/4293759109.htm


ГОСТ ИСО 21570-2009

[57] HINO, A., MATSUOKA, Т „ KURIBARA, Н. FUTO, S., OGAWA, М„ YOSHIMURA, Т „ SHINDO, Y. 
2000, WO02/34943 А1 (patent pending)
(Заявка на патент WO02/34943 А1)

[58] GELFAND, D.H., HOLLAND, Р.М., SAIKI, R.K, and WATSON, R.M. 1993, US Patent 5,210,015 
(Патент США 5,210,015)

94



ГОСТ ИСО 21570-2009

Приложение Д.А
(справочное)

Сведения о соответствии межгосударственных стандартов 
ссылочным международным стандартам

Таблица Д.А.1

Обозначение и наименование 
международного стандарта

Степень
соответ­

ствия
Обозначение и наименование 

межгосударственного стандарта

ISO 21569:2005 Продукты пищевые. Ме­
тоды анализа на обнаружение генетически 
модифицированных организмов и их про­
изводных продуктов. Качественные мето­
ды, основанные на нуклеиновой кислоте

ЮТ ГОСТ ИСО 21569-2009 Продукты пище­
вые. Методы анализа для обнаружения 
генетически модифицированных организ­
мов и производных продуктов. Методы ка­
чественного обнаружения на основе ана­
лиза нуклеиновых кислот

ISO 21571:2005 Продукты пищевые. Ме­
тоды анализа для обнаружения генетиче­
ски модифицированных организмов и их 
производных продуктов. Извлечение нук­
леиновой кислоты

ЮТ ГОСТ ИСО 21571-2009 Продукты пище­
вые. Методы анализа для обнаружения 
генетически модифицированных организ­
мов и производных продуктов. Экстраги­
рование нуклеиновых кислот
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