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e ACUERDOS CIBIOGEM (2 de mayo 2008)

CIBIOGEM/ORD/02/2008-08
Laboratorio Nacional de Referencia.

CIBIOGEM/ORD/02/2008-09
Red de Laboratorios de Deteccion, Identificacion y
Cuantificacion de Eventos de Transformacion de OGM

e INSTALACION DEL COMITE DE ESTABLECIMIENTO
(28 de mayo 2008)
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Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA)

SEMARNAT

Instituto Nacional de Ecologia (INE)

SALUD

Comision Federal para la Proteccidon contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), y Comisién de Control Analitico y Ampliacidon de Cobertura
(CCAYACQ)

Centro Nacional de Metrologia (CENAM)
Direccion General de Normas (DGN)

SHCP

Servicio Nacional de Aduanas
Secretaria Ejecutiva CIBIOGEM
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Consolidacion de la RNLD-OGM

Actividades que fueron necesarias para la

Estructura propuesta para la RNLD-OGM

Nucleo Central (4)
Laboratorios
especializados
(Laboratorios de
Pruebas de

las autoridades
competentes)

> Laboratorios

Externos
Centros de
Investigacion,
Universidades o
Terceros
Autorizados.

USUARIOS OTROS LABORATORIOS
TERCEROS AUTORIZADOS \
COMUNIDADE
LABORATORIOS VS oA R
ONGs PRIVADOS
PN [ s A
CINVESTAV
SEMARNAT
INE
OTRAS
CONABIO UN'VERS'DADES UNIVERSIDADES INWVESTIGADORES
\ ESTATALES
CIBIOGEM \
OTRAS DEPEMDENCIAS

DE SEMARNAT, SAGARPA Y S5A

\ PRODUCTORES ™

Usuarios Finales
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e LABORATORIO DE REFERENCIA METROLOGICA HABILITADO

e FORTALECIMIENTO DE LAS CAPACIDADES DE LOS
LABORATORIOS DE GOBIERNO FEDERAL PARA CONSTITUIR EL
NODO CENTRAL

e PRUEBAS ENTRE LABORATORIOS NC PARA LA CERTIFICACION
DE MATERIALES DE REFERENCIA

jamal
g
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e, & Far %
3 v . )
#» CENAM T@e 4
CENTRO NACIONAL DE METROLOGIA i (é‘

instituta Kachonal de Ecalopia %, Qﬁ: A€
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Antecedentes
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e« OBTENCION DE MATERIALES DE REFERENCIA CERTIFICADOS
HOMOGENEOS Y ESTABLES

e PROTOCOLO DE DETECCION ARMONIZADO (NODO CENTRAL)

* IDENTIFICACION DE LABORATORIOS CON CAPACIDAD PARA
REALIZAR ANALISIS DE OGMs ADICIONALES AL NODO CENTRAL

o INVITACION FORMAL A PARTICIPAR EN EL ESTUDIO
NACIONAL COMPARATIVO EN LA VALIDACION DE METODOS Y
PROCEDIMIENTOS PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE
ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS A 15
LABORATORIOS Y PRIMERA SESION INFORMATIVA.
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e DESARROLLO DEL PRIMER ESTUDIO NACIONAL COMPARATIVO
(ENC-1)

Se entregd a los participantes muestras analiticas (MRC con
contenidos especificos de material GM) para ser analizadas de
acuerdo a los protocolos que éstos tuvieran ya implementados en
sus laboratorios.

El Protocolo ENC-1 constituia una guia general para referencia de
los participantes, quiénes desconocian si las muestras contenian o
no el evento especifico MON810.

Se solicitdé a los laboratorios reportar presencia/ausencia del
transgen en los materiales y de ser posible cuantificarla.
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e RESULTADOS DEL PRIMER ESTUDIO NACIONAL COMPARATIVO
(ENC-1)

Capacidad de deteccion
demostrada por la mayoria de los
00 laboratorios, pero se observd una

0 amplia variabilidad en los valores
reportados.
5.00 <+
4.00 + 7z
O * tomitade DECISION:

Se acordd armonizar los protocolos

Control positivo nivel 2

%ele

1.00 -

- de deteccidén, asi como algunos
o0 b ""& criterios de calidad y BPL para
' Lntagrateria mejorar la comparabilidad de

resultados en una segunda etapa.
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ACUERDOS PARA ARMONIZAR METODOLOGIAS ENC-2

Se decidid utilizar un esquema modular para el procesamiento y
analisis de los materiales en estudio. Los participantes acordaron
ajustar algunos aspectos técnicos relevantes por cada uno de ellos y
resolvieron establecer los siguientes moédulos:

MODULO DESCRIPCION

1 Preparacion y procesamiento de muestras
Extraccion de ADN
Secuencias blanco y Cebadores
Preparacion de Curva de Calibracién
Amplificacion
Resultados y Magnitudes para Reportar

[ p N 5 o RN =S VL Y L
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ACUERDOS PARA ARMONIZAR METODOLOGIAS

Se decidiéo también incluir controles adicionales, lo que permitiria tener un
protocolo de deteccion mas estricto, evidenciar claramente falsos positivos e
identificar etapas criticas para el adecuado manejo de muestras.

Clave Tipo de Control Descripcion

C1 | NEGATIVO Control de Reaccion Tubo de reaccion con agua estéril

c2 | NEGATIVO Control Ambiental Tubol :de rgacmon expuesto _al ambiente (mezcla de
reaccion abierta en el laboratorio)

C3 | NEGATIVO Control de Extraccion Tubo p_r?cesado degde ¢l Modulu 2 en la etapa de
extraccion de ADN sin analito.

ca | Posmvo Patrén de Referencia Tubo dre reacomn_ con DI\_JA de Plasmido Calibrante
o0 extraido de Harina Certificada.
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ACUERDOS PARA ARMONIZAR METODOLOGIAS

Se acordo enfocarse principalmente al médulo de amplificacion:

v’ Utilizando las mismas secuencias blanco para el anilisis del transgen:
Deteccion de P35S y MON810 para cada muestra (Tamiz y Evento Esp.)
Considerar el gen HmgA como gen enddgeno.

v' Estandarizar las secuencias de Sondas y Primers para los tres casos.

v’ Utilizar MRC de contenido GM conocido o bien un plasmido calibrante
como control positivo en caso de cuantificacion.
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-t i e ]
de cada muestra a h 4 [:l.ll‘ll'ﬂ.lﬂ[:&itllﬂ[:lm "'I U
homegeneidad y ! Sicuemacon MRC U conienign ¢ : =

separar alicuotas para i GM conoGdo o cIibrankes oe { L
axraer ADN. 1 calidad reacivo, prepare una A i ®)
. curva de calibmcion pam K : S
! cugmicar Considers @l memas ; =
Cua¥D punos e gilucin pam L : rr)
generana. 1 : —r
X e G . . ] : I,
200 mg 200 mg H : , : .r—'/
200 mg kg Reviss que = valor de la pendienis se encusnire enfre -3.1 3-3.6 . —
3 - - P - - R L
()]
_
l l Exiraiga el ADN de cada alicucta (200 mg de harna) por &l metodo que prefies. ~
Cuanitifigue y Verifigue |a calidad (00000, 0030 barmdo 220-330 nm). T
Rewise [a integridad del ADN recuperads por g2l de agarosa. -
S o Process en paralelo un Control de Exiraccion en un tubo vacio sin materal. Ll
§ W &)
<C
M2-2 M2-1 Mi2-3 =
=

. I
4. Amplificacion Prepare la reaccion de amplificacion para cada muesta de exiraccion por 5
trplicado [volumen swgerido: 25 pl) para cada secuencia a debectar (355, d
MONE10 y HMG-A). Usiice preferentements 5 ng/ul de ADN por cada tubo de 5
reaccion. Incuya los controles de amplificacion correspondienies. )
L T 5, v i L
} W i
M2-11 M2-172 M2-173 ci1 c2 -3 ca
Conirs de reaccicn  Coninol Ambiental Control de Comirod Positivo
[Megativo) [Negativo) Extraccion  MIRC o Plasmido
6. Reporte de resultados (Hegadivo) {Pasitiva)




ESTUDIO NACIONAL COLABORATIVO

CIBIOGEM
Harina de Maiz de contenidos variables del evento MON810
A) DMR 436 la CONTENIDO DE
| MATERIAL GM N
: TAMARNO DE
CLAVE CENAM | Eraccign VUMEro | pART{CULA | DESCRIPCION
de ( )
Masa Copias m
100
(&/100g) (cp / cp)
DMR-482 0 - 277.22 | Control Negativo
P DMR-436-lla 100 - 416.25 | Control Positivo
. ; DMR-436-llla 0.5 0.26 280.50 | Muestra en andlisis
o Cpo ) DMR-436-IVa 1.6 0.7 268.60 | Muestra en analisis
Ty DMR-436-Va 11.1 4.28 241.27 | Muestra en analisis
Los materiales fueron preparados por el CENAM a través de mezclas de maiz
convencional y GM, caracterizados, evaluados y certificados. El protocolo general de
deteccion derivé del Estudio Interlaboratorios CERT-NC-2009.
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Discusion de Resultados ENC-2
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TERCERA SESION INFORMATIVA

v Revisar los resultados generales y el proceso de validaciéon y armonizacion
de metodologias del ENC-CIBIOGEM 2010-2012.

v" Recopilar opiniones sobre la experiencia técnica adquirida

v' Considerar fallas y limitaciones del estudio e identificar areas de
oportunidad para futuros ensayos colaborativos

v" Entender las necesidades de los involucrados y con base en la experiencia,
desarrollar recomendaciones para un buen funcionamiento de la RNLD.
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“Validacion de Métodos y Procedimientos
para la Deteccion y Cuantificacion de OGMs”

ANALITO: HARINA DE MAIZ
EVENTO A ANALIZAR: MON 810

ETAPA 1: ENC1 (2010 - 2011)
Verificacion de la Metodologia y Capacidades

ETAPA 2: ENC2 (2011 - 2012)
Validacion y Armonizacion de Procedimientos
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La validacion de materiales y metodos de
deteccion en harina de maiz de contenidos
variables para el evento MON810, se desarrollo
involucrando a quince laboratorios en Mexico a
través de un Estudio Nacional Colaborativo
Implementado en dos etapas de 2010 a 2012.
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CARACTERISTICAS DE LA CONSTRUCCION
GENETICA EN ESTUDIO

CIBIOGEM
EVENTO ESPECIFICO: MONS810
A 9 AT
crylA(b) T-nos

P-E358 hsp70
Figura 4. Representacion esquematica de la construccion genética crylA(b) del

plasmido PV-ZMBKO7 utilizado en la transformacion de MON810, que incluye el
promotor reforzado CaMV 35S, el intrén de hsp70 del maiz y el gen sintético de la &-

endotoxina crylA(b) seguido del terminador nos (modificado de BATS, 2003).

La linea de Maiz MONS810 deriva de tres generaciones de
retrocruzamiento. La integracion del inserto unico estable ha sido
demostrada a través de analisis de transferencia de Southern.

[Tomado de Querci M. et al (2007) ISBN: 978-92-79-04831-9]



LABORATORIO

TIPO DE RESULTADO QUE

TR TIPO CAPACIDAD DE ANALISIS ENC-1 REPORTA EN ENC-2
Presencia | Cuantitativo
1 CNRDOGM NC Pruebas inmunoldgicas, PCR-PF y PCR-TR v v
2 CENICA NC PCR-PF y PCR-TR v v
3 CCAYAC NC Pruebas inmunoldgicas, PCR-PF y PCR-TR v v
4 | CENAM NC PCR-TR NR v
5 | CBG-IPN Cl PCR-PF y PCR-TR v v
6 CIATEJ Cl PCR-PF y PCR-TR NR NR
7 | CICY-GemBio Cl PCR-PF v /
8 CIRCE-INIFAP Cl PCR-PF y PCR-TR v v
9 | CINVESTAV-IRA Cl PCR-PF y PCR-TR v v
10 | CINVESTAV-ZAC Cl PCR-PF y PCR-TR v v
11 UACH-FCQ IES PCR-PF y PCR-TR NR NR
12 | UANL-IBT IES Pruebas inmunoldgicas, PCR-PF v NR
13 | UANL-FCB IES PCR-PF v _-
14 | UCOL-FCBA IES PCR-PF y PCR-TR v v
15 UNAM-FCQ IES Pruebas inmunoldgicas, PCR-PF y PCR-TR v v
TOTAL 12 10
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Durante la primera etapa los laboratorios
verificaron la metodologia y capacidad para
iImplementar el protocolo recomendado en sus
Instalaciones conforme a los lineamientos que
usualmente utilizaban para realizar analisis
molecular.

Algunos de ellos contaban ya con experiencia
en deteccion y cuantificacion de OGMs. Sin
embargo como gquia de referencia se
proporciono el protocolo general ENC-1-2010.
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RESULTADOS ENC-1 Demostrada Capacidad para Analisis

de Presencia:

M1-8 M1-15H < <&

, , NS ~0 Ny »{l» R NN N Y
Zeina Transgen Zeina @51,@ S & Q@@éa ‘g @g,\i\ QO \@"@9@ ‘gi

M1-15H M1-15 HMG pPMONS810

Transgen Zeina Transgen

e Métodos de Tamiz - P35Sy
e Evento Especifico - MONS810
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ESTUDIO NACIONAL COLABORATIVO ENC-1 ¢ ;
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RESULTADOS CUANTITATIVOS ENC-1

DMR 436 llla 0.5% DMR 436 IVa
12 7.00
¢ 3331V1 6.00 -
5.00
* 4.00
o 300 # 3331V1
@ 3331V2
. $3362
02 1.00 @ 3645
0 : : . . : 0.00 r . 3422 s
0 1 2 3 4 6 0 1 2 3 4 5 6
Laboratori io Laborat:
DMR 436 Va
11.0%
No todos los Ilaboratorios con
capacidad para realizar el analisis
cuantitativo reportaron resultados. "
6.00
©  Cadigo del laboratorio |
~— VR fraccion masa | esa
3400 3450 3500 La;j::torio 3600 3650 3700
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 Los laboratorios demostraron capacidad para
detectar el evento transgénico.

* Pocos fueron capaces de reportar el contenido de
material GM, y sélo un nimero muy limitado llego
a tener un nivel de precision y exactitud
adecuado.

 Durante la fase final del ENC-1 los participantes
reiteraron su interés en el estudio y acordaron
considerar parametros tecnicos relevantes para
validar y armonizar las metodologias.
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PROPOSITO DE LA ETAPA 2 :
VALIDACION DE METODOLOGIA
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g ESTUDIO NACIONAL COLABORATIVO ENC-2 {

CIBIOGEM
RESULTADOS EXPERIMENTALES - DETECCION
Valor Real: 0.5 % GM (g/100g) = 0.28 cp MON810/cp HmMgA
|
DMR 436 llla 6 LABS REPORTAN
2.0 RESULTADOS
)
— 1.5
g A~ MON 810 (cp)
— A 3309(1.2)
Z % 1.0
— 0
oc A 3340 (0.7) VRCO.7%
L S e U
m .............. Aciiccoisocssocssseessannann f v
ol 00 4 3362 (0.05) 3501 (0.25) 3626 (0.29)
3300 3400 3500 3600 3700
Laboratorio

Calibrante Utilizado para cuantificacion: ERM-AD413
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RESULTADOS EXPERIMENTALES
Valor Real: 1.6 % GM (g/100g) = 0.7 cp MON810 / cp HmgA
|
: DMR 436 IVa 8 LABS REPORTAN
N RESULTADOS
— 7 &
L 3309 (6.9)
> 6
= A~ MON 810 (cp)
5
@)
) 4 —— VRCO0.7%
P %
D 3 ....... +U
O, 5 | 3340(19)
LLl A
V) | A 3374 (1.4) X 3626 (1.06)
! T 2L Ry 3645 (0.74)
0 I3362 ((?.79) | I‘ | 3|599 (0'|63) |
3300 3400 3500 3600 3700  Calibrante Utilizado
Laboratorio para cuantificacion:
ERM-AD413
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

Valor Real: 11.1 % GM (g/100g) = 4.8 cp MON810 /cp HmgA

DMR 436 Va 8 LABS REPORTAN
14 RESULTADOS
43340 (13.0)
N e— 12
—
L;I 10 A 3374 (10.5) A~ MON 810 (cp)
P 8
or o — VRCO0.7%
L"'_')' ° 6 13362(5.8) 3645 (4.72) | 7 U
0000000000000000000 0 mmunom‘
5 P — - 23626 (4.21)
3309 (4.6)
— 3599 (4.1)
' 2
43501, 0.67 . .
0 . . . ; . . ' Calibrante Utilizado
3300 3400 3500 3600 3700 para cuantificacion:
Laboratorio ERM-AD413
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

Con los métodos de medicion utilizados en este estudio se
encontraron los siguientes parametros de validacion:

Limite de deteccidn: 5 cp por microlitro son detectables

Limite de cuantificacion: De 20 a 50 cp por microlitro 6
0.1 % de MON 810, HMG.

Repetibilidad del método de medicion: En el intervalo de
concentracion estudiado se reporta de 15 a 30 %.

Reproducibilidad: < 30 % en todo el intervalo de medicion
utilizado
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ESTUDIO NACIONAL COLABORATIVO ENC-2 (38

¢ QUE ES LO QUE NOS PERMITIO OBTENER
RESULTADOS MAS CONSISTENTES
EN EL SEGUNDO ENC ?
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PARAMETROS Y CRITERIOS TECNICOS ENC-2

Segunda Sesion Informativa ENC ( 28 Febrero 2010)

v SE ACORDO ABORDAR EL PROCESO DE DETECCION Y
CUANTIFICACION COMO UN PROCESO MODULAR

v" VARIABLES ARMONIZADAS e INDICADORES POR MODULO

“La modularidad implica por un lado independencia y flexibilidad en la
combinacidon de mdédulos, y por otro la capacidad de uniformizar y armonizar
criterios de aplicacion [ ... ] Para aplicar una validacién modular, se necesita
establecer procedimientos de aceptabilidad, asi como requerimientos
minimos e indicadores de cumplimiento para cada modulo”

Mazzara M. et. al, (2008) EUR 23696 EN-2008
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PARAMETROS Y CRITERIOS TECNICOS ENC-2
 VARIABLES ARMONIZADAS

PRACTICIDAD DEL METODO:

Seis Modulos Principales (Anexo | Protocolo, Informe Final) &E}
Tamano de Particula Homogéneo

Alicuotas Definidas (200 mg polvo maiz para extraccion)

Numero de Replicas y Cantidad de ADN a utilizar en la Reaccion

Reactivos e instrumental disponibles para realizar deteccidon y en
su caso cuantificacion del evento de modificacion genética.
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PARAMETROS Y CRITERIOS TECNICOS ENC-2

« VARIABLES ARMONIZADAS

ESPECIFICIDAD.

Oligonucledtidos y Sondas especificos fueron
sintetizados para detectar y cuantificar los tres tipos de
ADN diana, conforme a los protocolos que se
encuentran en uso de rutina en los laboratorios de
Nodo Central.

[EUR24526, Ref. QT/ZM/020' y QT/ELE/0017]

(1) Mazzara M. et. al. (2009); ISO/FDIS 21570:2005
(2) Feinberg et. al (2005)
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PARAMETROS Y CRITERIOS TECNICOS ENC-2

ESPECIFICIDAD PARA GEN ENDOGENO: HMG-A

Taxon-target(s)

Primer Forward L-TTGGACTAGAAATCTCGTGLTGA-3

Target element hmgA

Primer Reverse §'-GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT-3'

Target element hmgA

Amplicon length 79 bp

Probe &'-FAM-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-TAMRA-Y

Target element high-mobility-group A (hmgA) gene



qﬁm ESTUDIO NACIONAL COLABORATIVO ENC-2
PARAMETROS Y CRITERIOS TECNICOS ENC-2

ESPECIFICIDAD PARA PRUEBAS DE TAMIZ: CAMV P-35S
A ———

P-E358 hsp70 crylA(b) T-nos
79 pb
GM-target(s)

Primer Forward g -CGTCTTCAAAGCAAGTGGATTG-3

Target element CaMV P-355

Primer Reverse g -TCTTGCGAAGGATAGTGGGATT-3'

Target element CaMV P-355

Amplicon length 79 bp

Probe . -FAM-TCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCA-TAMRA-3'

Target element CaMV 355 promoter



cf%m ESTUDIO NACIONAL COLABORATIVO ENC-2
PARAMETROS Y CRITERIOS TECNICOS ENC-2

ESPECIFICIDAD PARA EVENTO ESPECIFICO: MONS810
A ———

P-E35S hsp70 crylA(b) T-nos
92 pb
GM-target(s)
Primer Forward 5 -TCGAAGGACGAAGGACTCTAACGT-3'
Target element t'-host genome
Primer Reverse 5 -GCCACCTTCCTTTTCCACTATCTT-3'
Target element Insert
Amplicon length 92 bp
Probe £ -FAM-AACATCCTTTGCCATTGCCCAGC-TAMRA-T

Target element DNA sequence in the 5’ IBR
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CRITERIOS DE ACEPTACION ENC-2

1. Calidad del ADN extraido:
Pureza, Integridad, Suficiente Cantidad Recuperada

i
SO

e OD260/280=1.7a2.0

e OD230< 3.0
e Correr Barrido de 220 a 330 nm

e ADN gendmico se observa integro en el gel.

2. Evaluacion del desempeno del proceso de Amplificacion con base
en los Controles Internos y Curva de Calibraciéon de 4 puntos min.

v

Control Ambiental Control de Extraccion  Control Positivo
MRC o Plasmido

Negativo Negativo
heg ) (Heg ) (Positivo)

Control de reaccion
(Negativo)
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CRITERIOS DE ACEPTACION ENC-2

4, | 74
[ #}

3
.
Y

3. Tamafo adecuado de los Productos de Amplificacion
(En funcion del arreglo de Primers utilizados en ENC-2)

HMG-A: 79 pb P35S: 79 pb MONS810: 92 pb
4. Ajuste de la Curva de Calibracion

Forma adecuada, Curvas de Amplificacion :
de las diluciones deben aparecer paralelas, etc.

5. Eficiencia de Amplificacion

Pendiente =-3.1a-3.6 (-3.32 =100%)
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ESTUDIO NACIONAL COLABORATIVO ENC- 2

PARAMETROS ENC-2 X
PRECISION Y EXACTITUD
GM level 1 GM level 2 GM level 3 (optional)
Sample (e.g. CRM) E EJ m
||I_II| b ] llll—ll L4 + III_III | 4 +«
DNA extraction replicates | l | ? $ ‘ v j \ ?
TG AR 0E
PCR replicates H H @ H H H @ H H l‘._' H @ 1. PCR plate
PCR result I PCR result 2 PCR result 1 PCR result 2 PCR result 1 PCR result 2 ) /
WY O A BH HE

\ PCR result 3 PCR sult 4

PCR result 2 PCR sult 4

[
1

PCR result 3 PCR result 4 /

Disefio experimental recomendado por el JRC para evaluar exactitud y
precision. Para el ENC-2 se acordé realizar triplicados de extraccion y de
deteccion con lo que es factible determinar estos parametros.
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PARAMETROS ENC-2 1

™
PRECISION Y EXACTITUD
Alert 4 Situation 1 Situation 2 Situation 3 Situation 4 | Situation 56
limits ideal in control | out of control | out of control | out of control
L
[ *2s
* ® | et ¢
3 8 -|-a_______-._;____......*!_..,,'t_’___ ——_——d
EEl _e® o
€ E
8 g ~- piatatatatatad “T_F;_' ________ TTTTT T
SRR
Run Number FE R :
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PARAMETROS ENC-2

RANGO DINAMICO

Representa el rango de concentraciones sobre las que el
método se comporta de manera lineal en un rango
aceptable de precision y exactitud.

Puede evaluarse en paralelo al Coeficiente de correlacion
R2 vy Eficiencia de Amplificacion de las curvas de
calibracion.

Este factor depende fuertemente de la sensibilidad de los
métodos utilizados.
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Starting quantity = 2 x 10'"" molecules e

—e SRR,
-
Dilution - —
iot o 0 1o o= o ind g {e . :/ ;
tddddt A
REEnnnn =17 777
2x10% 2x10f 2x10f 210 2x10f 2x10F 2x10* 2x10° - ||' = =g
Eﬂpﬁfﬂumbﬂ' L] L] W L I-I L] [ ] [
T e s ww v e
i
.—.m o
- L] B skl b
. 5 — = MX +
'= ki Y:Gt
: o m = slops
: W i
L - b = y-intercept
‘u Ml b e SR IREE sEE AR ¥ = copy number
—
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:
i = Me-aﬁumrﬂﬂilma'talntymm _ _I E
: Repeatability of sample Ftepea‘t.i:ulrtynf[hlﬂ. E Repeatability of real-time = FIEp-EEiaI:uln]rnf l !
; preparation: I extraction: & PCR: I calibration: I :
: - Extraction behaviour E - resulting DNA purity £ - inhibifion i - calibrator value I
I - homogensity | - extracted amounts I - instrument effects I.—mmu.abirlynf I E
z | == f -efc. £ -elc. £ calibrator i
! = ; i -etc I :
! i 1 Method validation 1 :
H ' wsing gDNA solufions i
] ‘ lllllllllllllllllllllllllllll [ H
Method validation usimg mafrix CRMs !
: H
L 1} - J I
L. O g e oM Yoo Sources i

FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

EUR22756EN-2008 DENTRO DE UN MISMO LABORATORIO



Independent
calibration

[

==—=2 INCERTIDUMBRE = XU

= 27t

=¥ DEL METODO

Method validation using matrx CRMs

FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
DENTRO DE UN ESTUDIO COLABORATIVO
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LECCIONES APRENDIDAS
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N B 3 LABS REPORTAN
Ensayos de Cuantificacion P-35S RESULTADOS
DMR 436 llla con calibrantes diversos para p35S
2.0
1.8 t
—
L 16 ®3422(1.55)
> 14
—_ 12 ® 355 % cp/cp
= .
. 1.0
o % 08
— 0.6 —VRC 0.28% (cp/cp)
; 04 3599 0.3
oc 0.2 -
o oo b
3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700
Laboratorio
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3 LABS REPORTAN
Ensayos de Cuantificacion P-35S RESULTADOS
DMR 436 IVa con calibrantes diversos para p35S
| 1.6
—! 14
"'>" ' " 3362 (1.3)
— 1.2
prd . " 355 % cp/cp
O %3422 (0.98) “3599 (0.9)
) o 0.8 -
Z " 0.6 —VRC 0.7% (cp/cp)
>
8 0.4
N . 0.2
0 . . . . . . . .
3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700
Laboratorio
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LIMITACIONES

3 LABS REPORTAN

Ensayos de Cuantificacion P-35S RESULTADOS

TERCER NIVELH

DMR 436 Va con calibrantes diversos para p35S

%

30

25

"3422 (27.86)

20

" 35S % cp/cp

15

10

"3362 (12.0) —VRC 4.28% (cp/cp)

5

3599 (5.6)

0 .

3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700

Laoboratorio
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FORTALEZAS IDENTIFICADAS

e Se ha explorado la posibilidad de establecer una red
de laboratorios de medicion de OGMs integrada por
15 laboratorios con capacidad de analisis.

e 4 |aboratorios de gobierno federal midiendo
cuantitativamente con las técnicas de medicion de
mayor jerarquia metrologica

*9 laboratorios de Universidades y/o Centros de
Investigacion que miden cualitativamente (3 labs) y
cuantitativamente (6 labs)
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FORTALEZAS IDENTIFICADAS

e Los resultados de los dos Estudios Colaborativos
Nacionales han permitido establecer un diagndstico
de capacidades técnicas y requerimientos de
desempeno apropiados para aportar con elementos
técnicos y cientificos al proceso de consolidacion de |la
Red Nacional de Laboratorios de Deteccion y Analisis
de OGMs en México (RNLD-OGM).
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Nuevos Eventos, Nuevas Matrices!

-y

P-E35S  CTP4 CP4 EPSPS T-nos

Figura 2. Representacion esquematica del casete del gen de soja Roundup Ready

(modificado a partir de Padgette et al., 1995).
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Red Nacional de Laboratorios México

Una vez conformada, los laboratorios que
integren la Red seran responsables de cumplir
con criterios minimos de calidad necesarios para
garantizar la obtencion de resultados confiables
y comparables en la deteccion e identificacion
de OGM, con el objeto de colaborar en apoyo a
las acciones de los Laboratorios de Pruebas del
Nucleo Central.



Redes de Bioseguridad de OGMs en México

CIBIOGEM ’ IDENTIFICACION
IDENTIFICACION DEFINITIVA

PRESUNTIVA
RED DE
LABORATORIOS ¢

SAGARPA
SEMARNAT
SALUD
SHCP
SE

NODOS

Monitoreo de efectos derivados del uso de OGMs : Identificacion definitiva de la presencia, tipo y
. al ambiente, cantidad de material transgenico con la finalidad de:

* aladiversidad biologica ) « Apoyar actividades de monitoreo
» efectos sobre salud humana, vegetal y acuicola.

* Impacto socioeconomico « Apoyar actividades de Inspeccion y vigilancia

« Evaluar medidas de mitigacion, control y manejo

Identificacion presuntiva de la presencia o ausencia de OGMs.

 Sustentar averiguacionesy sanciones
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WWW.CIBIOGEM.GOB.MX

Dra. Natalhie Campos Reales Pineda

Subdireccion de Desarrollo e Innovacion Cientifica y Tecnologica
de la Secretaria Ejecutiva de la CIBIOGEM

Email: ncampos@conacyt.mx
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Muestra
Analitica

Principales Fuentes de Variacion Analitica

PCR
measummenf

wqmﬂty Presencia o
Concentracion
de Material GM

REPORTE

PARAMETROS Y VARIABLES A CONSIDERAR EN LA IMPLEMENTACION DE
UN METODO DE ANALISIS

exﬂ'achurl
of targeted
SEgUENCEes
Farficls N
aire "l‘-*
Sampile _ ErR
homogeneify mnddluna
T:r:J-E
DA

Método

(M1 P

@
Sﬁ:.tmge of
calbrards

Repeatabiliy

Tapman et.al. (2009) EUR22756 EN/2-2009



= Conceptos: Validacion y Verificacion

CIBIOGEM

VALIDACION
DEL METODO

Involucra Pruebas de comparacion
Entre varios laboratorios.

Fase 1. Criterios para la aceptacion del método
Gase 2. Requerimientos de desempeno del método /

VERIFICACION

DEL METODO
Implementacion del nuevo método.

El laboratorio receptor/usuario verifica que el

método puede ser utilizado para el propdsito para el
qgue éste fue disefado. ;
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Etapas en la implementacion de un
Meétodo Analitico

1. Disefo y Desarrollo del Método
2. Validacion Interna

3. Pre-validacion

4, Validacion Completa

5. Verificacion del Método

6. Uso del método como herramienta de rutina
para la deteccion de OGM
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