cnzihia coniugato

Anticorpe di caftura

Q
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Sicurezza chimica degli alimenti



ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA’

UIstituto S
istituto
della

—

» OGM nelle fili
azione chimica di origine ambientale, tecnologica e naturale dei prodotti alimentari e mangimi

oro effetti sulla salute;
>
> Sicurezza degli integratori alimentari e degli alimenti destinati a gruppi vulnerabili di popolazi

» Influenza dei cambiamenti climatici sulla sicurezza alimentare;

» 1 LNR OGM ai sensi del Regolamento 1981/2006;
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Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops
in 2017 (ISAAA)

50,000 hectares, or more

LISA 75.0 million
Brazil* 50.2 million
Argenting® 23.6 million
Canada 13.1 million
india* 11.4 million
Poroguay® 3.0 million
Pokiston® 3.0 million
Chino* 2.8 million
South Africa* 2.7 million
. Bolivia* 1.3 million
. Uruguay® 1.1 million
. Australia 0.9 million
. Philippines* 0.6 million
. Myanmar* 0.3 million
. Sugan® 0.2 million
. Spain 0.1 million

. . Mexico® 0.1 million
In 2017, global area of biotech . Colombia* 0.1 million

crops was 189.8 million hectares,
) representing an increase of 3% Less than 50,000 hectares
3 /0 from 2016, equivalent to 4.7 Cisyicris Portugal

Increase million hectares. Honduras* Bangladesh*
from 2016 Chile* Costa Rica*

Source: 154488 2017 * Developing countnes

o e B L L

24 countries which have adopted biotech crops
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Table 2 Ewvolution of global GM crop pipeline®

The global pipeline of GM crops out to 2020

www.nature.com/articles/nbt.3449.pdf
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European
Commission

European Commission > Food > Plant > GMOs > EU Register of authorised GMOs
HEALTH FOOD

= CONSUMERS

GMOS

Legislation on GMO cultivation

A2rn

Registro europeo degli OGM autorizzati s (1

F Y

r

N

Legal notice | Contact | Search | English (en) -

HEALTH AND CONSUMERS

ANIMALS

Authorisation procedure

r

EU Register of authorised GMOs

EU Register of authorised GMOs

Safeguards

Monitoring after authorisation

Co-existence

Trans-boundary movement

Contained use

Mew breeding techniques

Evaluation of GMO cultivation

Reports & studies
PESTICIDES

SEED & PROPAGATION
MATERIAL

PLANT HEALTH - BIOSAFETY

PLANT PROPERTY RIGHTS

STANDING COMMITEES
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Search the register for products containing GMOs e.g. if you type "cotton’, you will get a list of all products containing cotton in their description.

This search covers the EU GMOs register (Regulation EC 1829/2003) and the products subject to EC decisions on withdrawal from the market.

Registered / Withdrawn : | Registered v| Category : | maize v|

Keyword(s) : | |

Search conducted on + Status : Registered - Category: maize

* EU register of genetically modified food and feed

Genetically modified maize

Transformation event
Unique ID
Company

Authorization

Expiration Date Desalls

Genes Introduced / Characteristics Authorized use

Foods and food
ingredients
containing, consisting
of, or produced from
SYN-BTE11-1xMON-
@EE21-9

Maize (Bt11) Genetically modified maize that contains:

SYN-BT §11-1 the crylA (b) gene inserted to confer insect-
resistance
[ syngenta ]
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xy ALTRI DATABASE...... S
g W \/

Custom Search

@

INTERNATIONAL SERVICE
FOR THE ACQUISITION .
OF AGRI-BIOTECH Joinour
ISAAA APPLICATIONS Crop Biotech Update
CcBU mailing list

ISAAA in Brief | ISAAA Programs | Knowledge Center | Biotech Information Resources Ia:u Fondazione

Joiin
now!

| ISAAA | Diritti Genetici

M Pl
B GM Approval Database BIOSAFETY HOMEX FAQ  AIUTO CONTATI  LINK

ISAAA pre:
kehaol . ature X 1 cr ts "
mmercialization and planting and/or for import for food . English Vers
crop and the trait. Entries in the database were sourced p
approving countries and from country regulatory websites.
sugg s for the improvement of the database. Contact
rm.

BIOSAFETY SCANNER

Il software Biosafety er & uno strumento di valutazione utile per lo svol
Geneticamente Modificati (OGM) nelle produzioni vegetall n particolare rife

Latest Update:

January 22, 2019 Nigeria approved cowpea event

d il Paese di
i i alla
ni

Jump to an Event:

VISUALIZZA

eport per paese

un report
ne

VISUALIZZA
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BIOSAFETY FAQ  AIUTO CONTATI  LINK

Report colture GM relativo a Spagna

Bl - o | s convenn PSS

Informazioni generali

Framework normative

{ Livaello 3 (framework normative completa).

Hormativa governativa sulla coesistenza Ho

Colture autorizzate

Event superficie nazicnale superficie nazicnale coltivata a % OGM / Sup.

Colturza \ : :
= autorizzat coltrvata (ha) oGM (ha) Hazionale

Barbabietola 1 Messuna coltvszions

-
A

Colza 1 i

Messuna coltvszions

Cotone

(=]

Messuns coltvszions
Mais 41 137422 118.207 30

Patata i MNessuna coltvszions

[=1]
(4%

[ =)

Riso

[ =)

Messuna coltvszions

Soia 10 Messuns coltvszions

Totale 76 116.207

(=]

Etichettatura

Categoria Etichatt. % ammessa eventi  Tipologia di prodotts
prodotti Cbbligatoria  autorizzati
Food {Si 0.4 Alimenti contenenti o composti da OGM. Alimenti prodotti 2
partire da OGM, incluso gli additivi
Feed { ] 0.4 Mangimi contenenti o composti da OGM. Mangimi prodotti a
Ei partire da OGM, incluso gli additivi




e Reg. (CE) N° 1829/2003 A0S,
Procedura di autorizzazione N—

National
competent
authgrity

Community Reference
Laboratory

A

food assessment :
body of a Member ! public

State '*.,. Envi]"o_nmental
s risk askessment
.'EOOd ¢ Validation
as'sq§§ et B of dftection
: hod

Comments
within 30

: /
v
Applicant Competent EUROPEAN FOOD European Commission __|
e authority Member SAFETY AUTHORITY
State Draft of the
A Member States decision within 3
months

Standing Committee on
the Food Chain and
OPINION Animal Health

Deletion of confidential information
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APPROVAZIONE ASINCRONA DEGLI OGM 6;\?\,/\,

<SWVTo
Vo A
{[NVS (&S

$
AW ¥
AN
£

EU

USA o .
Procedura di

*Procedura di autorizzazione

Diverse procedure di

meno lunga di quella europea autorizzazione autorizzazione molto

Nessun obbligo '_I'urfﬁ? erigorosa
di etichettatura Obbligo di etichettatura

-~

APPROVAZIONE
ASINCRONA

$

OGM NON AUTORIZZATI
Unauthorised Genetically
Modified (UGM)

colture GM commercializzate Necessita monitoraggio
nel mondo; presenza nuovi OGM nella
nuovi eventi GM in fase di catena alimentare e
sviluppo; mangimistica
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OGM o non OGM ?

Validazione

Le filiere del futuro, nuovi scenari e prospettive della sostenibilita, Bologna, 28 marzo 2019



Sviluppo di metodi per I’'analisi di OGM 6”9?\

SANV"' '

N—

% DNA (template) o proteine

s+ Devono essere individ
s Per il DNA: primer

s Per le protein Sviluppo del

s+ Materia

icorpo di cattura

Le filiere del futuro, nuovi scenari e prospettive della sostenibilita, Bologna, 28 marzo 2019



. e e
Saggi immunoenzimatici Qgin( 1

A L
Target Protéin B Tli
Antigen " ELISAtest 5§
Epitope ¢ g “‘I
M
Lateral-Flow Strip test
Antibody
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—RNA sequence A1=" Pro%n Al
— = Protein A2

——>RNA sequence B1 > Brotei
> RNA sequence B2

——>RNA sequence C —> |
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i | |l

PCR specifi
const

OGM
o hon OGM
DNA
amplificabile

Dipartimento di Sicurezza Alimentare, Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria



Approccio MATRICE

| L

amalbysis

P35S e EROS
.
- it S e ol =
o ] R =
# n e -
- L] -'-'-. .F'J
.dﬁ"cﬂ. analy=sis in = D -weell plate formaat Tl
- "] - -
-~ i l._—' '\-._\‘-
L. - B =t |
Endogemons targets GM gemneric targets GMM-specific targets
- - SApar - 35S - g0 = s = burr
- AW - P - OIS = pEM * purr = cry3iRk
- CRL - CELLT3 = crpLARA:
IMssaecialpon curye el Bn versus cyvele
1 [
o8 fpe—— Stk
S 5 1evese
2 e — 0
Cv] L e L R EEEEEEEEERS I T .= =
=0 &5 Fin 75 ] 1 3 5 F 9 11 1% 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Temperatuare {TC0) Cyele murmbeer
Dissociatiarn CUryes Amplication curves
Results analysis
LEC ATRET R P35S eSS wryilolds T Irar PSS - -
— - — - + — — — -+ = . =
[ Ll ] [ = AL Ly oy pPE5S a S P ) Jrar Frear [ s i -
GIS40-3-2 + > r -+ —
— SAS54T 127 + i +
Laa2i —+ _ — +- - —
b e i 1 + — 4 + — — — - P
AACELO — + r - + = = -
MSE = + = ry = == -

<l

DIPARTIMENTO

~

]




CoSYPS (1sp wiv Belgium)

v S Rivelazione: SYBRGreen e curve di melting

Decision support system: foglio excel collegato ad un database OGM
» 7 specie vegetali (mais, soia, riso, patata, cotone, colza e barbabietola)
* 39 eventi OGM

HMG SAH7
Maize Raf  Cotton Ref

Tzg

Eg1zz
Maize Maiza

LLCottonas MON53:
Cotton Cotton

Ghz1
Maiza
method 2

MON2go g
Makze

HMG SAH7
Maize Ref  Cotton Ref

Tag E122
Malze Maize

LLCottonas MOMS31
Cotton Cotton

Az1
Maize
method 2

MiOMggo 17
Makza

[¥o3a
Maiza

[¥o3a
Maiza

Cruk
Dilsaed
rape Ref

MONza10
Maize

MIRG0s
Maiza

372
Maiza
Crud

Oilzaad
rape Ref

MON210

Maiza

MIRGa4
Maiza

3712
Maiza

281-24-236
Cotton

Rf1
Dilsead

281-24-236
Cattan

Rf1
Dilsaad

rape

300 G-210 -
23 Cattan

Rf2
Oilseed

MONza034
Malze

300 G-310 -
23 Cattan

Rfz
Dilseed

rapa

MONBgo34
Makze

Btu
Maiza

Dll.sani

Tnnngf:
Djlszad

MON2Bg13
Cottan

Malze

Dllsani

Tnns'jgf:
Dilsead

rape

MON38913
Cottan

NE&o
Maize

MON1g 45
Cotton

G
Malze
method 1
Msa

il seed
rape

Btiye
Malze

MION 863 1507
Maize Maiza

Rf3 GTr3
ilsead Dilseed
rape rape

MON15g8s
Cattan

Btio
Maiza

NE&o
Makze

MOM1545
Cotton

Mahe
method 1
Msg

Ol seed
rape

Bti7&
Malkze

MON 263 1507
Maize Maiza

Rfy GI73
ilsead Dilsaad
rapa rape

MON15o8s
Cotton

A0S,

Y
ey

N

]



» ) L) » ' ) A - » »
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HMG E3272 E98140 BT11 BT176 |DAS40278|DAS59122| GA21 MIR162 MIRGO4 | MONB10 | MONBS63
g
MON MON MON NKB03 T25 TC1507 LEC A2704 AS547 Cv127 (DP 305423 |DP 350043 |
87460 88017 80034 o
b
~+
FG72 GTS540-3-2 MON MON Cruf GT73 Ms1 M58 RF1 RF2 RF3 T45 a
=4 g7701 | 89788 "' .t
[
LL MON MON
Topas 19/2| Sah7 E281 E3006 GHB119 | GHB614 Cotton2s MON 1445 15085 MON531 88013 T304
HMG E32?2 Eggl.ﬂﬂ T4 oTi17TRA NAS ANIYTRINAC CO1737 = A31 RAIDA ST M'Rﬁm MUNElﬂ MDNBEE
The Eve-PSP includes assays for the
MON MON vo detection of 44 authorized GM events from g
87460 | 88017 | soo: Maize, soybean, oilseed rape and cotton V127 |DP305423/DP 356043 i
listed in the EU Register as of November x
= -
e letsa0.3.2 Eh;;: 2013,_ as well as the 4 corresponding taxon- RE3 145 E
specific assays. 5
Topas 19/2 Sah7 E281 E3006 GHBE119 GHBB14 MON 1445 ‘ ON MONS531 MON T304
15985 88913




Ewuroipsean
Commissian

EU-RL GMFF Home

Legal basis

Tasks and duties
Guidance documents
Status of dossiers
Proficiency tests
Methods database

IRC GMO-Matrioc

IRC GMO-Matrix

Ewent finder

Praspotted plates
IRC GMO-Amplicons
Capacity building

EMGL

Emergencies)
Unauthorised GMOs

Contacts

JOINT RESEARCH CENTRE

JRC GMO-Matrix

1) Select GMO{s):

By taxon(s) | | = Soybean (Glhycine max) | |

Specific GMO{s) | |

2) Select method({s):

Ewvent-spacific | |

Constne ct—spe::iﬁ-:l |

Element-specific

| = QL-ELE-0:0-D19 (CP4-EPSPS ) | | »= QL-ELE-00-014 {bar) |
| QT-ELE-O0-00Z [pat) |

m Export as CSWV

Events

QL-ELE-00-01%9 QL-ELE-00-01< OQT-ELE-QO-002

EM Event 40-3-2 Roundup Ready Sovbean [MOMN-02032-6) 1
EM Event A2704-12 Sovbean (ACS-GMOO5-32)

GM Ewent MONS37ES Soybean (MOMN-39738-1)

GM Ewent DAS-8141%-2 Soybean (DAS-81413-2]
GM Ewent MON B773531 Soybean [MON-S7751-7)

GMBL151 soybean (BCS-GM151-8])

Legend:
[l Mo amplification predicted

1 smplification predicted, imperfect annealing”®
2 amplification predicted, perfect annealing
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Documento di Riferimento per I’analisi degli OGM oo
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2.2.1 DNA concentration .. R e S e A G s A R B 5
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2.3 Acceptance criteria appllc.able to F’CR modules RNy |

2.3.1 Specificity ... T S e e i T 7

2.3.2 Dynamic Ranqe ..... 8
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234 A.mphﬁcataon Efﬁaency _____ 8
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2.3.06 Precision - Rela:we Repeatabrlny Sundard De\nat:on (RSOr) (TN O T < e

- 2.3.7 Limit of Quantification (LOQ} i e e e e e

2.3.8 Limit of Detection (LOD}
2.3.0 Robustness...

e L

3. Phase 2 - Method performance requirements.. s B R AR s st i s i
3.1 Precision - Relative Reproducabtlrty Standard De\nabon (RSDR]
3.2 Trueness ..

3.3 False posmve rate (type I ermror rate) ,,,,,
3.4 False negative rate (type |l error rate) ..

Definition of Minimum Performance 3.5 Probabilty of Detection (POD)...........
el s 0N AN R e B e e

GMO Testing

Annex 1: Definitions relating to targets and application of PCR modules...........cccnecic s ssscanannee 15
Annex 2: Method Verificstion Crileril .. ..o e i sa sesannsis si sinsnsnssameinssaan s sunna sninssasnanisns. DO

Annex 3: Procedure for estimating the robustness of a PCRmodule..........ciciiecisiececcsseccs e sssnsaenes 18

Ewropean Network of GMO Laberatories (ENGL)

2015
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European Commission > JRC > [HCP > EU-RL GMFF

EU-RL GMFF Home
Legal basis

Tasks and duties

Guidance documents

Status of dossiers
Methods database
JRC GMO-Matrix
Capacity building

ENGL

Emergencies/
Unauthorised GMOs

Contacts

GMOMETHODS:

EU Database of Reference Methods for GMO Analisis

Search for
[GMOMETHODS  v| | |

GMD Unique  Identifier:

Quantitative GMO detection PCR methods

+ GMO specific
= Event specific
v Maize
Soybean
Cotton
Qilseed rape
Potato
Rice
* Sugar best
= Construct specific
= Element specific
+ Taxon specific
= Validated independently
= Validated in combination with other method(s)

Released the GMOmethods app for iPad on 20-12-2011.

GMOMETHODS is the EU Database of Reference Methods for
GMO Analysis based on the "Compendium of Reference
Methods for GMO Analysis", assembled by the Molecular Biology
and Genomics Unit (MBG) of the Institute for Health and
Consumer Protection (IHCPY. nominated FEurooean  Union

Qualitative GMO detection PCR methods

« GMO specific

= Event-specific

= Construct-specific

= Element-specific

o Cauliflower Mosaic Virus 355 promoter

(CaMv p-355)
Figwort Mosaic Virus 355 promoter (P-FMV)
Neomycin phosphotransferase II gene (nptIl)
Mopaline synthase terminator (T-nos)
Phosphinothricin - N-acetyltransferase gene
(bar)
+ Taxon specific

= Validated independently

= Validated in combination with other method(s)

= Plant-specific

Last update

Date 1D Description

21/05/2014 QL-ELE-00-016 Qualitative PCR method for
detection of crylAb/Ac gene (BVL
L 15.06-3, 2013).

13/05/2014 QL-ELE-00-008 Qualitative PCR method for
detection of nopaline synthase
promoter (BVL L 00.00-141,
2013).

07/05/2014 QL-ELE-00-015 Qualitative PCR method for

detection of Figwort Mosaic Virus
355 promoter (BVL L 00.00-148,

2014).
05/05/2014 QL-CON-00-  Qualitative PCR method for
012 detection of papaya event 53-1

and 63-1 (ISO/FDIS
MCEQ IS AmA 17017
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DATABASE METODI D’ANALISI

- - - -
e@ (& hitp:/ fwww.detection-methods.com/advanced-search/ R~-Bd ” (& hdvanced Search | Detectio... %

CropLife f ~

TERNATIONA

Meeting challenges in a growing waorld AIATA

Exit to the Main CropLife International Website

e e I I e e e
Welcome to the CLI Database of Detection Methods

Flease use the filters to the right to find specific methods in the list below.

i

o 4.

or Corn) AND
All Crops All Developers All Producis
Canola/Oilzeed Rape ~ BASF Plant Science Company GmbH ~ Agrisure® 3000GT Com/Maize e
Corn/Maize Bayer CropScience Agrisure® CBILL CornMaize
Cotton Dow AgroSciences Agrizure® CB/ILL/RW CornfMaize
Polato W KWS v Agrisure® GT Com/Maize v
Soybean Monsanto Agrizure® GT/CB/LL Corn/Maize
All Events (by common name) All Events (by OECD identifier) All Proteins
281-24-236 x 3006-210-23 ~ DAS-24236-5 x DAS-21223-5 ~ 2mEPSPS ~
39122 D4S3-39122-7 ADD
A2704-12 1LL27 ACS-GME@5-3 CP4EP3PS
Bi11 v SYN-BTO11-1 v Cry1A.105 v
EH92-527-1 EP3-25271-9 Crylab
Sort products by: Product Title | Date Modified
Agrisure® 3000GT (Com/Maize) Protaing: CryiAb, PAT, mCry3A, PMI and mEPSPS ) .
-EIEI;' % MIRED4 ¥ GAZ1 Developed by Syngenta Madified 21/02/2011
AgrlSUFE@ CB/LL {Corni/Maize) Protaine: Cry1Ab and PAT Maodified 21/03i2011
(Bt11) o

Developed by Syngenta

Aﬁrisureti) CB/LL/RW (Corn/Maize) Protaine: Cry1AD, PAT, mCry3 and PA
(B

1% MIRED4)

Developed by Syngenta Modified 21/02/2011

Dipartimento di Sicurezza Alimentare, Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria
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Navigation

* Home

= About Us

= Method Database
* Contact

User login

Username: *

Password: *

I

* Create new account

Home | About Us | Method Database | Contact | Links

Search Database

Search by Event

DATABASE METODI D’ANALISI

OECD Ul [-—any— |
Event [-—Any-— v]
Search for Screen-specific PCR

Element |---AII--- W |
Method Type [-—all-— v]
Probe Type [-—-all--— v]
Search for Gene-specific PCR

Element | - ll-- W
Method Type -—All-— W
Probe Type -—All-— W
Search for Endogenous Reference Gene

Gene -—-&ll-- e
Species ---All--- W
Method Type [-—all-— v]
Probe Type [-—-all--— v]
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ERIO,
o p . ral) E N,

@) P Of ° ° ° ° ° °
- % ¢ Analisi guantitativa mediante PCR Real Time Oy
ke N

Monitoraggio in tempo reale

dell’andamento
della PCR

\

Uso di sonde di ibridizzazione (TaqMan)
legate a molecole fluorescenti (reporter
e quencher)

\ 4

Ct e proporzionale

Threshold
alla quantita iniziale di DNA target

No Template control

REE Ll il L, E’ il ciclo della reazione di \ 4
§ Indica il valore al di amplificazione In cui il segnale
¥ sopra del quale di fluorescenza del campione & Quantificazione
inizia I'accumulo di maggiore rispetto a quello relativa
un amplificato della Threshold
PCR cycle number ‘
transgene
% OGM =
endogeno
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template DNA

forward
primer

3:
5:

AMPLIFICAZIONE e CHIMICHE UTILIZZATE

4th cycle
wanted gene =

<hh cycle
—— <nd cycle

Ist cycle

-

26 68 billion copies

2 - -

4 copics 8 copies

w
]
o
-]

g
2

16 copies

MGB-TagMan

0w
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MACRO PER IL CALCOLO DELLA CONCENTRAZIONE

copie genomiche
slope efficiency (100%)
2.0 F100.0000
40 =20 F o100
- -3.4024 471677 000047 -100.0
- — -3.3981 458267 000047 1000
20! 0.301 -3.322 2 100
25 d 0.2958 -33802" 1497627 976 Lec
. d 0.3034 -3.2967 201097 101.1 RR
Y= -3 129X ¥ J300TT y=-3 3002 + 30304
15100 +————R==0209068 R2=0-0405 inserire slope della retta di taratura
10
1 .-IIII 2 .-II-I 3 .-II-I 11.-'3-3 E.-IIII 600
== Lol -
B
Metodo della curva standard | GM Copy Number [ End.  Copy Number
S1 2000 S1 100000
St “ Standard Curve — Expl161101-2%bis-FAM S 2 1000 S 2 50000
e o S3 500 S3 25000
% 2000 4 = LU {25 o 12,1 1 Standards .
- I e S 4 250 S4 12500
1 o T e (U 1853 U1 87500
H . Y-Intercept: 26562
fen A A e 654 U2 93989
_:z [T [T Sample GM Copy Number Endogenous copy number % GMO
T w0 e ez u1 1853 87500 2,12
Starting Quantity U2 654 73280 0,89
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Foglio1

		

				210900.opd

				sistema zeina

				2-22/mult10

				senza A6,B6,C6,G6

		blank		H6		0

				GM		Copy Number

				S 1		2000

				S 2		1000

				S 3		500

				S 4		250

				U 1		1853

				U 2		654





Foglio2

		

				210900.opd

				sistema 35S

				2-28/mult10

				senza A3,B3,D3

		blank		H3		38.605

						TC		TC:Mean		TC:Std. Dev.		Log SQ		SQ ng		SQ:Mean		SQ:Std. Dev.

				Standard 25 ng		29.416		29.262		0.22		1.398

						29.108		29.262		0.22		1.398

				Standard 5 ng		31.48		31.297		0.26		0.699

						31.114		31.297		0.26		0.699

				Standard 1 ng		34.568		34.081		0.46		0

						33.651		34.081		0.46		0

						34.024		34.081		0.46		0

				Standard 0.5 ng		35.047		35.013		0.05		-0.301

						34.978		35.013		0.05		-0.301

				Standard 0.25 ng		35.368		35.775		0.45		-0.602

						36.254		35.775		0.45		-0.602

						35.703		35.775		0.45		-0.602

				Standard 0.05 ng		37.323		37.347		0.37		-1.301

						37.728		37.347		0.37		-1.301

						36.991		37.347		0.37		-1.301

				Sample A		39.332		38.077		1.35		-1.821		0.02		0.05		0.05

						38.247						-1.467		0.03

						36.654						-0.947		0.11
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Foglio1

		

				210900.opd

				sistema zeina

				2-22/mult10

				senza A6,B6,C6,G6

		blank		H6		0

				End.		Copy Number

				S 1		100000

				S 2		50000

				S 3		25000

				S 4		12500

				U 1		87500

				U 2		93989





Foglio2

		

				210900.opd

				sistema 35S

				2-28/mult10

				senza A3,B3,D3

		blank		H3		38.605

						TC		TC:Mean		TC:Std. Dev.		Log SQ		SQ ng		SQ:Mean		SQ:Std. Dev.

				Standard 25 ng		29.416		29.262		0.22		1.398

						29.108		29.262		0.22		1.398

				Standard 5 ng		31.48		31.297		0.26		0.699

						31.114		31.297		0.26		0.699

				Standard 1 ng		34.568		34.081		0.46		0

						33.651		34.081		0.46		0

						34.024		34.081		0.46		0

				Standard 0.5 ng		35.047		35.013		0.05		-0.301

						34.978		35.013		0.05		-0.301

				Standard 0.25 ng		35.368		35.775		0.45		-0.602

						36.254		35.775		0.45		-0.602

						35.703		35.775		0.45		-0.602

				Standard 0.05 ng		37.323		37.347		0.37		-1.301

						37.728		37.347		0.37		-1.301

						36.991		37.347		0.37		-1.301

				Sample A		39.332		38.077		1.35		-1.821		0.02		0.05		0.05

						38.247						-1.467		0.03

						36.654						-0.947		0.11
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Foglio1

		

				210900.opd

				sistema zeina

				2-22/mult10

				senza A6,B6,C6,G6

		blank		H6		0

				Sample		GM Copy Number		Endogenous copy number		% GMO

				U 1		1853		87500		2.12

				U 2		654		73280		0.89

				U 3		312		93989		0.33





Foglio2

		

				210900.opd

				sistema 35S

				2-28/mult10

				senza A3,B3,D3

		blank		H3		38.605

						TC		TC:Mean		TC:Std. Dev.		Log SQ		SQ ng		SQ:Mean		SQ:Std. Dev.

				Standard 25 ng		29.416		29.262		0.22		1.398

						29.108		29.262		0.22		1.398

				Standard 5 ng		31.48		31.297		0.26		0.699

						31.114		31.297		0.26		0.699

				Standard 1 ng		34.568		34.081		0.46		0

						33.651		34.081		0.46		0

						34.024		34.081		0.46		0

				Standard 0.5 ng		35.047		35.013		0.05		-0.301

						34.978		35.013		0.05		-0.301

				Standard 0.25 ng		35.368		35.775		0.45		-0.602

						36.254		35.775		0.45		-0.602

						35.703		35.775		0.45		-0.602

				Standard 0.05 ng		37.323		37.347		0.37		-1.301

						37.728		37.347		0.37		-1.301

						36.991		37.347		0.37		-1.301

				Sample A		39.332		38.077		1.35		-1.821		0.02		0.05		0.05

						38.247						-1.467		0.03

						36.654						-0.947		0.11
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QUANTIFICAZIONE DELL" EVENTO OGM

5 Pabinger et al. / Biomolecular Detection and Quantification 1(2014) 23-33

Experiment Design

Y

gPCR run

output: raw fluorescence values

)

Fluorescence analysis

baseline subtraction

Cocalculaton | Effciency caloulathon

v

Absolute quantification
Standard (calibration) curve

Relative quantification

i

Absolute quantification
digital PCR (dPCR)

Standard curve

Y

Quantification
absolute
Fiucrescence unils || Targel mokoiies

Mormalization

| Single reference || Multple references
Y
Quantification

relative
o ethcency (a0Gq)|| Inchoe e

Error propagation

Counting

¥

Quantification
absolute

Poeson statistcs

F

Statistical data analysis

ANOVA

1-iest | +

Graphical visualization

Beoplols [ Heatmag
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QQ?BIO ° ™ °
o 11‘)‘3 Real-Time PCR (qPCR) versus Digital PCR (dPCR): AN,
vk quale e come scegliere N
Differenze
Caratteristiche qPCR

||||||||||||||||||||||||||

Similarita Format  well - partizioni
o Stesso metodo di eppendort w droplets —JeEas
preparazione del campione; Volume Max 50yl Da 6nL per
partizione a 1pL per
o Stessi componenti della droplet
reazione di amplificazione: Range dinamico Teoricamente 1-10" 1-10% copie
PCR Master Mix. sonde Copie di DNA target (partizioni/droplets
? >
fluorescenti, primers, DNA
target; Determinazione Curva di Approssimazione
del campione calibrazione binomiale: n° di
o Ampio range dinamico incognito | partizioni/droplets

positive e numero
totale di partizioni
analizzate

o Capacita di lavorare in
multiplex
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S . . e .- . . . A7~
¥ Analisi quantitativa mediante Digital PCR ?’J&NV/,

il DNA estratto
viene ‘inserito’ in
piccole gocce, ogni
singola goccia si
comporta come un
singolo tubo PCR

Risultati

000 1000 1000 1000 1000

Ogni pozzetto della piastra in
silicio del chip rappresenta
un’unita capace di fornire un
segnale positivo (molecola di
DNA target associata alla
sonda che fornisce il segnale
di fluorescenza ) o negativo
(assenza del DNA).

f
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Data points above threshold 18,077 of
18,089

— Inidi( numero totale di pozzetti )
copie /o ““‘numero dei pozzetti negativi

pl— volume di ripartizione (ul)

7000 8000

1
2
2

bageline sublracted gain

3000 4000 5000 6000

Oe+00

2000 4000 6000 8OO0 10000 12000

observation
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Multiplexing

Approcci disponibili per rilevamento degli 6"93\

qPCR dPCR LAMP

U 3

Standard ﬁbsnlute Rapld Cheap
melhnd quanl.iﬁcauun and portable

PCRCGE Microarray  Luminex

OGM

SANV"' '

N

T

DNA walking + Sanger sequencing
Plant genome Transgenic cassetle

Junction g —_ @

DNA walking + NGS

—_ X

Sultablc fur _@_

Targeted NGS: enrichment target

Suitable for Q
D

/ Sanger sequencing: shotgun \

NGS: whole genome sequencing

Reference genome

N /
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http://dx.doi.org/10.1155/2015/392872

Strategie per I'analisi degli OGM non autorizzati

How get the DNA sequence information and better discrimination ?

g h —_—ﬂni-’ﬂ‘ [ Mo GMO detected |
{ gPCR screening - .

BN | Positive signals ?
p35s | - : -
- Yes — [ EMO detected | For discrimination:
b . To awoid that explained EU
# authorized GMO concealed
EU unawthorized GMO !
i i .""--_ e
e — To get DNA sequence information: '
L » STEP 1: DNA walking anchored on key targets (earlier positive in gPCR screening)
* STEP 2: Next-Generation-Sequencing (NGS) applied on generated PCR products
\ * STEP 3: Analysis of generated sequences ,
. o
To get DNA fragments of interest l

Seguences explained by EU authorized GMO ?

= . 7N\

Presence of EU = Proof!
unauthorized GMO prowved '

% Identification and quantification of
i EU authorized GMO by gPCR .

- — h
2014, 2015, 2018
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PUNTI SALIENTI DELLA NORMATIVA UE

<SIVT 'o
“Linys O

<+ Autorizzazione all’ immissione nella filiera agroalimentare e | .
mangimistica solo dopo valutazione del rischio positiva da parte
dellEFSA ed autorizzazione da parte degli organi competenti della

UE

-+ Etichettatura degli alimenti o mangimi in cui sia presente
materiale che contiene, é costituito da, o € prodotto a

partire da OGM, ad una concentrazione > 0.9%. La
soglia € ridotta allo 0,1% per gli eventi la cui
autorizzazione € scaduta oppure scaduta ed in corso di
rinnovo, limitatamente ai mangimi.

4+ Tracciabilita in tutte le fasi di immissione in commercio lungo
la filiera di produzione e distribuzione

4+ Coesistenza tra piante di tipo convenzionale, biologico e GM
a partire dal seme lungo tutta la catena di produzione

Le filiere del futuro, nuovi scenari e prospettive della sostenibilita, Bologna, 28 marzo 2019
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ATTORI DEL CONTROLLO UFFICIALE 6:9? j

Coordinamento e pianificazione Ispezione e campionamento Controllo analitico

Commissione IZS Lazio e
Europea USMAF e PIF Toscana

DG SANTE,EURL)

1ZZSS

Ministero della NAS ARPA

Salute Nuclei
antisofisticazioni e
‘ sanita dell’Arma

ASL

1SS

Istituto
Superiore

Regioni e
Province
autonome di Sanita
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SERIO
S N

o ’ <
f; ’Q g 6 DIPARTIMENTO ’
“ES N

European Union Reference Laboratory

for GM Food & Feed

Assistito dal Network Europeo dei Laboratori OGM (ENGL), di cui € Coordinatore
costituito da esperti dei Paesi membri, dei Paesi dell’Area Economica Europea e dei
Paesi candidati all’adesione all’lUE, per discutere argomenti tecnico-scientifici correlati

al campionamento, alla rilevazione, alla identificazione ed alla quantificazione degli
OGM.

eUROPEAN NETWORK [l JRC
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AQ\‘RIOR& s ;E

f\¥ — O, L L4 L4 L4 L L4 L4 L 7 \
s & £ Laboratori del controllo ufficiale di alimenti e mangimiGM T -
- W

DIPARTIMENTO

SANV"' '

o Reg. (CE) n. 882/2004 (sostituito dal Reg (UE) 2017/625) —

1. Tracciabilita ed etichettatura
di OGM autorizzati

3. Ricerca di OGM non
~ 8 autorizzati noti ma problematici
25 Sardegns | per mancanza di procedure
armonizzate o per difficolta a
7 g1y ASF Palermo reperire campioni di controllo
(es. papaya, biomasse batteriche
GM, Bacillus subtilis GM)

17 laboratori prima istanza +
1 laboratorio seconda istanza
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. X £ Laboratori del controllo ufficiale NILO s 1

Istituti Zooprofilattici Sperimentali
e |ZS Piemonte, Liguria e Valle

d’Aosta

e |ZS Lombardia ed Emilia ARPA/APPA
Romagna e APPA Bolzano

e |ZS Venezie e ARPA Friuli

e |ZS Umbria e Marche Venezia Giulia

e |ZS Lazio e Toscana
e |ZS Abruzzo e Molise

¢ IZS Mezzogiorno ASL

e |ZS Puglia e Basilicata ® ASL Cremona

e |ZS Sardegna e ASL Milano

e 1ZS Sicilia e ASP Palermo*
e ARPA Puglia

e ARPA Campania

17+ + LABORATORI
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JRC TECHNICAL REPORTS

Recomm
measure
system t
compara
GM conte
legislatio

JRC TECHN

European Network
Working Group “Se
Working Group Rep

JRC TECHNICAL

JRC TECHNICAL REP
Detection, Interpretatit

Reporting on the prese
authorised and unauth
genetically modified me

Definition of Minimum K
Requirements for Analy
GMO Testing

JRC TECHNICAL REPORT

Guidelines for sample preparation
procedures in GMO analysis
Prepared by the ENGL ad hoc

waorking group on “somple
preparotion procedures”

Eurnpean Metwork of GMD Laboratones (ENGLI

2015
it
R ooroh
Cam

e e ey
European Metwork Working Group
of GMO Laboratorias Repart 2017

Wl 1273
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» Advisory Group on Selection of Methods for Validation — AG SMV
» WG on Update of methods — WG-UpMeth
» WG on Digital PCR — WG-dPCR

> WG on ENGL Procedures - WG-Proc

» WG on Multiplex PCR methods - WG-mpPRC
» WG on Good practice/quality of DNA sequencing data - WG-seq

> WG on DNA extraction - WG-DNAex
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X Piani di controllo 5

PNAA
2018-2019-2020

PIANG NAZIONALE DI CONTROLLO UFFICIALE SULLA
PRESENZA DI ORGANISMI GENETICAMENTE
MODIFICATI NEGL! ALIMENT!
RISULTATI ANNO 2017

FIAND MAZIONALE
I CONTROLLO UFFICIALE
SULLALIMENTAZIONE DEGLIANIMALL

Piani Regionali

Piani di emergenza:

« Mais Bt10 non autorizzato proveniente dagli USA

* Riso LL 601 non autorizzato proveniente dagli USA

* Riso non autorizzato proveniente dalla Cina Bt63, Kefeng 6 e KMD1
 Lino FP967 non autorizzato proveniente dal Canada

* Frumento MON 71800 proveniente dagli USA
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Positivitd RISO
all'importazione

Sul territorio

nazionale 0 NC
il

PROVENIENZA MATRICE

3 campioni positivi di iso GM non autorizzato (Decisione 2013/287/UE) allimportazione

NON REGOLAMENTARI PNAA 2017

e MONITORAGGIO 3 campioni (1 etichettatura, 2 non autorizzati) NC
e SORVEGLIANZA 2 campioni (etichettatura) NC

 EXTRAPIANO: 6 monitoraggi, NESSUNA NON CONFORMITA’

Le filiere del futuro, nuovi scenari e prospettive della sostenibilita, Bologna, 28 marzo 2019

n campioni




cnzihia coniugato

Anticorpo di cattura

o

DIPARTIMENTO I

@EV/ Dipartimento di Sicurezza Alimentare, Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria

Sicurezza chimica degli alimenti
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