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ANTEPROYECTO DE DIRECTRICES SOBRE CRITERIOS RELATIVOS A LOS METODOS
DE DETECCION E IDENTIFICACION DE ALIMENTOS OBTENIDOS POR MEDIOS
BIOTECNOLOGICOS

(En el Tramite 3 del Procedimiento)

La 29.% reunion del Comité del Codex sobre Métodos de Analisis y Toma de Muestras acordd proponer
nuevas tareas relacionadas con la elaboracion de criterios relativos a los métodos de deteccion e
identificacion de alimentos obtenidos por medios biotecnologicos. Se acordd que, con sujecion a la decision
de la Comision, el Anteproyecto de Directrices que se presenta en el documento de trabajo CX/MAS 08/29/8
se distribuiria en el Tramite 3 para recabar observaciones (ALINORM 08/31/23, parrs. 87-93).

La Comision, en su 31.° periodo de sesiones, tras haber debatido la cuestion, aprobd las nuevas tareas
relacionadas con las Directrices sobre criterios relativos a los métodos de deteccion e identificacion de
alimentos obtenidos por medios biotecnologicos (ALINORM 08/31/REP, parrs. 94-97 y Apéndice X).

A través del presente documento se distribuye el Anteproyecto de Directrices en el Tramite 3 para recabar
observaciones y para su examen por parte de la 30.* reunion del Comité del Codex sobre Métodos de
Andlisis y Toma de Muestras. Los gobiernos y las organizaciones internacionales que deseen formular
observaciones deben transmitirlas por escrito, preferiblemente por correo electronico, a la Secretaria de la
Comision del Codex Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS sobre Normas Alimentarias, FAO, Viale
delle Terme di Caracalla, 00153 Roma (Italia), nimero de fax: +39 (06) 5705 4593, correo electronico:
codex@fao.org, con copia al Punto de contacto del Codex en Hungria, Oficina de inocuidad de los alimentos
de Hungria, H-1097 Gyali t 2-6, Budapest (Hungria), nimero de fax: +36 13879400, correo electronico:
HU_CodexCP@mebih.gov.hu, antes del 1.° de febrero de 2009.




APENDICE I: DIRECTRICES PARA LA VALIDACION Y REQUISITOS DEL CONTROL DE
CALIDAD DEL ANALISIS DE ALIMENTOS OBTENIDOS POR MEDIOS BIOTECNOLOGICOS

INTRODUCCION
Criterios del método

La Comision del Codex Alimentarios hace especial hincapié en la aceptacion de métodos de analisis que
hayan sido “completamente validados” mediante un ensayo en colaboracion que sea conforme a protocolos
aceptados internacionalmente. En algunos sectores, incluido el de los alimentos obtenidos por medios
biotecnologicos, existen pocos métodos de analisis que hayan sido validados completamente. Por lo tanto, el
Codex también ratifica mediante protocolos de validacion de un laboratorio unico de referencia. En esta area,
podria haber presion a favor de la adopcidon de la validacion formal por parte de un laboratorio tnico como
medida provisional en caso de no que no existieran datos de ensayos en colaboracidon. Sin embargo, los
métodos empleados para la deteccion de alimentos obtenidos por medios biotecnologicos pueden ser
aplicados por diversos laboratorios, que es lo que se pretende, y, por lo tanto, deben ser validados por
estudios de varios laboratorios en colaboracion tan pronto como sea posible.

Actualmente se estan desarrollando muchos métodos de deteccion, identificacion y cuantificacion de
alimentos obtenidos por medios biotecnologicos. Antes de que se acepte su uso por parte del Codex, deben
ser validados para garantizar su adecuacion para este fin.

No obstante, los dos enfoques mas comunes (Anklam et al., 2002) son los métodos basados en ADN
dirigidos a detectar una secuencia especifica de ADN (diana) (Lipp et al. 2005; Holst-Jensen et al., 2004,
Miraglia et al., 2004) y los que se basan en la deteccion de las propias proteinas o sus actividades (Grothaus
et al., 2007). En lo que respecta al analisis basado en el ADN, el enfoque de la reaccioén en cadena de la
polimerasa (PCR) es el que se aplica de manera mas general actualmente, a pesar de que se podrian emplear
otros métodos basados en ADN con o sin fase de PCR para realizar la medicion en caso de que se validaran
adecuadamente. En el presente documento se examinan los enfoques basados en ADN y los basados en
proteina.

Los criterios convencionales adoptados por el Codex para la evaluacion de los métodos de analisis son:

e laconformidad

e laaplicabilidad (matriz, intervalo de concentracion y preferencia dada a los métodos “generales™)

e ¢l limite de deteccion

e ¢l limite de cuantificacion

e la precision; la repetibilidad en el mismo laboratorio, la reproducibilidad entre laboratorios (en el mismo
y en otros laboratorios)

e laselectividad

e lasensibilidad

e lalinealidad

Las directrices abordan estos requisitos del sector de los alimentos obtenidos por medios biotecnologicos y
anticipan que es probable que tengan que ampliarse (por ejemplo, para la PCR) con otros elementos, como:
para los métodos basados en ADN

e lalongitud del amplicon

e siel método es especifico al instrumento

e i existen diferencias entre los métodos de deteccion basados en la PCR cualitativos y cuantitativos
e i se realizan amplificaciones simples o de tipo multiplex de la PCR

para los métodos basados en proteina
e equivalencia de los reactivos a lo largo del tiempo

El proceso de validacion del método aceptado por el Codex comprende la definicion de los requisitos del
método, la comprobacion de que el método cumple dichos requisitos cuando es aplicado, por ejemplo, por



varios laboratorios de paises diferentes y la documentacion sobre el rendimiento del método y la
incertidumbre de la medicion.

Enfoque por criterios

La Comision del Codex Alimentarius ha aceptado el “enfoque por criterios” para los métodos de andlisis.
Este enfoque no abarca los procedimientos empiricos/de definicion del Codex Tipo 1. Es necesario garantizar
la incorporacion de este enfoque a las directrices del Codex sobre los métodos de analisis para la validacion
de alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos.

Calidad del laboratorio

La Comision del Codex Alimentarius ha adoptado directrices para la “calidad” de los laboratorios que
participan en la importacioén y la exportacion de alimentos. Estas caracteristicas de calidad se basan en el
cumplimiento de la norma ISO/IEC 17025, la comprobacion de la competencia y el control interno de la
calidad, asi como en el uso de métodos de analisis validados segin los requisitos del Codex. Estas directrices
generales proporcionan informacion y dictan los requisitos que deben cumplir los laboratorios que trabajan
en el sector de los alimentos obtenidos por medios biotecnologicos.

Incertidumbre de la medicion

El Codex ha elaborado directrices sobre la incertidumbre de la medicion. Las directrices exigen que los
laboratorios estimen la incertidumbre de sus mediciones cuantitativas. Este hecho es muy importante y tiene
consecuencias para las mediciones efectuadas en el sector de los alimentos obtenidos por medios
biotecnologicos, en el que los controles analiticos podrian ser menos eficientes que los analisis de otras areas
del sector alimentario. A menudo no se presta atencion al hecho de que el grado de incertidumbre de la
medicion es mucho mayor en este sector analitico de lo que cabria esperar.

En el caso de los métodos basados en ADN, la incertidumbre también podria deberse a factores bioldgicos.
Por ejemplo, una muestra podria contener material de granos hemicigoticos (por ejemplo, Zea mays) en el
que la fuerza de la sefal dependa de si la secuencia diana fue introducida por el progenitor macho o hembra.
Ademas, las diferentes secuencias diana (especialmente en el caso de los métodos de confirmacion) podrian
estar contenidas en algunas o todas las muestras de grano. Dado que el grado es desconocido, el efecto no se
puede determinar de manera precisa, si bien se debe incluir en la incertidumbre de las mediciones. En el caso
de los métodos basados en proteina, es posible que varien los niveles de expresion de la proteina y/o la
eficiencia de extraccion de las proteinas. No obstante, tanto los métodos basados en ADN como los basados
en proteina se pueden utilizar en submuestras o en semillas individuales, dado que el posible impacto de tal
variacion biologica se ve muy reducido.

INFORMACION QUE SE DEBE PROPORCIONAR AL CODEX CUANDO EL CCMAS SE
PROPONE EXAMINAR LA ADOPCION DE UN METODO PARA LOS ALIMENTOS
OBTENIDOS POR MEDIOS BIOTECNOLOGICOS

En el Anexo I figura la informacion que se debe proporcionar al CCMAS cuando éste se propone considerar
la ratificacion de un método. En el anexo se enumeran las consideraciones generales y los requisitos
especificos.

A medida que la metodologia para identificar y cuantificar los alimentos obtenidos por medios
biotecnologicos se desarrolle, los requisitos especificos se convertiran en criterios de rendimiento para que
sean conformes al “enfoque por criterios” adoptado por el Codex.

DEFINICIONES

Existen varias definiciones del Codex aplicables al analisis de los alimentos obtenidos por medios
biotecnoldgicos. En el Anexo Il se presentan las definiciones propuestas.

DESARROLLO DEL METODO HACIA LA VALIDACION FORMAL
Aplicabilidad del método

Este es un criterio muy importante en el analisis de los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos. En
principio, el método deberia ser aplicable a la matriz pertinente en el sistema del Codex. Cuando se trata de
un alimento obtenido por medios biotecnoldgicos en particular, es adecuado exigir a aquéllos que tratan de
que sea ratificado que proporcionen informacion acerca del método de analisis apropiado para el producto en
concreto e, idealmente, acerca de la matriz en la que es probable que vaya a ser empleado. En el caso de



métodos de “uso general” para identificar y cuantificar alimentos obtenidos por medios biotecnologicos,
deberia haber disponible al menos un método de extraccion aplicable a una matriz general.

Como ejemplo, se exige de un método de extraccion, independientemente de la matriz a la que vaya a ser
aplicado, que contenga ADN de suficiente integridad estructural y pureza en suficiente cantidad para permitir
que se realice una evaluacion apropiada del rendimiento de las fases posteriores del método que se vayan a
realizar (por ejemplo, la amplificacion adecuada del ADN durante la fase de PCR). Este hecho se puede
comprobar, por ejemplo, estableciendo una serie de diluciones del ADN molde y determinando el valor Ct
(el umbral de namero de ciclos tras los que la sefal de fluorescencia que se mide cruza un valor
umbral entre diluciones establecido por el usuario) de cada dilucion. En el andlisis en tiempo real de la
PCR, los valores Ct se pueden usar para estimar la eficiencia de la PCR. El analisis de las diferencias entre
las diluciones del ADN molde corresponde al factor de dilucion; por ejemplo, si el ADN se diluye
10 veces, la diferencia teorica de los valores Ct deberia ser aproximadamente 3,32, y si el ADN se
diluye cuatro veces, la diferencia deberia ser 2. Estos numeros son tedricos y podrian no lograrse en
situaciones reales. Las desviaciones significativas con respecto a esta relacion podrian indicar que el ADN
extraido contiene inhibidores de la PCR, que la solucion de ADN no es homogénea o que la cantidad de
ADN es tan baja que la variacion estocastica de la cantidad de ADN en las reacciones da como resultado
estimaciones cuantitativas imprecisas.

La cantidad y la naturaleza del ADN vy la proteina diana, presentes en los alimentos y los ingredientes de los
alimentos, que se pueden medir podrian verse afectadas en las diversas fases de elaboracion. Los cambios
que sufre una proteina durante la elaboracion podrian provocar la desnaturalizacion y, si bien los ensayos
basados en proteina se pueden aplicar a alimentos o piensos elaborados, se deben tomar precauciones para
asegurar que el ensayo esté validado y sea apropiado para el fin especifico. Habitualmente, los ensayos
basados en proteina se han venido aplicando a productos muy poco elaborados (harina de maiz y soja, copos
de soja desgrasados, leche de soja, tofu, etc.), aunque se han desarrollado aplicaciones para productos muy
elaborados, como la harina tostada de soja y las proteinas aisladas.

La elaboracion podria tener una influencia similar en la detectabilidad del ADN diana.
Proceso de validacion

La validacion del método es un proceso de determinacion de las caracteristicas y las limitaciones del
rendimiento de un método analitico y de identificacion de las influencias que podrian alterar las
caracteristicas y en qué medida podrian hacerlo. Los resultados de un proceso de validacion definen qué
analitos pueden determinarse en qué tipo de matrices en presencia de qué interferencia. El ejercicio de
validaciéon da como resultado valores precisos y conformes de un método analitico en particular en las
condiciones examinadas.

La validacion formal de un método representa la conclusion de un proceso largo que comprende los
siguientes pasos principales:

e Validacién previa del método. Se puede recomendar la validacion previa, pero deberia realizarse
caso por caso, en funcion de las necesidades. La validacion previa debe garantizar que un método
tiene un rendimiento que permite que se llegue a una conclusion exitosa del estudio de validacion, es
decir, la validacion previa debe proporcionar pruebas del cumplimiento del rendimiento o los
reglamentos exigidos. La validacion previa debe realizarse de preferencia con la participacion de 2-
4 laboratorios. Deben realizarse andlisis estadisticos (por ejemplo, de la “repetibilidad” y la
“reproducibilidad”) en funcién del procedimiento de validacion que vaya a utilizarse posteriormente.

e Validacion completa del método. La validacién completa requiere muchos recursos y nicamente
debe realizarse para los métodos que hayan sido comprobados adecuadamente con anterioridad.

La validaciéon completa mediante un ensayo en colaboracion es una tarea cara y, normalmente, sélo se realiza
una vez que el método ha demostrado tener un rendimiento aceptable en un tnico laboratorio y en un estudio
de validacion previa.

Enfoque modular de la validacion del método



El término “método” hace referencia a todos los procedimientos experimentales necesarios para estimar el
mesurando en una matriz en particular. Para un material en concreto, podria comprender los métodos de
extraccion del ADN y la cuantificacion final en un sistema de PCR. En tal caso, toda la cadena, desde la
extraccion hasta el método de PCR (u otro equivalente) constituye un método, aunque las diferentes partes
del método se pueden examinar por separado (por ejemplo, la validacion modular). Sin embargo, es posible
utilizar el mismo método de preparacion de la muestra (por ejemplo, moler) en combinacién con el mismo
aislado de ADN para diversos analisis de PCR posteriores (Holst-Jensen et al., 2004). En tal caso, cada
método debe ser validado independientemente, aunque el sistema entero puede combinarse en un enfoque
modular, lo que ofrece ventajas econdmicas.

AUn no se ha demostrado que el enfoque de la validacion modular se pueda aplicar a los métodos basados en
proteina.

CRITERIOS DE ACEPTACION DEL METODO [Condiciones necesarias para la validacion
completa]

Para evaluar un método antes de la validacion completa, es necesario disponer de informacién sobre el
método y sobre su comprobacion. En el Anexo I figura informacion a este respecto.

El método sera evaluado con arreglo a la informacioén que haya sido proporcionada al Codex. La evaluacion
debe verificar el cumplimiento de los prerrequisitos de principio para utilizar el método para fines del Codex.
En esta seccion se describen los criterios de aceptacion del método que éste debe cumplir para que se pueda
llevar a cabo una validacion previa y un ensayo completo en colaboracion.

Condiciones de principio

La provision del método de deteccion tiene por objeto facilitar principalmente los requisitos de la medicion
de productos obtenidos por medios biotecnoldgicos. Para que sea util para estos fines, el método puede
detectar y cuantificar la secuencia diana de ADN especifica al taxén o la proteina derivada de éste en el
producto; en la mayoria de casos, se puede lograr empleando métodos basados en proteina o en ADN.

En la realizacion del ensayo, se deben utilizar materiales de referencia relacionados con el acto de
transformacion.

Actualmente, el método de deteccion basado en ADN consiste tipicamente en la metodologia de la PCR e
incluye:
- un protocolo que describe un método de extraccion que es aplicable a una matriz pertinente;

- una descripcion de las secuencias cebadoras del oligonucledtido que identifican de manera
inequivoca la secuencia de ADN diana;

- una descripcion de las secuencias de sonda del oligonucledtido fluorescente que identifican de
manera inequivoca la secuencia de ADN diana, cuando proceda;

- una descripcion de las secuencias cebadoras del oligonucleotido que amplifican una secuencia
endogena de genes aplicable a las especies hospedadoras en particular;

- un protocolo que describe las condiciones, incluido el aparato empleado, en las que se puede
utilizar la PCR para detectar la secuencia de ADN diana;

- muestras de control apropiadas, de estar disponibles. No obstante, la deteccion de ADN o proteinas
derivados de alimentos desconocidos obtenidos por medios biotecnologicos no permite el uso de
muestras de control, ya que éstas normalmente no estan disponibles, si bien se podria desarrollar el
plasmido y utilizarlo como muestra si estd disponible la informacion sobre la secuencia de ADN
buscada;

- descripciones de las operaciones realizadas para calcular el resultado.
Los métodos basados en proteina normalmente consisten en un método cuantitativo o cualitativo. En este
ultimo caso, se trata habitualmente de un sistema ELISA, que consiste en lo siguiente:

- una microplaca recubierta por un anticuerpo;



- un anticuerpo secundario conjugado con una enzima;

- estandares;

- controles;

- un sustrato enzimatico para el desarrollo del color;

- solucién tamponada limpiadora y para la extraccion de muestras.

La cuantificacion se realiza comparando la cantidad de proteina encontrada en la extraccion o las
extracciones con la cantidad de proteina expresada en la parte pertinente de la planta (por ejemplo, semilla o
grano).

El método cualitativo puede consistir en un ELISA o un dispositivo de flujo lateral que comprende lo
siguiente:

- una almohadilla de muestra;

- una almohadilla conjugada;

- una membrana de nitrocelulosa;

- una almohadilla de absorcion con un soporte fino de plastico.

El proveedor del método debe demostrar que el método cumple los siguientes requisitos:

(2) Los métodos basados en ADN especificos al acto de transformacion deberian permitir la deteccion,
identificacion y cuantificacion inequivocas de una transformacion.

Actualmente, la mejor opcion en lo que respecta a la especificidad de un método en relacion con la
transformacion, en caso de que la técnica elegida sea la PCR, consiste en centrarse en una region
genomica especifica a las transformaciones utilizando un conjunto de oligonucledtidos (cebadores) que
provocan la amplificacion de dicha region. Entre los varios tipos de regiones gendmicas especificas a
la transformacion, la relacionada con la confluencia de la insercién recombinante y el ADN genoémico
hospedador sera probablemente la ubicacion escogida. Sin embargo, cuando se pueda localizar una
secuencia de ADN unica en la inserciéon recombinante, dicha secuencia (denominada normalmente
construccion especifica) también podra ser abordada por los cebadores oligonucledtidos adecuados y
amplificada mediante una PCR. Se recomienda identificar el fragmento amplificado, por ejemplo
mediante hibridacion con sonda o cualquier otro método equivalente.

(3) Los ensayos cualitativos realizados de tal manera que el niimero de submuestras positivas y negativas
(reservas) obtenidas de una muestra puede permitir estimar el contenido en grano obtenido por medios
biotecnoldgicos del material (Remund et al., 2001).

(4) Todos los métodos deben ser aplicables a los materiales indicados en su ambito, asi como a materiales
de control de calidad y referencia adecuados, cuando estén disponibles.

Cabe sefalar que, actualmente, solo se puede realizar la cuantificacion relativa, lo que implica que se mide el
material de ADN recombinante relativo al ingrediente o la especie correspondientes.

REQUISITOS DEL ENSAYO EN COLABORACION
Informacion general

La finalidad del ensayo en colaboracion es validar completamente los datos resultantes de los ensayos
previos mediante un ejercicio de validacion previa o de laboratorio unico y determinar la precision
metodologica en lo que respecta a la repetibilidad y la reproducibilidad.

Se deben interpretar y comparar cuidadosamente los valores de los parametros de rendimiento que resulten
de los estudios de validacion. Los valores exactos y su interpretacion pueden depender, ademas del
rendimiento del método, de su alcance (por ejemplo, solamente una PCR cuantitativa en tiempo real frente a
un método que abarque desde la extraccion hasta la cuantificacion en tiempo real de la PCR), el disefio
experimental aplicado, por ejemplo la calibracion frente a los métodos AACt, los formularios de célculo
exacto utilizados para determinar los parametros y el enfoque utilizado para detectar y analizar los valores
atipicos. Es necesario que se traten de manera adecuada y normalizada los factores indicados para que los
“requisitos minimos de rendimiento” sean respetados.



Para los fines del Codex, se ha adoptado la norma ISO 5725:1996 o el Protocolo armonizado
AOAC/IUPAC'. Si ya se ha realizado un ensayo en colaboracion con arreglo a un protocolo aceptado

internacionalmente, la informacion se puede utilizar para evaluar la aceptabilidad del método para los fines
del Codex.

Requisitos minimos de rendimiento

En un ensayo en colaboracion, el rendimiento del método debe ser conforme a las partes pertinentes de los
criterios de aceptacion del método y cumplir los requisitos de rendimiento del método que se indican a
continuacion para el ensayo en colaboracion. Por lo tanto, el ensayo en colaboracion debe confirmar los
resultados obtenidos durante las fases previas de evaluacion del método y debe proporcionar informacion
adicional acerca del rendimiento del método en diversos laboratorios. En particular, se debe evaluar el
cumplimiento de los criterios de sensibilidad, repetibilidad y reproducibilidad, las desviaciones estandar y la
conformidad.

Ademas de los criterios de aceptacion del método, se deben evaluar al menos los requisitos de rendimiento
del método enumerados en el Anexo I a partir de los datos experimentales del ensayo en colaboracion. En
primer lugar, se describe la definicion y, posteriormente, los requisitos.

Los métodos aprobados y sus datos asociados de validacion se deben revisar con regularidad a medida que
evolucionan los conocimientos cientificos y se obtiene mas experiencia en materia de validacion en un unico
laboratorio y ensayos en colaboracion. Las directrices se deberdn complementar con informacion practica
sobre las fases del proceso de validacion.

Materiales del ensayo en colaboracién

En principio, el método deberia ser aplicable a la matriz pertinente (es decir, la matriz sobre la que se hayan
desarrollado especificaciones) y deberia ser comprobado en ella.

Tanto el ADN gendémico como el plasmido se usan como calibradores (para un método basado en PCR). Sin
embargo, los materiales y las matrices tipicas de un tipo o grupo de materiales o matrices se pueden utilizar
si los efectos de los materiales o las matrices en la calidad de ADN en la fase de extraccion son importantes
para el analisis.

VALIDACION DE LOS METODOS

En los Anexos IIl y IV figura informacion especifica sobre la validacion de los métodos de PCR
cuantitativos y cualitativos, respectivamente.

En el Anexo V se presenta informacion especifica sobre la validacion de métodos basados en proteina
cuantitativos y cualitativos.

UNIDADES DE MEDIDA

“Las mediciones se pueden expresar explicitamente como pesos o granos por porcentaje relativo. No
obstante, ninguno de los métodos de deteccion actuales (basados en ADN o en proteina) es capaz de medirlo
directamente a menos que se realice con un enfoque de multiples submuestras en el grano. En el caso de que
se emplee un método basado en ADN para cuantificar los alimentos obtenidos por medios biotecnolédgicos,
los equivalentes del genoma se pueden medir de manera tipica. Los métodos basados en proteina miden la
cantidad de una proteina en particular presente y la relacionan con la cantidad deseada. A pesar de que
pudiera haber correlaciones entre los granos/peso-% y la cantidad de ADN o proteina, respectivamente, el
caracter de estas relaciones esta influenciado por el nimero de factores bioldgicos ([insercion borrada] Horst-
Jensen et al., 2004; Grothaus et al., 2007). Por ejemplo, la cantidad de material recombinante se podria
sobreestimar o subestimar (en relacion con las semillas) o se podria sobreestimar tipicamente en el caso de
apilamiento de genes, por un enfoque basado en ADN o en proteina.”

La cuestion debe ser abordada y se deben convenir unidades de medidas, rendimiento y criterios de
presentacion de datos adecuados para estos métodos antes de emplearlos. La interpretacion de los resultados
sigue exigiendo mucha orientacion técnica y minuciosidad.

INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

La preparacion de la muestra y los métodos analiticos constituyen dos fuentes importantes de error que deben
ser examinadas al evaluar una medicion analitica.



Los analistas que utilizan métodos que han sido validados con arreglo a estas directrices dispondran de
suficiente informacion para poder estimar la incertidumbre de su resultado.

La cuantificacion basada en la proteina expresada también puede contribuir en gran medida a la
incertidumbre del andlisis.

Se han realizado y publicado muchos trabajos acerca de la validacién de diversos métodos especificos de
analisis (véase http://biotech.jrc.it/bioinformatics/methodsdtabase.htm).

El Codex ha elaborado y adoptado (o est4 en el proceso de hacerlo) orientaciones sobre la estimacion y el
uso de las estimaciones de la incertidumbre de las mediciones (Directrices sobre incertidumbre de la
medicion del Codex y proyecto de documento de directrices sobre “el uso de resultados de analisis™).

ORIENTACIONES SOBRE EL ESTABLECIMIENTO Y EL FUNCIONAMIENTO DEL
LABORATORIO

Los métodos basados en ADN que se emplean para analizar los alimentos obtenidos por medios
biotecnologicos aplican técnicas que no se consideran métodos disponibles habitualmente, ya que
actualmente precisan de aparatos y técnicas de manipulacion especificos y diferentes de los de la mayor parte
de los métodos de analisis quimico. Sin embargo, el uso de métodos basados en ADN aumenta
consistentemente en otras areas de deteccion, como la microbiologia de los patégenos de los alimentos. Al no
disponerse actualmente de informacion de otros dominios de deteccion, es necesario ofrecer informacion e
instrucciones acerca de las diferencias esenciales en las técnicas de establecimiento y funcionamiento del
laboratorio. A este fin, se proporcionan ejemplos”.

Los métodos de analisis inmunolégico (basados en proteina) se comprenden bien, se usan en muchos
laboratorios para diferentes analisis y a menudo tienen forma de Kit, lo que facilita su utilizacion.

MATERIALES DE REFERENCIA

Se pueden utilizar diferentes matrices para elaborar materiales de referencia o normas de funcionamiento
para los métodos de deteccion de alimentos obtenidos por medios biotecnologicos. Cada una de ellas tiene
sus propias ventajas e inconvenientes para cada fin.

El Codex podria estudiar la posibilidad de exigir que haya disponibles materiales de referencia adecuados
como requisito del procedimiento de ratificacion del método. Sin embargo, se reconoce que existen
problemas concretos relacionados con la elaboracion de materiales de referencia, por ejemplo, para los
materiales de maiz, en el caso de que se considere el proceso de transformacion del maiz o los métodos
especificos a la construccion.

Normalmente, se exige un material de referencia adecuado para validar un método. Se estan poniendo a
disposicion materiales de referencia adecuados para muchas transformaciones que se comercializan. Cuando
no estan disponibles, se podria recurrir, si estan disponibles, a materiales de control de calidad de esquemas
de comprobacion de la competencia o al uso de ADN plasmido o amplicon.

Se recomienda que se trabaje con material 100 % homocigdtico o, cuando sea posible, con material de
referencia, de ser posible certificado con un nivel conocido de cigosidad. Sin embargo, otros materiales
podrian ser adecuados, en funcion de cada caso.

Como materiales de referencia para los métodos de deteccion de proteina se pueden utilizar la propia
proteina purificada de microbios recombinantes, como E. coli, la matriz molida de una planta (normalmente,
hoja o grano) o una fraccion de alimento elaborado. La forma fisica del material de referencia determina su
adaptabilidad para ser usada en cualquier método. Para los materiales molidos, las diferencias en la
distribucion del tamafio de las particulas entre los materiales de referencia y las muestras habituales pueden
afectar la eficiencia de extraccion de la proteina diana y la reproducibilidad, debido al error del muestreo.

TOMA DE MUESTRAS

Normalmente, las tecnologias basadas en ADN y en proteina se aplican a una submuestra de una muestra de
mayor tamafio, ya que el lote puede ser de gran tamaio (toneladas) y en el ensayo s6lo se pueden utilizar
pequefias muestras (gramos). Elaborar planes adecuados para la toma de muestras puede ayudar a reducir el



numero de errores atribuibles al muestreo y a garantizar que la muestra represente de manera precisa el lote.
En el area del andlisis de alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos se puede esperar que un error en el
muestreo contribuya de manera significativa —o drastica— a la incertidumbre general del resultado de un
analisis, especialmente cuando se examinan materias primas. Por regla general, las tecnologias analiticas se
aplican a una submuestra de una muestra de mayor tamaifio, ya que el lote puede ser de gran tamafio
(toneladas) y el método de la prueba es destructivo y sdlo puede aplicarse a pequefias muestras (de gramos a
kg). Elaborar planes adecuados para la toma de muestras puede ayudar a reducir el nimero de errores
atribuibles al muestreo y a garantizar que la muestra represente de manera precisa el lote. Al igual que ocurre
con cualquier analisis, cabe esperar que un error en la toma de muestras contribuya de manera significativa a
la incertidumbre general del resultado de un andlisis. Sin embargo, esto también ocurre en otras areas
analiticas, como la estimacion del numero de granos quemados u otros materiales de una muestra a granel.
Entre las normas aceptadas para la toma de muestras cabe sefialar ISO 6644, ISO 542 e ISO 13690, y Codex
CAC/GL 50-2004.

Diversas organizaciones internacionales abordan actualmente la cuestion de la combinacion de la toma de
muestras y las incertidumbres analiticas, particularmente EURACHEM, que ha creado un nuevo grupo de
trabajo que se ocupa de la incertidumbre en la toma de muestras, e ISO, que estd organizando un foro que
versara sobre la toma de muestras. E| CCMAS ha trabajado mucho en el area de la toma de muestras en
general y la toma de muestras de alimentos a granel obtenidos por medios biotecnologicos, abordada por el
Centro Comun de Investigacion (JRC) de la Unioén Europea (por ejemplo, Paoletti et al., 2006), CEN, GIPSA
(Freese et al.), ISTA e ISO (TC/34 Grupo de trabajo 7), que recomienda que se empleen los métodos de toma
de muestras existentes para los productos obtenidos por medios biotecnolégicos modernos.

DISTRIBUCIONES DE LA CONCENTRACION

De manera convencional, se considera que las concentraciones en el sector de los alimentos obtenidos por
medios biotecnologicos estan distribuidas normalmente. Sin embargo, se ha realizado un estudio de datos de
dos esquemas de competencia de alimentos obtenidos por medios biotecnologicos en el que se estudiaron
datos de 29 rondas y 43 materiales de ensayo a lo largo de tres afios. Los resultados de los dos esquemas son
similares y se refuerzan mutuamente. El proceso de amplificacion utilizado en las determinaciones
cuantitativas de PCR predice una mezcla de distribuciones normales, binomiales y logaritmico-normales,
dominadas por estas dos tiltimas. Como se previd, los resultados del estudio siguen de manera coherente una
distribucién asimétrica positiva. Es eficaz realizar una transformacion logaritmica antes de calcular los
valores z para establecer distribuciones casi simétricas que sean lo suficientemente cercanas a lo normal para
justificar la interpretacion con arreglo a la distribucion normal®. Por lo tanto, se debe considerar si se
deberian realizar la transformacion logaritmica de todos los datos de las determinaciones cuantitativas antes
de usarlos. En el Anexo VI se esbozan las consecuencias para los sistemas de comprobacion de la
competencia.
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ANEXO I: INFORMACION QUE SE DEBE PROPORCIONAR AL CODEX CUANDO EL CCMAS SE
PROPONE EXAMINAR UN METODO PARA RATIFICARLO

A fin de facilitar la ratificacion de un método propuesto de analisis para el sector de los alimentos obtenidos
por medios biotecnoldgicos por parte del Codex, especialmente por parte del CCMAS, se debe proporcionar
lo siguiente:

DESCRIPCION DEL METODO

Se debe proporcionar una descripcion completa y detallada de todos los componentes del método. Se debe
abordar de manera explicita el uso de placas multiples para la PCR y los métodos de proteina, como
ejemplos. La descripcion también debe incluir informacion acerca del alcance del método y se debe indicar
claramente la unidad de medida, asi como los datos siguientes:

Propésito y relevancia del método

Se deben indicar el objetivo del método y su relevancia con respecto a los requisitos legislativos pertinentes.
En particular, quien proponga el método debe indicar que se cumplen las condiciones de principio del
método.

Base cientifica

Se debe proporcionar una vision general de los principios cientificos en los que se basa el método (por
ejemplo, la biologia molecular que sustenta el uso del método de PCR en tiempo real).

El modelo de prediccion adoptado para interpretar los resultados y realizar deducciones se debe describir en
gran detalle.

Especificacion del modelo de prediccién/modelo matematico necesario para el método

Si el calculo de los resultados depende de una relacion matematica, se debe indicar y registrar este hecho
(por ejemplo, el método AACt o una recta de regresidbn o una curva de calibracion obtenida por otros
medios). Se deben proporcionar instrucciones que permitan aplicar el modelo correctamente. Entre ellas, en
funcion del método, se podrian proporcionar el nimero e intervalo de niveles que se deben analizar, el
nimero minimo de réplicas y/o diluciones que se deben incluir en los andlisis habituales o los medios y los
intervalos de confianza para evaluar la bondad del ajuste.

Se deben incluir un esbozo del disefio del experimento utilizado para la validacion y los andlisis habituales y
detalles sobre el nimero de muestras, réplicas, diluciones, etc.

INFORMACION ACERCA DE LA OPTIMIZACION DEL METODO
Ensayo de pares cebadores/sonda de oligonucleétido fluorescente

Para los métodos de PCR, se debe proporcionar una justificacion suficiente de la seleccion de los pares
cebadores propuestos/sonda de oligonucleotido fluorescente para el gen diana y el gen de referencia. Los
limites del producto amplificado estan formados por los cebadores a ambos lados. Por lo tanto, la seleccion
de cebadores/sondas adecuados es un factor crucial del analisis de PCR.

Comprobacién de la selectividad

Se deben proporcionar los resultados empiricos de la comprobacion del método con las transformaciones del
ADN recombinante no diana y el material vegetal de ADN no recombinante. Este ensayo deberia incluir las
transformaciones relacionadas estrechamente y casos en los que los limites de la sensibilidad se comprueben
realmente. Ademas, podria ser adecuado comprobar otras plantas, especialmente en lo referente a los genes
de referencia, para reducir la posibilidad de obtener un falso resultado positivo.

Comprobacidn de la estabilidad

Se pueden proporcionar los resultados empiricos de la comprobacion de los métodos (para detectar las
secuencias de ADN diana y de referencia o proteinas) con diversas variedades, seglin proceda, para
demostrar, por ejemplo, la estabilidad del nimero de copias y la conservacion de la secuencia del gen de
referencia.
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Comprobacion de la sensibilidad

Se deben proporcionar los resultados empiricos de la comprobacion del método con distintas concentraciones
para comprobar la sensibilidad del método. Se deben definir los limites de deteccion empleando muestras
que contengan solamente productos Unicos, por ejemplo “el limite de deteccion para la soja Roundup
Ready® es 0,1 % de la soja total si el producto estd compuesto al 100 % de soja”. Para los productos
alimentarios compuestos de varios ingredientes, la sensibilidad real se vera reducida, ya que el ADN total
extraido se derivard de mas de un ingrediente, de manera que la cantidad inicial del mesurando real se
reducira. El efecto de la dilucion dependera de la cantidad de ingrediente diana (por ejemplo, soja) que esté
presente en el producto de alimentacion y de la cantidad total de ADN derivado de los otros ingredientes.
Algunos ingredientes aportardn una gran cantidad de ADN, como la harina de trigo y maiz o los huevos,
mientras que otros ingredientes no aportaran ADN, como el azucar refinado, el agua pura o los aceites muy
elaborados.

El limite de deteccion debe ser determinado en relacion con los equivalentes de genoma haploide para cada
sistema de PCR por separado.

Comprobacidn de la solidez

Se deben proporcionar los resultados empiricos de la comprobacion del método frente a los resultados
obtenidos con variaciones pequeiias y deliberadas de los parametros del método.

Reactividad cruzada

Se deben evaluar la reactividad cruzada, las interferencias y los efectos en la matriz.
APLICACION PRACTICA DEL METODO

Aplicabilidad

Se debe proporcionar la indicacion de la matriz (por ejemplo, alimento elaborado, materia prima, etc.), el tipo
de muestra (por ejemplo, semillas, harina, pizza, galletas, etc.) y el intervalo en el que se puede aplicar el
método. Las limitaciones relevantes del método también se deben abordar (por ejemplo, la interferencia de
otros analitos o la inaplicabilidad en ciertas situaciones). Entre las limitaciones también cabe incluir, en la
medida de lo posible, las restricciones debidas al costo, los equipos u otros riesgos no especificos para el
operador y/o el medio ambiente.

Caracteristicas operacionales y practicabilidad del método

El equipo necesario para aplicar el método se debe indicar claramente, en relacion con el propio analisis y la
preparacion de las muestras. Seria muy util disponer de una indicacion de los costos para los fines del Codex,
asi como de informacion sobre las dificultades practicas y cualquier otro factor que pudiera ser importante
para los operadores.

Habilidades que deben poseer los operadores

También se debe proporcionar la descripcion de las habilidades practicas necesarias para aplicar
adecuadamente el método propuesto.

CONTROLES ANALITICOS

Se debe indicar la realizacion adecuada de controles en la aplicacion del método, siempre que esté disponible
esta informacion. Se deben especificar claramente los controles y se debe registrar su interpretacion. Podria
tratarse de controles negativos y positivos, sus contenidos detallados, el grado en que deben utilizarse y la
interpretacion de los valores obtenidos. Sin embargo, se reconoce que las muestras de control podrian no
estar disponibles en el caso de plantas desconocidas/no aprobadas/en proceso de aprobacion derivadas de
ADN recombinante.

En particular, es necesario indicar lo siguiente:
e controles positivos y negativos utilizados;
e muestras de control, plasmidos y elementos similares utilizados;

e materiales de referencia empleados, cuando proceda.

VALIDACION Y RENDIMIENTO DEL METODO
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Véase la “lista de comprobacion del Codex” (es decir, exactitud, aplicabilidad (matriz, intervalo de
concentracion y preferencia concedida a los métodos “generales”), limite de deteccion, limite de
cuantificacion, precision, recuperacion, selectividad, sensibilidad y linealidad) y una comprobacion de que
los métodos seran adecuados para el fin.

Ademas, se debe proporcionar, en particular, la siguiente informacion para los procedimientos basados en
ADN:

e Longitud de amplicén

La elaboracion de los alimentos conduce normalmente a la degradacion del ADN diana. La longitud del
producto amplificado podria influir en el rendimiento de la PCR. Por lo tanto, si se eligen tamafios menores
de amplicon (dentro de lo razonable) se aumentara la posibilidad de obtener una sefal positiva en el analisis
de los alimentos muy elaborados. Por lo general, la longitud del fragmento amplificado para la secuencia
endogena y la secuencia diana deberian tener un tamafio similar.

) Si el método es especifico al instrumento 0 a compuestos quimicos

Actualmente, hay disponibles diversos tipos de instrumentos y compuestos quimicos en tiempo real. Dichos
instrumentos y compuestos quimicos podrian tener rendimientos diferentes en lo que respecta a la estabilidad
de los reactivos y las caracteristicas de calentamiento y enfriamiento, lo que afecta las tasas de desnivel y el
tiempo necesario para que se produzca la PCR completa.

Ademas de las diferencias del sistema de calentamiento y enfriamiento, hay otras diferencias en la técnica y
los programas informaticos utilizados para inducir y registrar posteriormente la fluorescencia. Algunos
instrumentos en tiempo real emplean técnicas de laser para inducir la fluorescencia; otros estan equipados
unicamente con una lampara haldgena y filtros para seleccionar una longitud de onda especifica. La
deteccion y la cuantificacion de la fluorescencia podrian variar en funcion de los instrumentos y los
programas informaticos utilizados para el registro.

Los métodos cualitativos podrian utilizar, por ejemplo, un sistema basado en gel para interpretar los
resultados. Ademas, los métodos cualitativos tienden a ser menos especificos al instrumento que los métodos
cuantitativos.

Si se toman todas las diferencias en consideracion, es imposible cambiar el instrumento sin adaptar el método
de PCR. Por lo tanto, debido a que los métodos dependen generalmente de los instrumentos y los compuestos
quimicos, no pueden transferirse a otros equipos o a otros compuestos quimicos sin ser evaluados y/o
modificados.

En muchos aspectos, es equivalente al método de Tipo I del Codex, y se deberia considerar de manera
similar.

e i se realizan amplificaciones simples o de tipo multiplex de la PCR

La utilizaciéon de més de un conjunto cebador en una reaccién Unica se denomina PCR multiplex. La
finalidad de este enfoque es reducir los costos y el tiempo utilizado en el analisis de diferentes dianas de una
unica muestra (por ejemplo, un sistema especifico a una transformacion se combina con un taxén objeto
especifico para la cuantificacion relativa). A menos que se haya realizado la optimizacion adecuada del
multiplex, se debe hacer hincapié en que la presencia desequilibrada de una de las secuencias diana
conducira a una amplificacion preferida por la polimerasa durante la PCR. Ademas, la combinacion de
elementos cebadores diferentes esta limitada a entre 7 y 10 por reaccion simple.

La informacién proporcionada debe demostrar la solidez del método para la transferibilidad entre
laboratorios, lo que implica que el método debe haber sido comprobado por al menos otro laboratorio
ademas del que haya desarrollado el método. Este es un requisito importante para el éxito de la validacion
del método.

Y, en lo que respecta a los métodos basados en proteina y en ADN:

e si existen diferencias entre los métodos basados en PCR y los inmunolégicos en lo que respecta a los
criterios de validacion

Las técnicas basadas en ADN y proteina empleadas para detectar y cuantificar los alimentos obtenidos por
medios biotecnoldgicos se basan en principios diferentes. En la PCR, el ADN diana se amplifica de manera
exponencial, por lo que una pequefia diferencia al principio de la PCR conducira a una gran diferencia en la
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cantidad amplificada de ADN tras 35-45 ciclos. Ademas, la cuantificaciéon mediante la PCR en tiempo real a
menudo se basa en dos sistemas de PCR independientes: uno para la modificacion genética y otro para la
secuencia especifica al taxon.

A diferencia de la PCR, los ensayos de deteccion inmunoldgica no siempre incluyen ciclos multiples en los
que el producto de la etapa anterior de amplificacion se vuelva a amplificar.
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ANEXO Il: DEFINICIONES DEL CODEX APLICABLES AL ANALISIS DE ALIMENTOS
OBTENIDOS POR MEDIOS BIOTECNOLOGICOS

En este anexo se abordan las definiciones necesarias en el analisis de los alimentos obtenidos por medios
biotecnologicos. (Nota: algunas definiciones se han agrupado en un Unico encabezamiento; las
definiciones podrian ser contradictorias, lo que representa un problema que debe ser resuelto. La
definicion del Codex proporcionada en el Manual de Procedimiento debe ser usada y ampliada, de ser
necesario. Las definiciones del Codex que no precisaban de una mayor cualificacion para este analisis no
se han reproducido en el presente documento).

Exactitud

La exactitud se define como el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo o la medicion del
resultado y el valor de referencia aceptado'. En la préctica, se sustituye el valor aceptado de referencia por el
valor verdadero. El término exactitud, cuando se aplica a un conjunto de resultados de un ensayo o a los
resultados de mediciones, conlleva una combinacién de componentes aleatorios y un error sistematico o
componente de sesgo comun.

Aplicabilidad
Los analitos, matrices y concentraciones para los cuales puede utilizarse un método de analisis’.

Los analitos, matrices y concentraciones deben ser adecuados para los fines del control para el que se haya
propuesto el método. La descripcion puede incluir también advertencias acerca de la interferencia conocida
de otros analitos o de la inaplicabilidad a determinadas matrices y situaciones.

No es factible proporcionar materiales de referencia para cada una de las muchas matrices de alimentos
disponibles, por lo que, por regla general, serd necesario utilizar como referencia una matriz representativa.
El empleo del método en una nueva matriz debera ser validado como minimo mediante la validacion en un
unico laboratorio, normalmente mediante experimentos de patron y recuperacion, y el material de referencia
usado, cuando esté disponible, debe describirse en el informe que se entrega al cliente.

Rango dinamico - rango de cuantificacién

El intervalo de concentracion en el que se haya demostrado por un ensayo en colaboracion que el
procedimiento analitico tiene un nivel adecuado de precision y exactitud.

Limite de deteccion

El limite de deteccion es la menor concentracion o contenido de analitos que se puede detectar con fiabilidad,
aunque no necesariamente cuantificarlo, segun lo demostrado por la validacion por ensayo en colaboracion o
por un Unico laboratorio. También se puede tomar el Gltimo valor con datos fiables para determinar el limite
de deteccion. El limite de deteccion se expresa normalmente como la cantidad de analito con la que el
método analitico detecta la presencia del analito en al menos el 95 % de las ocasiones (< 5 % de falsos
resultados negativos).

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico es la menor cantidad o concentracion de un analito
presente en una muestra que se puede determinar cuantitativamente con un grado aceptable de precision y
exactitud, segun lo demostrado por las validaciones® satisfactorias realizadas mediante ensayos en
colaboracién o en un Gnico laboratorio’. También se puede tomar el altimo valor con datos fiables para
determinar el limite de cuantificacion.

! Definicién adoptada de ISO 3534-1.

% La definicién proporcionada en CODEX CX/MAS 02/4: Anteproyecto de directrices para la evaluacion de métodos
de analisis aceptables (version de noviembre de 2002) ha sido modificada ligeramente.

3 EN/ISO 24276:2006 (E), con modificaciones ligeras.

* E.g. Thompson et al. 2002. Informe técnico de IUPAC: Directrices armonizadas para la validacién de métodos de
analisis en un laboratorio tinico. Pure Appl. Chem. 74(5): 835-855.
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Practicabilidad

La facilidad de las operaciones, en lo que respecta al rendimiento y los costos de la muestra, para lograr los
criterios exigidos de rendimiento y cumplir asi el proposito especificado’.

Por regla general, el método deberia ser practico para los fines pretendidos.
Desviacion estandar de la repetibilidad

La desviacion estandar de los resultados de los ensayos obtenidos en condiciones de repetibilidad. Las
condiciones de repetibilidad son aquéllas en las que los resultados de un ensayo se obtienen con la aplicacién
del mismo método en elementos de ensayo idénticos por el mismo operador y en el mismo laboratorio,
utilizando el mismo equipo en cortos intervalos de tiempo®.

Desviacion estandar de la reproducibilidad

La desviacion estandar de los resultados de las pruebas obtenidos en condiciones de reproducibilidad. Las
condiciones de reproducibilidad son aquéllas en las que los resultados de los ensayos se obtienen aplicando
el mismo método en elementos de ensayo idénticos por operadores diferentes de laboratorios diferentes
utilizando diferentes equipos’.

Recuperacion

Proporcion de la cantidad de analito presente o afiadida a la porcion analitica del material de ensayo que se
extrae y presenta para medicion.

Solidez

La solidez hace referencia a las variaciones del método que aplican diferentes “técnicos” de laboratorios
diferentes. En este apartado se utiliza terminologia adaptada de las directrices armonizadas. La solidez debe
ser demostrada mediante la validacion del método en 8-12 laboratorios, como se dispone en las directrices
armonizadas. Desde el punto de vista del Codex, es preferible que los laboratorios estén emplazados en
varios continentes o bloques comerciales.

La solidez de un método analitico es una medicion de su capacidad de no verse afectado por pequeias

variaciones deliberadas de los parametros del método. La solidez es una indicacion de la fiabilidad del
. 8

método cuando se usa normalmente”.

Sensibilidad

La sensibilidad de un método es la medicion de la magnitud de la respuesta causada por una cantidad
determinada de analito.

El método debe ser lo suficientemente sensible como para detectar y cuantificar en relacion con los umbrales,
como dispone la legislacion pertinente.

Dado que la sensibilidad depende del método y el fin, debe especificarse en el protocolo. Un objetivo
razonable para la sensibilidad es el necesario para cumplir los niveles especificados en los contratos, con una
certitud razonable de que el nivel no excede el limite requerido.

El término sensibilidad se utiliza de dos maneras: limite de deteccion y respuesta instrumental. El “limite
de deteccion” es el término que se debe utilizar de preferencia para referirse a la medicion de la capacidad
que tiene un método para detectar una pequefia cantidad de analito. Véanse también las observaciones
relacionadas con la sensibilidad en partes anteriores de este documento.

Selectividad

Capacidad de un método de responder exclusivamente a la caracteristica o el analito de interés.

> Adoptado de EN/ISO 24276:2006 (E), con modificaciones ligeras.

% Definiciones adoptadas de ISO 3534-1.

" Definiciones adoptadas de ISO 3534-1.

¥ Definicion adoptada del tema Q 2 A de ICH “Validaciéon de métodos analiticos: definiciones y terminologia”. Agencia
Europea para la Evaluacion de Medicamentos. CPMP/ICH/381/95. Version de noviembre de 1994. Disponible en
http://www.emea.eu.int/pdfs/human/ich/038195en.pdf.
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Conformidad
El grado de concordancia entre el valor medio obtenido de una serie amplia de resultados de ensayos y un
valor de referencia aceptado’.

La medicion de la conformidad se expresa habitualmente en términos de sesgo. La conformidad se ha
definido también como la “exactitud de la media”.

? Adoptado de ISO 3534.
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ANEXO I11: VALIDACION DE UN METODO CUANTITATIVO DE PCR

INTRODUCCION

El analisis basado en el ADN se realiza normalmente utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Esta técnica amplifica un segmento especifico (corto) de ADN hasta una medida en la que su
cantidad se puede medir con ayuda de instrumentos (por ejemplo, por medios fluorométricos). E1 ADN es
una molécula que se degrada facilmente durante la elaboracion de los alimentos (por ejemplo, debido al
calor, a las enzimas y al corte mecanico) y, por lo tanto, recomendamos encarecidamente que se tenga esto en
cuenta cuando se evalten los criterios de rendimiento de esta técnica. Este hecho es de mucha importancia,
porque en la mayor parte de los alimentos no hay presentes materias primas, sino elaboradas, lo que afecta a
las proteinas y/o el ADN contenido en los alimentos. Ademas, las proteinas y/o el ADN podrian resultar
degradados o su cantidad total podria disminuir a causa de la elaboracion. Por lo tanto, todos los métodos
actuales de deteccion (basados en ADN o en proteina) se ven afectados.

A menudo, los resultados de una determinacion se expresan en forma de porcentaje de una muestra que
contiene una secuencia particular obtenida por medios biotecnolégicos. En un ensayo cuantitativo, esta
medicion atafie a dos determinaciones basadas en la PCR: la del analito primario (por ejemplo, una secuencia
de genes insertada) y la del endogeno, o secuencia de comparacion (por ejemplo, un gen de maiz endogeno).
Las dos determinaciones tienen sus propias incertidumbres y las dos podrian tener caracteristicas de
medicion diferentes. En la mayor parte de aplicaciones, el analito primario estard presente en
concentraciones bajas y la secuencia de comparacion estara presente en concentraciones entre 10 y
1 000 veces mayores. Por lo tanto, es importante que se validen adecuadamente ambas mediciones. En los
casos en que la medicion se expresa directamente como porcentaje, se deben tomar en consideracion estos
factores para validar el método.

La consecuencia es que el analisis de ADN, especialmente en los alimentos elaborados, tiene por objeto
detectar una cantidad muy pequefia de analito. Si bien el resultado de un analisis de PCR se expresa a
menudo porcentualmente como la cantidad relativa de ADN especifico para los alimentos obtenidos por
medios biotecnologicos modernos en relacion con la cantidad total de ADN de una especie concreta, la
cantidad real de ADN especifico para alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos representa
normalmente s6lo nanogramos o gramos, o incluso cantidades menores. Es importante que los usuarios de
los resultados del analisis tengan en cuenta que el analisis de tan bajas cantidades de analito conlleva una
gran incertidumbre en las mediciones.

VALIDACION

Un ensayo cuantitativo de PCR debe ser validado para el fin o aplicacion previstos. Existe la norma ISO
5725:1996 y el protocolo armonizado AOAC/IUPAC para lo relacionado con los métodos de analisis
quimico. En ellos se definen los procedimientos que se deben realizar para validar un método. Cabe sefialar
que todos los principios y normas del protocolo armonizado son aplicables a los métodos cuantitativos de
PCR.

A continuacién se explican en detalle ciertos parametros de la validacion del rendimiento de un ensayo
cuantitativo de PCR. Se trata del ambito, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, la exactitud, la
precision, la sensibilidad y la solidez. Otros factores importantes son los criterios de aceptacion e
interpretacion de los resultados y la cuestion de las unidades en las que se expresan los resultados.

Nota: Actualmente existe un debate cientifico general acerca de la interpretacion de los valores
porcentuales. Se reconoce que, hasta la fecha, no hay ninguna relacion fiable entre el peso y el nimero de
copias debido a la incertidumbre acerca de la correlacion entre el peso del ingrediente y el ndmero de
moléculas de ADN. Por el momento, los calculos peso/peso y nimero de copias/nimero de copias son
igualmente aceptables.

Todos los parametros que se enumeran mas adelante, incluidos la selectividad y la sensibilidad, deben ser
evaluados individualmente para cada uno de los ensayos, con inclusién de las reacciones PCR
especificas al tax6n y a la diana. Se enumeran por orden alfabético, lo que no prejuzga un orden de
importancia.

Exactitud
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Al igual que cualquier otro método, la exactitud del método tiene que ser comparada con valores conocidos
derivados de materiales de referencia, de preferencia los mejor caracterizados. La precision sera determinada
de la manera habitual por estudios de laboratorio tunico (repetibilidad) y de diversos laboratorios
(reproducibilidad). Sin embargo, se debe tener en cuenta el efecto de las diferencias entre las matrices de la
muestra que se va a analizar y del material de referencia.

Aplicabilidad

Se deben indicar los analitos, matrices y concentraciones para los cuales puede utilizarse un método de
analisis.

Rango dinamico - rango de cuantificacién

El alcance los métodos define el intervalo de concentracion en el que se podra determinar el analito con
fiabilidad. El intervalo para los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos variard entre casi 0 % y
100 % vy, para el control enddgeno, serd de casi el 100 %, a menos que se prevea comprobar mezclas
complejas. El rango deseado de concentracion define las curvas tipicas. Se debe utilizar un niimero suficiente
de estandares, cuando sea de aplicacion, como ocurre con las curvas de calibracion, para definir
adecuadamente la relacion entre la concentracion y la respuesta. Se debe demostrar que la relacion entre la
respuesta y la concentracion es continua, reproducible y lineal, después de la transformacioén apropiada.

El rango de un método cuantitativo esta disefiado tipicamente para ser de entre casi 0 % y 100 % (porcentaje
de ADN/moléculas/moléculas, genomas haploides/genomas haploides). Sin embargo, es comun validar un
método para un intervalo de concentraciones que sea de relevancia para el alcance de la aplicacion. Si se
valida un método para un intervalo determinado de valores, no se puede ampliar dicho intervalo sin validarlo
de nuevo. Para ciertas aplicaciones (por ejemplo, el analisis de alimentos o grano), se podria estudiar el uso
de ADN genomico para la preparacion de la curva tipica (véase el debate sobre el uso de ADN plasmido mas
adelante). Si bien es facil establecer un estandar del 100 % nominal (inicamente limitada por la pureza de los
materiales vegetales utilizados), es dificil producir soluciones estandar con precision por debajo del 0,1 %.
Ademés, el nimero de sitios diana (secuencia de ADN que se debe amplificar) se reduce tanto que pueden
empezar a producirse errores estocasticos dominantes, lo que hara que el analisis sea menos preciso' >°. Si se
decido utilizar ADN (genémico o plasmido) como calibrador, es importante que se remonte dicho calibrador
(en el sentido metrologico) a una referencia de orden metrologico superior, como un material de referencia
certificado. El rango se determinara confirmando que el procedimiento de PCR proporciona un grado
aceptable de linealidad y exactitud cuando se aplica a muestras que contienen cantidades de analito
comprendidas dentro del rango especificado del procedimiento o en sus limites.

Las caracteristicas Unicas de la PCR cuantitativa imponen restricciones particulares en el limite inferior del
rango dinamico de una PCR cuantitativa. Esto se debe a la dificultad de determinar los valores de los limites
de deteccion y cuantificacion debido a la distribucion anormal de las variaciones de los valores de este
intervalo.

Limite de deteccion y limite de cuantificacién

Si la validacion del ensayo cuantitativo de PCR muestra que el ensayo es capaz de medir la planta de ADN
recombinante a, por ejemplo, el 0,1 % con conformidad y precision aceptables, a menudo no es necesario
determinar los limites de deteccion y cuantificacion, ya que el método sdlo se aplica por encima del rango en
el que estos parametros son relevantes. Sin embargo, si el método se emplea en concentraciones cercanas a
los limites de deteccion y cuantificacion (tipicamente, 0,01-0,05 %), la evaluacion del ambos limites formara
parte del procedimiento de validacion.

Cabe sefialar que la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion no establece necesariamente la
validez de un método para una aplicacion determinada. Por ejemplo, no afiade mucho valor el hecho de que
se determine que el limite de deteccion es de 1 ng/kg si el alcance de la validacion del método abarca
unicamente concentraciones del orden de g/kg. En este caso y otros similares, la fiabilidad del método debera
ser demostrada por los demas parametros y en la validacion del método no se realizaran acciones dirigidas a
calcular el limite de deteccion. No obstante, el limite de cuantificacion siempre se debe establecer e incluir en
el estudio de validacion.

Si es necesario disponer del limite de deteccion, es practica corriente asumir que éste equivale a la fuerza de
la sefial de una muestra testigo aumentada en tres veces la desviacion estindar de la muestra testigo. No
obstante, este método ofrece como mucho una estimacion, se basa en una distribucién gaussiana normal de
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las mediciones de la muestra testigo alrededor de cero y puede dar como resultado un valor mas bajo que el
limite de deteccion real. Su uso no es valido en métodos como la PCR cuantitativa, en el que la distribucion
de los valores de las mediciones de las muestras testigo se trunca tipicamente a cero y, por lo tanto, no tiene
una distribucion normal. Por consiguiente se hace necesario determinar el limite de deteccion de forma
experimental, a menos que las concentraciones buscadas sean muy superiores al limite de deteccion y que,
por tanto, éste carezca de importancia. Para los métodos cuantitativos, el limite de deteccion se define como
la cantidad de analito con la que el método analitico detecta la presencia del analito al menos en el 95 % de
las ocasiones (<5 % de falsos resultados negativos). Este, y el porcentaje de falsos resultados positivos, son
los tinicos parametros necesarios para cualquier método cualitativo, aparte de la selectividad.

Para los métodos cuantitativos es importante conocer si el limite de cuantificacién de una matriz en particular
es cercano a los valores que se deben medir. Con el enfoque tradicional, el limite de cuantificacion se puede
definir como la fuerza de la sefial de una muestra testigo igual al limite de deteccion aumentada en 6-10
veces la desviacion estandar de la muestra testigo, a menos que se conozca por otras fuentes que los valores
medidos son tan superiores al limite de cuantificacion que la determinacion de este ultimo sea irrelevante.
Sin embargo, este método de determinacion del limite de cuantificacion permite calcular unicamente una
estimacion del limite de cuantificacion real que podria ser una aproximacion artificial demasiado alta o baja.

En la practica, se han utilizado dos procedimientos para determinar el limite de cuantificacion. El primer
método consiste en practicar ensayos en diversas muestras convencionales complementadas con cantidades
conocidas de analito. En tal caso, el limite de cuantificacion es el nivel en el que la variabilidad del resultado
cumple ciertos criterios preestablecidos. Sin embargo, la extraccion del ADN podria ser complicada en
algunas matrices, como féculas o el ketchup, y se debe aceptar que puede haber eficiencias de extraccion mas
bajas. Cuando la eficiencia de extraccion es baja, se debe indicar este hecho en los datos de validacion y en el
informe del andlisis. Un enfoque mas completo consiste en comprobar el método utilizando diversas
muestras que contengan cantidades conocidas de alimentos obtenidos por medios biotecnologicos. Este
método es mas complicado, ya que exige que se pueda acceder a cantidades significativas de materiales de
referencia que contengan un rango conocido de concentraciones de la transformacion de interés.

La validacion de los métodos tiene dos etapas. La primera es una validacion interna de todos los parametros
mencionados anteriormente excepto la reproducibilidad. La segunda es un ensayo en colaboracion, cuyo
principal resultado es la medicion de la repetibilidad y la reproducibilidad junto con informacion detallada
acerca de la transferibilidad de los métodos entre laboratorios. Se recomienda encarecidamente que se realice
un ensayo en colaboracion de pequefia escala para comprobar la solidez general de un método antes de
efectuar el gasto que representa la organizacion de un ensayo a gran escala. En caso de que sea necesario
mejorar el método o su descripcion, solo se efectian gastos menores en el ensayo previo, mientras que el
fallo de la validacion de un método en la que participen varios laboratorios debido a la ambigiiedad de la
descripcion del método representaria un fallo muy costoso. Ademas, cabe sefialar que la aplicacion de un
método validado en el laboratorio debe incluir experimentos para confirmar que el método aplicado funciona
tan bien en las condiciones particulares como lo hizo en las condiciones de la validacion en el laboratorio. Es
importante indicar que el método debe ser validado en las mismas condiciones en las que se empleara en el
futuro. En lo que respecta a los métodos cuantitativos, es importante saber si el limite de cuantificacion de
una matriz determinada es cercano a los valores que vayan a ser medidos. Los métodos tradicionales de
calculo por aproximacion del limite de cuantificacion (valor cero mas 6-10 desviaciones estandar) se basan
en una distribucion gaussiana normal de las mediciones de la muestra testigo alrededor de cero. Este enfoque
no es valido en métodos como la PCR cuantitativa, en los que la distribucion de los valores de la medicion de
muestras testigo se trunca tipicamente en cero, por lo que no estan distribuidas normalmente. Por lo tanto, el
limite de cuantificacion se debe determinar experimentalmente.

Practicabilidad
Se debe demostrar la practicabilidad del método.

Desviacion estandar de la repetibilidad

Recomendacién: La desviacién estandar de la repetibilidad relativa deberia ser <25 % o un valor tan
cercano como sea posible en todo el rango dinamico del método.

Desviacion estandar de la reproducibilidad
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Recomendacién: La desviacion estandar de la reproducibilidad relativa deberia ser inferior al 35 %, o tan
cercana como sea posible a la concentracién buscada en la mayor parte del rango dinamico. La desviacién
estandar de la reproducibilidad relativa debe ser <50 % o un valor tan cercano como sea posible al
extremo inferior del limite de cuantificacion.

Solidez

La evaluacion de la solidez demuestra la fiabilidad de un método en relacién con las variaciones
involuntarias de los parametros del ensayo. Las variaciones que se pueden incluir son los volimenes de
reaccion (por ejemplo, 29 frente a 30 pl), la temperatura de recocido (por ejemplo, +1° C) y/u otras
variaciones relevantes. Los experimentos deben ser realizados al menos por triplicado. La respuesta de un
ensayo respecto a estos pequefios cambios no debe desviarse mas de +35 % en los experimentos de
reproducibilidad de la respuesta obtenida en las condiciones originales.

La adecuacion de la comprobacion de la solidez debe ser demostrada método por método. Por ejemplo, para
un método de PCR en tiempo real, se deben tomar en consideracion los siguientes factores y su origen o
fuente: diferentes modelos de termociclador, polimerasa del ADN, uracil-n-glicosilasa, concentracion de
cloruro de magnesio, concentracion cebadora directa e inversa, concentracion de sonda, perfil de
temperatura, perfil temporal, ANTP incluidas las concentraciones dUTP.

Sensibilidad

Para un método cuantitativo de PCR, se debe obtener una relacion lineal del valor Ct como una funcion del
logaritmo de la concentracion del objetivo individual en todo el rango del método. Se debe informar del
coeficiente de correlacion, la interseccion con el eje ¥ y la pendiente de la linea de regresion. El porcentaje
residual de cada uno de los calibradores deberia ser idealmente < 30 %.

A fin de obtener una curva tipica para los ensayos cuantitativos de transformaciones, se pueden preparar
mezclas estandar de ADN combinando ADN genémico purificado de material vegetal de ADN recombinante
y no recombinante, como semillas u hojas. El contenido de planta de ADN recombinante de las mezclas
podria ser 100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1, y 0%, o los porcentajes apropiados para un intervalo menor de
concentraciones. Se deben analizar al menos dos réplicas para cada punto de la curva tipica. Cabe destacar
que los efectos de la matriz pueden influir en los resultados, ya que la muestra a analizar y el material de
referencia utilizado para la calibracion podrian ser de matrices diferentes y haber sido extraidos por separado.

Para los ensayos cuantitativos de genes endogenos vegetales, se pueden preparar mezclas estandar de ADN
combinando ADN genémico purificado de la especie vegetal diana y de especies que no constituyen la diana,
siempre que las impurezas de la extraccion de ADN no interfieran con la amplificacion. Por ejemplo, en el
contexto de la validacion de un ensayo cuantitativo de un maiz Adhl, la especie vegetal objetivo es el maiz y
la especie no objetivo podria ser la soja u otra especie. El contenido de ADN de la especie vegetal objetivo
en las mezclas es tipicamente 100, 50, 25, 10, 5, 1 y 0 %, o los porcentajes que convengan. Se deben analizar
al menos dos réplicas para cada punto de la curva tipica. Cabe destacar que los efectos de la matriz pueden
influir en los resultados, ya que la muestra a analizar y el material de referencia utilizado para la calibracion
podrian ser de matrices diferentes y haber sido extraidos por separado.

En los casos en los que un laboratorio emplee el método ACT en vez de un método cuantitativo basado en la
calibracion, el analista serd responsable de garantizar que la cantidad general de ADN esté comprendida en el
intervalo para el que se validd el ensayo.

Especificidad de la diana

La especificidad para la diana de la deteccion y los genes de referencia debe ser demostrada mediante la
aportacion de pruebas experimentales de la comprobacion del método con transformaciones de ADN
recombinante no diana y plantas de ADN no recombinante. Esta comprobacion debe incluir las
transformaciones y, de preferencia, los casos en los que los limites de la deteccion sean comprobados
verdaderamente. Dado que el método debe ser especifico al acto de transformacion, solo deberia ser
funcional con el alimento obtenido por medios biotecnologicos y no deberia ser funcional si se aplica a otras
transformaciones, autorizadas previamente o no. Ademas, si un sistema de genes de referencia forma parte
del método, este hecho no deberia reconocer ninguna secuencia correspondiente incluso a especies
relacionadas filogenéticamente y deberia dar valores Ct similares, no diferentes estadisticamente, cuando se
amplifican cantidades iguales de ADN de cultivares diferentes de origenes muy distintos del mismo taxon.
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La adecuacion del ensayo debe ser analizada método por método. Es necesario proporcionar al Codex
informacion sobre la comprobacion de la especificidad de la diana en el caso de que los genes estén apilados
en alguna fase.

Recomendacion: La especificidad de la diana es el punto de partida del método y debe ser tomada en
consideracion cuando se disefian los cebadores y las sondas. Los cebadores deben ser comprobados frente a
la secuencia conocida de la insercion de la transformacion y las bases de datos de secuencias pertinentes en
busca de posibles homologias. Tras la realizacion de la evaluacion teorica de la especificidad de la diana, se
debe demostrar la selectividad experimentalmente. A continuacion se sugiere un enfoque razonable de los
experimentos que se deben realizar en la fase de validacion previa de un ensayo.

Para los ensayos especificos a las transformaciones:

e Analizar al menos diez transformaciones de ADN recombinante no diana y cualquier planta de ADN no
recombinante que puedan ser encontrados en el producto como sustancias contaminantes.

e Comprobar las muestras de cada fuente (un nimero apropiado de muestras de ADN).

e Analizar dos réplicas de cada muestra de ADN, que daran resultados dentro de un valor Ct de 0,5.

Los resultados de los ensayos muestran claramente que no se observan efectos significativos sobre la lectura
de los instrumentos o de tipo quimico.

Para los ensayos en genes vegetales enddgenos (de referencia):

e Analizar al menos diez muestras vegetales diferentes que comprendan variedades diferentes de origenes
genéticos muy diversos de la misma especie vegetal, asi como otras especies vegetales importantes para
la produccion de alimentos (como trigo, arroz, maiz, patata y soja) y que se pueden encontrar
comunmente en el producto como sustancias contaminantes.

e Someter a ensayo una muestra de cada fuente (un niimero apropiado de muestras de ADN).

e Analizar dos réplicas de cada muestra de ADN, que daran resultados dentro de un valor Ct de 0,5.

Los resultados de los ensayos muestran claramente que no se observan efectos significativos sobre la lectura
de los instrumentos o de tipo quimico.

Conformidad

Recomendacion: La conformidad debe estar comprendida en + [30 %] del valor aceptado de referencia en
todo el rango dinamico. Esto es de aplicacion para la fase de PCR, a menos que se haya aplicado el enfoque
modular.

CRITERIOS DE ACEPTACION DEL CONTROL ANALITICO E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

Un método validado también incluye los valores de los criterios que permiten suponer la validez de un
resultado observado de la medicion. Es importante seguir estos criterios y respetar el sistema de apoyo a la
toma de decisiones para el analisis y la interpretacion de los datos. En caso de que se desee apartarse de los
criterios y normas indicados, seria necesario realizar un estudio de validacion del nuevo método para
demostrar la validez del nuevo sistema de apoyo a la toma de decisiones y los nuevos procedimientos.

Como minimo, los criterios de aceptacion siguientes son comunes a todos los métodos cuantitativos de PCR
y son aplicables a cada proceso de PCR:

e El resultado del control positivo del ADN diana con, por ejemplo, un 0,9 % de ADN recombinante, la
media de las réplicas se desvia menos de 3 desviaciones estandar del valor asignado. Cuando sea de
aplicacion, un control del ADN diana se define como ADN de referencia o ADN extraido de un material
de referencia certificado o del que se sabe que es una muestra representativa positiva de la secuencia u
organismo objeto de estudio. El control tiene la finalidad de demostrar cudl deberia ser el resultado de
los analisis de las muestras que contienen la secuencia diana.

e FEl control del reactivo de amplificacion es igual o menor que el limite de deteccion. El control del
reactivo de amplificacion se define como el control que contiene todos los reactivos, excepto el ADN
molde extraido de la muestra. En vez del ADN molde, se aflade a la reaccion un volumen
correspondiente de agua sin acido nucleico.
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e El porcentaje de residuos de cada uno de los estandares deberia ser <30 %, o un valor tan cercano a éste
como sea posible.

Para aceptar el resultado de una muestra desconocida, la desviacion estandar relativa de las réplicas de la
muestra debe ser <[35] % o un valor tan cercano a éste como sea posible.
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ANEXO IV: VALIDACION DE UN METODO CUALITATIVO DE PCR

Introduccién

Un método cualitativo de PCR debe ser validado en la medida de lo posible en la misma manera en que se
pretende usar para los andlisis habituales, lo que implica que se debe demostrar que la sensibilidad del
método es tal que se puede confiar en que detectard una muestra positiva y no dara muchos falsos resultados
positivos. Se ha elaborado un concepto de utilizacion de tasas de falsos resultados positivos y falsos
resultados negativos para describir la exactitud y la precision de un ensayo cualitativo, para los ensayos
microbiolégicos'. Este concepto se puede aplicar a los ensayos cualitativos de PCR. Una cuestion central de
la validacion de este tipo de método es la disponibilidad de materiales de ensayo cuya positividad o
negatividad sean conocidas. La provision de materiales de referencia negativos es especialmente importante
y critica en el caso de los métodos cualitativos. No obstante, se reconoce que, en algunos casos, podria no
haber ningun material de referencia disponible, por ejemplo en el caso de productos obtenidos por medios
biotecnologicos modernos atin no aprobados.

Debido a su naturaleza, los ensayos cualitativos estan orientados a la identificacion por encima/por debajo de
un limite de deteccion. Las mediciones de la precision y la exactitud son las frecuencias de los falsos
resultados positivos y/o negativos en el limite de deteccion. Los falsos resultados negativos indican la
ausencia de un analito determinado cuando, de hecho, el analito esta presente en la muestra, mientras que los
falsos resultados positivos indican la presencia de un analito que no esta presente en la muestra. Debido a la
naturaleza inherente de la técnica de andlisis, se observa un aumento de los falsos resultados negativos
cuando la cantidad de analito se acerca al limite de deteccion del método. Al igual que el limite de deteccion
en los métodos cuantitativos, el limite de deteccion de un método cualitativo se puede definir como la
concentraciéon en la que una muestra positiva arroja resultados positivos en al menos el 95 % de las
ocasiones. Por lo tanto, el porcentaje de falsos resultados negativos debe ser de 5 % o menos. Durante la
validacion de un ensayo cualitativo de PCR, también es importante determinar el nimero de falsos resultados
positivos (un resultado positivo obtenido con una muestra que se sabe que es negativa). También se expresa
como ratio o porcentaje.

Tasa de falsos resultados positivos

Es la probabilidad de que una muestra de ensayo que se sabe que es negativa sea clasificada como positiva
por el método. La tasa de falsos resultados positivos es el nimero de negativos conocidos mal clasificados
dividido por el numero total de muestras de ensayo negativas (positivos mal clasificados mas el nimero de
negativos clasificados correctamente) que se haya obtenido con el método.

Para mayor facilidad, esta tasa se puede expresar porcentualmente:

% falsos resultados positivos = numero de muestras negativas conocidas mal clasificadas
numero total de resultados negativos (incl. los mal clasificados)

Tasa de falsos resultados negativos

Es la probabilidad de que una muestra de ensayo que se sabe que es positiva sea clasificada como negativa
por el método. La tasa de falsos resultados negativos es el nimero de positivos conocidos mal clasificados
dividido por el numero total de muestras de ensayo positivas (positivos mal clasificados mas el numero de
positivos conocidos clasificados correctamente) que se haya obtenido con el método.

Para mayor facilidad, esta tasa se puede expresar porcentualmente:

% falsos resultados negativo= numero de muestras negatiygs conpcidas mal clasiﬁcadas
numero total de resultados positivos (incl. los mal clasificados)

Nota: algunos sectores emplean definiciones diferentes.

Para demostrar la tasa de falsos resultados negativos de un ensayo cualitativo, se debe analizar una serie de
muestras (por ejemplo, grano/reservas de semillas) con una concentracion constante y conocida de material
positivo en un conjunto de material negativo (por ejemplo, un grano positivo en 199 granos convencionales
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de maiz) y se deben evaluar los resultados. Cabe sefialar que los conceptos de intervalos de confianza e
incertidumbre estadistica también deben ser aplicados al riesgo de falsos resultados positivos y/o negativos.
El nivel deseado de confianza determina el numero y el tamafio de los conjuntos en los que se deben realizar
ensayos. Por ejemplo, la obtencion de 100 resultados positivos en 100 mediciones independientes de
muestras verdaderamente positivas indica que el nivel de falsos resultados negativos estd por debajo del
4,5 % con un nivel de confianza del 99 % para la concentracién comprobada de granos positivos (expresada
como el numero de granos positivos en un conjunto de granos negativos).

Solidez

Como ocurre con todos los métodos validados, se deben realizar acciones para demostrar la solidez del
ensayo. Para ello, es necesario optimizar e investigar minuciosamente el impacto que tiene la introduccion de
pequetias modificaciones que podrian producirse por razones técnicas.

Valores de los criterios de aceptacion e interpretacion de los resultados

Un método validado incluye valores para los criterios de rendimiento con arreglo a los cuales se puede
aceptar como valido el resultado observado de una medicion. Es importante seguir estos criterios y respetar
el sistema de apoyo a la toma de decisiones para el analisis y la interpretacion de los datos. Por lo tanto, es
importante asegurarse de que el resultado del control del ADN diana positivo, cuando esté disponible, sea
positivo. Del mismo modo, el control del reactivo de amplificacion debe ser negativo. Ademas de estos
controles, es deseable realizar una reaccion paralela en la misma muestra de ADN utilizando un conjunto de
cebadores que detecte una secuencia de copia unica enddgena para determinar el impacto de los inhibidores
de la PCR que se sospechan presentes. Esta reaccion se debe realizar en todas las muestras de ADN en las
que no se haya observado amplificacion, y se puede realizar tanto en la misma reaccion (multiplex) como en
una reaccion independiente en la misma extraccion de ADN. En el caso de las reacciones de tipo multiplex es
importante que la reaccion endogena no supere a la reaccion especifica a la transformacion para los reactivos,
ya que es probable que la secuencia endogena esté presente en una cantidad de hasta en 1 000 veces mas que
la secuencia diana. Para llevar a cabo la optimizacion de las condiciones de la PCR se deberan tomar en
consideracion estas condiciones. La reaccion de control de la inhibicion con la secuencia endogena ofrece
una indicacion de la calidad del ADN como molde para la PCR. En el Cuadro 1 se indican los criterios de
aceptacion/rechazo para la PCR utilizando los resultados de la PCR con una secuencia endogena.

La reaccion de control de la inhibicion también se puede realizar con ADN patron y el ensayo de la PCR
adecuado y que no interfiera en ella.

Cuadro 1: Criterios para clasificar los analisis cualitativos de PCR

Resultado de la PCR Resultado de la PCR Clasificacion del ensayo
(analito modificado (enddgeno)
genéticamente)
Positivo Positivo Positivo
Negativo Positivo Negativo
Positivo Negativo Repetir
Negativo Negativo Repetir

No obstante, una complicaciéon adicional viene introducida por el hecho de que las PCR cualitativas se
realizan normalmente al menos por duplicado. Por lo tanto, es posible que los duplicados no den resultados
idénticos. Es practica habitual repetir las reacciones PCR al menos una vez en muestras de ADN rechazadas
debido a la discrepancia de los resultados de las réplicas. La repeticion de un resultado indeterminado indica
que el analito no se puede detectar con fiabilidad (véase el Cuadro 2) y que el ensayo se esta realizando por
debajo del limite de deteccion ya que, por definicion, en el limite de deteccion se deberia lograr una tasa de
deteccion del 95 % o superior. Por lo tanto, la muestra seré clasificada como inferior al limite de deteccion.
Son de aplicacion criterios similares si se realizan mas réplicas en cada muestra de ADN.
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Cuadro 2: Criterios para clasificar los analisis cualitativos de PCR duplicados ya clasificados en funcion del
Cuadro 1.

Resultado 1 Resultado 2 Resultado del andlisis
Positivo Positivo Positivo
Negativo Positivo Repetir/indeterminado
Positivo Negativo Repetir/indeterminado
Negativo Negativo Por debajo del limite de

deteccion

REFERENCIAS DEL ANEXO IV

1. AOAC® Official Methods®™ Program Manual, Apéndice X p14f, mayo de 2002, AOAC
International; sitio web: www.aoac.org/vmeth/omamanual/htm.
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ANEXO V: VALIDACION DE UN METODO BASADO EN PROTEINA!
ENSAYO CUANTITATIVO

Los ensayos cuantitativos inmunoldgicos sirven para determinar los niveles del analito proteinico presente en
partes concretas de la planta (por ejemplo, semilla, hoja, raiz, tallo) de un cultivar o una mezcla de cultivares.
Las aplicaciones tipicas se muestran en la Tabla 1. Para aplicar un método de deteccién inmunoldgica, como
ELISA de microplaca, con el fin de determinar cuantitativamente un analito proteinico en tejidos vegetales,
es necesario obtener en primer lugar una muestra representativa del material vegetal. La cantidad de muestra
y el procedimiento de preparacion de las porciones del ensayo influiran en el limite de deteccion o
sensibilidad del ensayo. A continuacién se extrae el analito del material vegetal afiadiendo el liquido
adecuado y mezclando, agitando o aplicando fuerzas de corte o sonicas. Los liquidos que se emplean
normalmente son agua y soluciones salinas tamponadas. A veces, se afaden detergentes o tensioactivos en
funcion de los ensayos validados y las matrices. Algunas proteinas exigen procedimientos mas rigurosos
como la homogeneizacion o la coccidn en solventes, detergentes, sales, etc.

La descripcion del procedimiento siguiente es solo una de las varias posibles para realizar un ensayo
inmunolégico de deteccion de las proteinas expresadas en plantas derivadas de ADN recombinante.

Tras la realizacion de partes mas o menos especificas de los ensayos de deteccion, como la inmovilizacion de
los anticuerpos de captura en la superficie del pozo de la microplaca, se afiade un volumen preciso de la
solucion extraida de la muestra a cada pozo. El analito presente en la solucion del ensayo se une al
anticuerpo de captura. El anticuerpo secundario marcado con enzimas se afiade y se une también al analito,
envolviéndolo. En este momento, se lava el pozo para eliminar el analito y los anticuerpos que no se hayan
unido, dejando tnicamente el conjugado complejo anticuerpo-analito-anticuerpo adherido a la superficie del
pozo. Se afiade un sustrato colorimétrico que procesa la enzima, lo que da como resultado un producto de
color. La reaccion se detiene tras un periodo de tiempo determinado y con ayuda de un fotdmetro se mide la
absorcion de color en una longitud de onda determinada. Se genera la curva tipica trazando la densidad
optica en el eje ¥ y la concentracion en el eje X, lo que da como resultado una curva de la respuesta a la dosis
que utiliza una ecuacion cuadratica u otro modelo de curva adecuado del método.

Para obtener un valor cuantitativo preciso y exacto, la densidad optica de las soluciones de muestra debe
estar incluida en la porcidn lineal de la curva de calibracion. Si la densidad oOptica es demasiado alta, la
solucion de muestra debe ser diluida hasta que la densidad oOptica esté dentro del rango de cuantificacion del
ensayo. La concentracion del analito proteinico en la muestra original de material vegetal se calcula
corrigiendo el factor de dilucion que se introdujo para preparar la muestra para su aplicacion a la microplaca.
El peso inicial de la muestra, el volumen de liquido de extraccion y las diluciones posteriores se usan para
calcular el factor de dilucion.

Se pueden utilizar diferentes controles para demostrar el rendimiento del ensayo. Puede introducirse en el
ensayo una muestra testigo, como un pozo vacio o una solucion tamponada, para determinar las respuestas
iniciales que se obtendran de la muestra y las respuestas de calibracion, si se desea. Se usard una muestra de
control negativa (por ejemplo, una solucion de extraccion de la matriz de la que se sabe que no contiene el
analito) para demostrar que no se producen en el ensayo respuestas no especificas o consecuencias para la
matriz. Se puede realizar un control positivo o una extraccion de la matriz incrementada con una cantidad
conocida del analito para demostrar la exactitud del ensayo. Se pueden aplicar estandares y muestras en un
nimero adecuado de réplicas para evaluar la precision del ensayo. Normalmente, se realizan muestras
testigo, controles negativos, controles positivos, extracciones fortificadas de la muestra cuando es necesario,
materiales de referencia, extracciones del material de referencia y réplicas en cada microplaca para controlar
las variaciones de una placa a otra.

MATERIALES DE REFERENCIA

El material de referencia es la misma matriz que el producto agricola que va a ser objeto de ensayo. Por
ejemplo, si la matriz que va a ser objeto de ensayo es semilla de soja, el material de referencia normalizado
deberia ser semilla de soja que contenga una proporcion conocida de semilla de ADN recombinante.
También se puede utilizar una muestra pura o una extraccion de la proteina de interés, siempre que el uso de
dichos materiales proteinicos de referencia haya sido validado para la matriz en cuestion. En algunos casos,
la matriz de referencia, por ejemplo la fécula, podria no estar disponible. El acceso a los materiales de
referencia es importante en el desarrollo, la validacion y el empleo de ensayos inmunologicos para analizar
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las proteinas introducidas en los productos basicos agricolas de ADN recombinante. Se debe utilizar material
de referencia de la mejor calidad disponible para cumplir los reglamentos y los requisitos de los ensayos.

En el caso de los productos basicos como el grano o la semilla, en los que el producto se compone de
unidades discretas, es apropiado preparar una muestra de referencia con un proporcion conocida de material
de ADN recombinante. En otros casos, la generacion de muestras de referencia para ciertas matrices y
analitos puede ser una tarea dificil. La estabilidad y la uniformidad son cuestiones importantes. Por ejemplo,
si la matriz que debe ser objeto de ensayo se compone de una mezcla de materiales, sera dificil combinar el
material de ADN recombinante y no recombinante de tal manera que se pueda lograr una muestra
homogénea de referencia que contenga una proporcion conocida de material de ADN recombinante. La
estabilidad de estos materiales deberia ser evaluada en condiciones de almacenamiento y de ensayo. En
cualquier caso, es util disponer de material de ADN recombinante y no recombinante para utilizarlo como
controles negativos y positivos.

Si se interrumpe la disponibilidad, como en el caso de que se retirara del mercado una planta derivada de
ADN recombinante, se deben alcanzar soluciones adecuadas para poder realizar los controles positivos.

Durante el desarrollo del ensayo, se utiliza el material de referencia para seleccionar los parametros del
ensayo que reducirian los efectos de interferencia de la matriz (por ejemplo, la unidén no especifica de los
componentes de la muestra a los anticuerpos o los inhibidores de enzimas). Durante la validacién y el uso del
ensayo, se pueden extraer los materiales de referencia y analizarlos junto a las muestras del ensayo para que
los resultados sean comparables de manera directa.

VALIDACION DE UN METODO CUANTITATIVO BASADO EN PROTEINA

Los principios de validacion del método descritos en los Anexos III y IV para los métodos de PCR también
son de aplicacion para los métodos basados en proteina. En lo que respecta a los equipos de ensayo
inmunoloégico disponibles comercialmente, el rendimiento del ensayo es validado normalmente por el
fabricante en un unico laboratorio o mediante ensayos de validacion en colaboracion, y se documenta en el
manual del usuario del producto.

La validacién deberia ser realizada de conformidad con el protocolo armonizado ISO/IUPAC/AOAC para
los métodos de andlisis quimico. En el presente documento se indican los procedimientos necesarios para
validar un método’.

Exactitud: La exactitud se demuestra midiendo la recuperacion del analito de muestras fortificadas y se da
cuenta de ella como la recuperacion media en varios niveles del rango cuantitativo. Lo ideal es que los
métodos cuantitativos tengan recuperaciones demostradas de entre 70 y 120 % y un coeficiente de variacion
de menos de 20 % para las recuperaciones medidas en cada nivel de fortificacion (Mihaliak y Berberich,
1995).

Eficiencia de extraccion: La eficiencia de extraccion es una medicion de la eficiencia de un método
determinado de extraccion en la separacion del analito proteinico de la matriz. Se expresa como porcentaje
de analito recuperado de la muestra. Dado que la proteina introducida expresada es endogena a la planta,
puede ser dificil demostrar verdaderamente la eficiencia del procedimiento de extraccion. Podria no haber un
método alternativo de deteccion con el que comparar los resultados del ensayo inmunoldgico. Un método
para abordar la eficiencia de extraccion consiste en demostrar la recuperacion de cada tipo de analito
proteinico introducido de cada tipo de fraccion de alimento por extraccion exhaustiva, es decir, la extraccion
repetida de la muestra hasta que no se detecta mas proteina (Stave, 1999).

Precision: La precision en el ensayo hace referencia a las variaciones que ocurren en un ensayo. Se puede
evaluar determinando la variacion (% del coeficiente de variacion) entre las réplicas que han sido objeto de
ensayo en varias concentraciones de la curva tipica y en la variacion reunida (% del coeficiente de variacion)
derivada de los valores de absorcion en estandares de ensayos independientes realizados en fechas diferentes.
La precision del ensayo describe la variacion que tiene lugar entre ensayos diferentes y que se puede medir
analizando las muestras de control de calidad de cada microplaca. Las muestras de control de calidad
necesarias se componen de dos conjuntos de extracciones, una extraccion de tejido vegetal de ADN
recombinante y una de tejido vegetal de ADN no recombinante. Las extracciones se almacenan congeladas.
Posteriormente, se descongela una porcion y se somete a ensayo en cada microplaca. La precision del ensayo
se puede evaluar a lo largo del tiempo y se expresa como porcentaje del coeficiente de variacion (Rogan et
al., 1999). La precision de los métodos cuantitativos basados en proteina es, por lo general, mas alta que la
de los métodos basados en PCR.
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Recomendacién: La exactitud debe estar comprendida en + [25 %] del valor aceptado de referencia en todo
el rango dinamico.

Sensibilidad:

La sensibilidad del ensayo se puede definir como la cantidad de analito que puede ser medido mediante la
lectura de la absorcion de dos desviaciones estandar por encima de la absorcion inicial (Rogan et al., 1992).
El limite de deteccion se puede expresar como la dilucion mas baja de la proteina derivada del producto de
ADN recombinante que puede ser detectada y combinada con la proteina extraida de la muestra de ADN no
recombinante (Rogan et al., 1999). Puede haber discrepancias en el caso de que la proteina de interés sea la
misma en varias transformaciones a pesar de tener tasas diferentes de expresion proteinica. Por ejemplo, dos
transformaciones podrian expresar la misma proteina aunque las tasas de expresion proteinica fueran
diferentes en el grano cosechado (asi como en otras partes de la planta). De manera similar, probablemente
haya una variabilidad sustancial en las expresiones proteinicas en funcion de las condiciones de cultivo. Si el
material de referencia utilizado para calibrar un método ELISA tiene una tasa de expresion alta, el ensayo
subestimara la presencia en el material vegetal procedente de plantas cultivadas en condiciones que
favorezcan niveles inferiores de expresion.

Rango dinamico - rango de cuantificacion

El alcance los métodos define el intervalo de concentracion en el que se podra determinar el analito con
precision. En la mayor parte de los casos, el rango analitico de los alimentos obtenidos por medios
biotecnologicos variara entre 0,1 % y varios puntos porcentuales. El intervalo deseado de concentracion
define las curvas tipicas y se debe utilizar un niumero suficiente de estandares para definir adecuadamente la
relacion entre la concentracion y la respuesta del ensayo. Se debe demostrar que la relacion entre la respuesta
y la concentracion es continua, reproducible y lineal, después de la transformacion apropiada.

Puede ser dificil interpretar los valores porcentuales (por ejemplo, el rango dinamico entre 10 % y 500 % del
valor objetivo) utilizando métodos cuantitativos. Los métodos cuantitativos basados en proteinas arrojan por
lo general una estimacion de la concentracion de la proteina derivada de plantas de ADN recombinante en la
matriz, debido a variaciones en la expresion de la cantidad de proteina presente en los diferentes tejidos
vegetales o entre cultivares, asi como en el mismo tejido procedente de ubicaciones diferentes. El uso de
métodos cualitativos basados en proteina es, por lo tanto, mucho mas corriente. Ademads, es necesario actuar
con cautela cuando se utiliza un método que puede detectar la proteina en la matriz analizada. Por ejemplo,
se cree que las proteinas sufren modificaciones o degradacion debido a la elaboracion en mayor medida que
el ADN, por lo que se debe tener en cuenta la pérdida de sefal provocada por los efectos de la elaboracion de
los alimentos.

Cabe sefialar que la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion no establece necesariamente la
validez de un método para una aplicacion determinada. Por ejemplo, no ailade mucho valor el hecho de que
se determine que el limite de deteccion es de 1 ng/kg si el alcance de la validacion del método abarca
unicamente concentraciones del orden de g/kg. En este caso y otros similares, la fiabilidad del método debera
ser demostrada por los demas parametros y en la validacion del método no se realizaran acciones dirigidas a
calcular el limite de deteccion. No obstante, el limite de cuantificacion siempre se debe establecer e incluir en
el estudio de validacion.

Limite de deteccion

En el Anexo II se define el limite de deteccion. Las proteinas estan presentes en los alimentos obtenidos por
medios biotecnologicos en concentraciones mayores que el ADN diana en los métodos de PCR. Por lo tanto,
los efectos estocasticos tienen menos influencia en la determinacion del limite de deteccion que cuando se
emplea la PCR.

Para estimar el limite de deteccion, es practica habitual asumir que es la fuerza de la sefial de una muestra
testigo aumentada en tres veces la desviacion estandar de la muestra testigo. Este método da como resultado,
como mucho, una estimacion, y se basa en una distribucion gaussiana tipica de las mediciones de la muestra
testigo alrededor de cero. De manera general, esto se puede asumir para métodos como ELISA, aunque la
mejor manera de determinar el limite de deteccion es mediante experimentos. El limite de deteccion también
se define normalmente como una concentracion igual al estandar inferior utilizado en el ensayo, en el caso de
que se obtenga un valor positivo consistente con dicho estandar.

Limite de cuantificacion
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Para los métodos cuantitativos es importante conocer si el limite de cuantificacion de una matriz en particular
es cercano a los valores que se deben medir. Con el enfoque tradicional, el limite de cuantificacion se puede
definir como la fuerza de la sefial de una muestra testigo igual al limite de deteccion aumentada en 6-10
veces la desviacion estandar de la muestra testigo, a menos que se conozca por otras fuentes que los valores
medidos son tan superiores al limite de cuantificacion que la determinacion de este ultimo sea irrelevante.
Sin embargo, este método de determinacion del limite de cuantificacion permite calcular Ginicamente una
estimacion del limite de cuantificacion real que podria ser una aproximacion artificial demasiado alta o baja.

En la practica, se han utilizado dos procedimientos para determinar el limite de cuantificacion. El primer
método consiste en practicar ensayos en diversas muestras convencionales complementadas con cantidades
conocidas de analito. En tal caso, el limite de cuantificacion es el nivel en el que la variabilidad del resultado
y el porcentaje de recuperacion cumplen ciertos criterios preestablecidos. Para las moléculas pequefias, estos
criterios son, tipicamente, un coeficiente de variacion < 20 % y una recuperacion de entre 70 y 120 %”. Sin
embargo, la recuperacion de proteinas podria ser complicada en algunas matrices, como féculas o aceites, y
se debe aceptar que puede haber eficiencias de recuperacion mas bajas. Cuando la eficiencia de la
recuperacion es baja, se debe indicar este hecho en los datos de validacion y en el informe del analisis. Un
método mas completo consiste en comprobar el método utilizando diversas muestras que contengan
cantidades conocidas de materiales procedentes de alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos. Este
método es mas complicado, ya que exige que se pueda acceder a cantidades significativas de materiales de
referencia que contengan un rango conocido de concentraciones de la transformacion de interés. Los
procedimientos para calcular el limite de deteccion y el limite de cuantificacion de los métodos cuantitativos
de PCR figuran en los Anexos Il y IV.

Especificidad de la diana

La especificidad de la diana es el grado en que los analogos u otras moléculas se unen a los anticuerpos. Este
concepto debe clasificarse y describirse en el método. La especificidad de la diana debe ser demostrada
mediante resultados experimentales del ensayo del método con transformaciones de ADN no diana
recombinante y plantas de ADN no recombinante. Este ensayo deberia incluir las transformaciones
relacionadas estrechamente y casos en los que los limites de deteccion sean comprobados realmente. Dado
que el método deberia ser especifico a la proteina, sdlo deberia ser funcional con el alimento obtenido por
medios biotecnologicos objeto de estudio y no deberia ser funcional si se aplica a transformaciones que no
expresan la proteina en cuestion. La posibilidad de que se produzcan interferencias causadas por reactivos y
el material de laboratorio se puede evaluar sometiendo a ensayo extracciones de material vegetal de ADN no
recombinante.

Efectos de la matriz: si la respuesta del método se ve afectada por una sustancia en la extraccion final, aparte
del analito proteinico concreto, la respuesta no especifica recibe la denominacion de efecto de la matriz. Una
manera de gestionar los efectos de la matriz consiste en demostrar que el método analitico arroja resultados
idénticos con o sin la matriz de muestra presente en la extraccion. Con este enfoque, se debe demostrar la
ausencia de efectos de la matriz en todas las matrices en las que se vaya a aplicar el ensayo. Otro enfoque
menos adecuado para gestionar los efectos de la matriz consiste en preparar las soluciones estindar en
extracciones de matrices de ADN no recombinante, como estandares ajustados a la matriz. Asi se garantiza
que los efectos de la matriz que pudieran producirse seran coherentes con los estandares y las muestras.

Solidez

La evaluacion de la solidez demuestra la fiabilidad de un método en relacién con las variaciones
involuntarias de los parametros del ensayo. Las variaciones que se podrian incluir son los volumenes de
reaccion, la temperatura de incubacién (por ejemplo, 5-10°C positivos y negativos) y/u otras variaciones
pertinentes. Los experimentos deben ser realizados al menos por triplicado y se debe calcular la
recuperacion. La respuesta de un ensayo respecto a estos pequefios cambios no debe desviarse mas de + 30%
respecto a la respuesta obtenida en las condiciones originales. Entre los experimentos que pueden realizarse
para determinar la solidez, cabe destacar el analisis repetido de las muestras en fechas diferentes y la
medicion de la exactitud y la precision de las muestras fortificadas empleando material de control de diversas
fuentes.

ENSAYO CUALITATIVO (UMBRAL)

Los dispositivos de flujo lateral son herramientas ttiles para la comprobacion de umbrales in situ o en el
terreno. Los métodos ELISA tradicionales también se pueden emplear en los ensayos cualitativos. A fin de
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garantizar la fiabilidad de los resultados, los fabricantes de los ensayos deben llevar a cabo una validacion
del método y proporcionar una descripcion de las caracteristicas de rendimiento del producto en las
instrucciones del producto. Si se han realizado estas acciones, normalmente no es necesario que los usuarios
de los dispositivos de flujo lateral realicen estudios de validacion para la aplicacion de la técnica en su
laboratorio. Cada dispositivo de flujo lateral es una unidad individual independiente capaz de realizar los
estandares descritos en las instrucciones del producto de acuerdo con el esquema de garantia de calidad del
fabricante. En el caso de los métodos ELISA, se debe realizar la validacion para garantizar que el método
funciona como se esperaba en el laboratorio.

A fin de establecer un procedimiento in situ de comprobacion del umbral, se debe establecer en primer lugar
el nivel del umbral. Para determinar que el dispositivo de flujo lateral puede diferenciar entre muestras que
contienen proteina derivada de plantas de ADN recombinante por encima o por debajo del umbral, se deben
someter a un ensayo de competicion una referencia negativa y una referencia de umbral que contengan una
proporcion conocida de planta de ADN recombinante. La referencia negativa es una muestra de una matriz
de ensayo de la que se sabe que no contiene el analito proteinico y que se somete a ensayo para demostrar
que el método es capaz de distinguir entre cero y el nivel de umbral. Se somete a ensayo un niimero
suficiente de estas muestras para garantizar que la sensibilidad del ensayo es adecuada para determinar si el
nivel de la muestra de ensayo es superior o inferior al nivel de umbral. Durante la comprobacion habitual de
muestras de productos basicos a granel, los dispositivos de flujo lateral se usan normalmente sin someter a
ensayo de competencia las muestras de referencia negativa y de umbral.

VALIDACION DE UN METODO CUALITATIVO BASADO EN PROTEINA

Los mismos principios son de aplicacion para los ensayos cualitativos basados en proteina que para los
ensayos cualitativos de PCR. Estos enfoques, incluido el calculo de las tasas de falsos resultados positivos y
negativos, se pueden aplicar por lo tanto a los métodos basados en proteina. Por regla general, debido al
caracter mas preciso de los métodos de flujo lateral basados en proteina, no se realizan por duplicado en cada
muestra. Sin embargo, si se realiza el ensayo ELISA, se deben utilizar pozos duplicados.

Se pueden utilizar los mismos tipos de muestras de control y los mismos criterios de aceptacion/rechazo que
para los métodos cualitativos de PCR. El limite de deteccion se expresa normalmente como la cantidad de
analito con la que el método analitico detecta la presencia del analito al menos en el 95 % de las ocasiones (<
5 % de falsos resultados negativos). No obstante, los ensayos de flujo lateral se aplican generalmente en
concentraciones de ensayo de al menos el doble (o mas) del limite de deteccion.

REFERENCIAS DEL ANEXO V

1. Guidelines for the Validation and Use of Immunoassays for Determination of Introduced Proteins in
Biotechnology Enhanced Crops and Derived Food Ingredients. Lipton et al., Food and Agricultural
Immunology, 2000, 12, 153-164.

2. Horwitz W; Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance studies. Pure and
Applied Chemistry, 67: 331 (1995).

3. Mihaliak, C.A. y Berberich S.A. “Guidelines to the Validation and Use of Immunochemical Methods for
Generating Data in Support of Pesticide Registration”, en: Nelson, J.O., Karu, A.E. y Wong, R.B.
(editores) (1995). Immunoanalysis of Agrochemicals: Emerging Technologies, ACS Symposium Series
n.° 586, American Chemical Society: pags. 288 — 300.

4. J.W. Stave (1999) Detection of the new or modified proteins in novel foods derived from GMO-future
needs, Food Control 10: pags. 367-374.

5. Rogan G.J., Dudin Y.A., Lee T.C.; Magin K.M., Astwood J.D., Bhakta N.S., Leach J.N., Sanders

P.R., Fuchs R.L. Immunodiagnostic methods for detection of 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase in Roundup Ready(R) soybeans (1999) Food Control 10(6): pags. 407-414.

31



ANEXO VI: COMPROB’ACION DE LA COMPETENCIA DE ALIMENTOS OBTENIDOS POR
MEDIOS BIOTECNOLOGICOS: interpretacion de los valores z derivados de datos obtenidos por
transformacion logaritmica

NOTA: Documento técnico 18 del Comité de métodos analiticos de RSC, descargado del sitio de Internet
www.rsc.org/lap/rsccom/amc/amc_index.htm.

En algunos ensayo de competencia destinados a medir la proporcion de alimentos obtenidos por medios
biotecnologicos, los resultados se someten a transformacion logaritmica antes de proceder al calculo de los
valores z [1]. La transformacion se puede justificar tedrica y practicamente. No obstante, la transformacion
da lugar a valores z que no son de la misma escala que los datos originales, por lo que no se pueden
interpretar de manera tan directa. Podria ser 1til tener nociones previas sobre transformaciones logaritmicas.

¢ Qué es una distribucion logaritmico-normal?

En el Grafico 1 se muestra la densidad de una variable de distribucion logaritmico-normal. Es asimétrica,
presenta una asimetria positiva y todos los valores de X son, necesariamente, superiores a cero. Si, en cambio,
se representan la densidad y el logaritmo de X, se obtiene la forma familiar de la distribucion normal (véase el
Grafico 2). (Obsérvese que en este documento se entiende que los logaritmos son de base diez).

Definicion: una variable x tiene distribucién logaritmico-normal si log x tiene una distribucion normal.

Si bien todas las distribuciones normales tienen esencialmente la misma forma, la forma de una distribucion
logaritmico-normal depende de su desviacion estandar relativa, que se expresa en este documento en forma
de fraccion. Por ejemplo, la distribucion muy asimétrica del Grafico 1 presenta una desviacion estandar
relativa de 0,3, mientras que el Grafico 3, que tiene también distribucion logaritmico-normal y una
desviacion estandar relativa de 0,1, muestra inicamente una asimetria ligera. (Para facilitar la referencia, los
resultados de los ensayos de competencia de ADN recombinante vegetal tienen normalmente una desviacion
estandar relativa de cerca de 0,7).

Datos de ensayos de competencia de alimentos obtenidos por medios biotecnolégicos

Actualmente, casi todas las mediciones cuantitativas de especies modificadas genéticamente presentes en
alimentos se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En los estudios realizados por varios
laboratorios, como el ensayo de competencia, los resultados muestran casi siempre una distribucion muy
asimétrica (véase el Grafico 4 como ejemplo). Existen razones previas para esperar este resultado. En primer
lugar, el procedimiento podria haber comenzado con un nimero muy pequefio de copias del gen, por lo que
las copias tendrian una distribucion binomial en la muestra tomada para la PCR. Las distribuciones
binomiales presentan una asimetria positiva para un pequeiio numero de copias. Si el ADN estd asociado con
un numero pequeflo de particulas, la toma de muestras de dichas particulas podria dar lugar a un resultado
asimétrico, incluso si el nimero de copias de gen fuera relativamente alto. La funcion de calibracion en la
PCR tiene forma logaritmico-lineal, lo que tenderd a producir una distribucién logaritmico-normal de los
resultados a partir de la insercion de un dato normal. Por ultimo, debe tenerse en cuenta la distribucion
normal de los errores del sistema de lectura de los instrumentos.

Como resultado de todo ello, se espera que la distribucion de los errores sea una convoluciéon compleja de los
tipos de distribucién, con una tendencia hacia la asimetria positiva. Por tanto, es tentador sugerir que podria
ser adecuado realizar la transformacion logaritmica de los resultados de los participantes antes de generar los
valores z. Mediante un estudio detallado de los datos del ensayo de competencia se ha justificado esta accion
en la practica [2]. Pero, ;como se pueden relacionar dichos valores z con la practica cotidiana y el
rendimiento de cada uno de los laboratorios?

Comprobacion de la competencia de la asignacion de valores z en plantas derivadas de ADN
recombinante

Cabe recordar que, en los ensayos cuantitativos de los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos, los
errores parecen ser mas multiplicativos que aditivos, como ocurre en la mayor parte de las tareas analiticas.
En tal contexto, una propiedad muy 1til de la transformacion logaritmica es que varios conjuntos de datos
que tienen la misma desviacion estandar relativa en la escala original tienen la misma desviacion estandar
absoluta en la escala logaritmica. En el caso de los ensayos de competencia de alimentos obtenidos por
medios biotecnolégicos, este hecho permite a los operadores establecer un valor Unico o, para el esquema,

independientemente de la concentracion del analito (excepto, por supuesto, cuando la concentracion sea cero
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o un valor muy cercano a cero). Asi, se puede calcular un valor z a partir de un resultado X y un valor
asignado x, (ambos en la escala original), segun la ecuacion:

z=(logx—logXx, )/ap =log(x/x, )/ap .

log x, serd normalmente la media robusta de los valores de log X. El valor o, (la desviacion estdndar para la

competencia, antes denominada “valor objetivo”) debe ser un criterio especifico para el fin, de ser posible.

Por lo tanto, si la adecuacion para el fin exige que el resultado satisfactorio est¢ comprendido entre (por
ejemplo) 0.5x, y 2.0x,, debemos establecer o, de manera que los resultados del limite den valores z de -2y
+2, respectivamente. La sustitucion de los valores correspondientes z=2 y x=2.0x, en la ecuacion anterior
da como resultado

2= (log2x, —logxa)/O'p , 0 bien

o, =+log2=0.1505 .

(Utilizando z=-2 y x=0.5x, se obtiene el mismo resultado, compruébelo).

En términos generales, si son necesarios los limites dados por x,/q y gx, , se requiere que o, =1logq.

Ademas, se puede conmutar facilmente entre un valor Z y el valor correspondiente de r=x/x, (el factor por
el cual un resultado difiere del valor asignado) utilizando las ecuaciones r=10""* y z=logr/c, . Por ejemplo,

si z=3.5y o,=0.1505, obtenemos r =10"*"" =3.36: el resultado excede el valor asignado en un factor de 3,36.

Conclusién

Lo esencial es que los errores principales parecen ser multiplicativos en los ensayos cuantitativos basados en
PCR de alimentos obtenidos por medios biotecnolégicos. Como consecuencia, la incertidumbre de la escala
de medicion original no estd dispuesta simétricamente alrededor del resultado. Independientemente de ello,
los valores z basados en los datos obtenidos por transformacion logaritmica se pueden seguir tratando como si
fueran simétricos: un valor z de —3,5 tiene la misma importancia que un valor z de +3,5. Condiciones
similares podrian ser aplicables para cualquier otro sistema de medicion (como la microbiologia cuantitativa)
que se base en un procedimiento multiplicativo.

NOTA: Este documento técnico ha sido preparado para el Comité de métodos analiticos por el Subcomité de
estadistica, presidido por M. Thompson, con el apoyo del Organismo de normas alimentarias del Reino
Unido.
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Grafico 1. Una distribucion logaritmico-normal con una desviacion estandar relativa de 0,3.
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Gréfico 2. La misma distribucién del Grafico 1, con la densidad y log X en los ejes.
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Gréfico 3. Una distribucion logaritmico-normal con una desviacion estandar relativa de 0,1.
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Gréfico 4. Resultados de una tinica ronda de ensayos de competencia en los que se midié la concentracion

de soja de ADN recombinante.
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