Hrana u zdravlju i bolesti, znanstveno-stru¢ni éasopis za nutricionizam i dijetetiku (2024) 13 (1) 1-15
Food in Health and Disease, scientific-professional journal of nutrition and dietetics (2024) 13 (1) 1-15

EFIKASNOST BRZIH IMUNOKROMATOGRAFSKIH TESTOVA
ZA ANALIZU PRISUTNOSTI GENETSKI MODIFICIRANOG
KUKURUZA U PREHRAMBENIM PROIZVODIMA

Damir Alihodzi¢'", Midhat Jasi¢?, Benjamin Muhamedbegovi¢?,
Drago Subarié¢®, Amel Selimovi¢?

IAgencija za certificiranje halal kvalitete, Turalibegova 73, 75000, Tuzla, Bosna i Hercegovina
2Tehnoloski fakultet Univerziteta u Tuzli, Univerzitetska 8, 75000 Tuzla, Bosna i Hercegovina
3Sveudiliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnologki fakultet Osijek,
Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek, Hrvatska

izvorni znanstveni rad
Sazetak

Hrana porijeklom od genetski modificiranih organizama je sve ¢e§¢e prisutna u prehrani stanovnistva. Posebno je Cesta genetska
modifikacija soje i kukuruza, pa se na trzi§tu mogu naci i proizvodi koji vode porijeklo od ovih sirovina. U monitoringu i kontroli
prisutnosti genetski modificiranog kukuruza mogu se koristiti brzi imunokromatografski testovi (eng. Immunochromatographic
Lateral Flow Test - ILF) i konvencionalne metode.

Cilj rada bio je izvrsiti analizu sastojaka porijeklom od genetski modificiranog kukuruza u ispitivanim uzorcima brzim ILF
testovima i konvencionalnim metodama, a zatim usporediti dobivene rezultate.

U radu je istrazena prisutnost genetski modificiranog kukuruza u pet proizvoda i to: palenta, smjesa za mafine i corn flakes
porijeklom iz SAD-a, palenta porijeklom iz Norveske, te tortilja porijeklom iz Svedske. Za detekciju sastojaka porijeklom od
GM kukuruza kori$ten je konvencionalni postupak baziran na polimeraznoj lan¢anoj reakciji (eng. Polymerase Chain Reaction-
PCR), a od brzih metoda koristeni su brzi ILF testovi za detekciju CP4 ESPS proteina. Priprema uzoraka izvrSena je
homogenizacijom, a zatim se odvaze 1 g od uzorka, prenese i rastvori u polipropilenskoj epruveti s destilliranom vodom u odnosu
1:4. Rezultati su o¢itani na nitroceluloznom dijelu imunokromatografskog testa. Za PCR metodu iz pripremljenog uzorka uradena
je izolacija DNA uz primjenu DNeasy Tissue Kit, zatim izvrSena kvantifikacija izolirane DNA s BiotTek PowerWave HT
Microplate spectrophotometerom i primjenom softvera Gen5 Data Analysis. Rezultati polimerazne lancane reakcije o€itani su
uz primjenu elektroforeze s 1,5 % agaroznim gelom.

Kod svih ispitivanih uzoraka dobiveni su isti rezultati s obje metode. Utvrdeno je da palenta i smjesa za mafine porijeklom iz
SAD-a sadrze genetski modificirani kukuruz, dok u proizvodima iz Nordijskih zemalja nije detektiran.

Imunokromatografski strip testeri su podjednako pouzdani kao i PCR metoda za detekciju GM kukuruza u prehrambenim
proizvodima. Brze metode su viSestruko jeftinije, primjenjive su izvan laboratorijskih uvjeta, a rezultati analiza su gotovi za 10
do 15 minuta.

Kljucne rijeci: GM kukuruz, brzi imunokromatografski test, PCR

Uvod Radi pravovremenog dobivanja rezultata
laboratorijskih analiza, sve viSe se primjenjuju

Kontrola kvalitete kako kvantitativna tako i odredene brze metode. Tako na primjer u

kvalitativna danas je nezamisliva bez analitickih
laboratorijskin metoda. Osnovni atribut koji daje
obiljezje kvalitete prehrambenog proizvoda je
zadovoljstvo potroSaca (Jasi¢ i sur., 2007). Interesi
potroSaca su otkrivanje obmana proizvodaca iz
razloga koji mogu biti ekonomski, kada se u nekom
proizvodu upotrebljavaju loSije vrste sastojaka pod
etiketom boljih; vjerski, kada sastojci u proizvodu koje
odredena vjerska grupacija ne konzumira; zdravstveni,
kada se u prodaji nadu proizvodi Stetni za zdravlje
ljudi i1 zivotinja, u <¢ijem sadrzaju se nalaze
nedozvoljene koncentracije teskih metala, pesticida,
hormona, mikotoksina, lijekova i drugi Stetni sastojci
(Veladzié¢ i Caklovica, 2001).

*Corresponding author: damir_ba80@yahoo.com

kompanijama za proizvodnju ishrane za stoku ili hrane
za ljude koje koriste sirovine koje su na svjetskom
trzistu vrlo Cesto genetski modificirane neophodno je
izvr$iti njihovu analizu na prisutnost genetski
modificiranih  organizama  prije  puStanja u
proizvodnju. Ova analiza je potrebna radi uskladivanja
sa zakonskim propisima o GMO, a time i uskladivanja
deklaracije proizvoda i informiranja potrosaca.

Tema o genetski modificiranim organizmima je u
zadnje vrijeme tako snazno podijelila svjetsku javnost
na one koji podrzavaju i one koji su ogorceni
protivnici GMO-a. T dok jedni o¢ekuju da ¢e ova
tehnologija unijeti brojne pozitivne promjene u na$
zivot te znatno podi¢i i unaprijediti kvalitetu Zivota
otvaraju¢i neslué¢ene perspektive, drugi izrazavaju
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otvoreni strah pred mogu¢im posljedicama
prebacivanja gena iz organizma u organizam
probijanjem svih prirodnih prepreka (Ballian, 2009).

Genetski modificirani organizmi su organizmi koji
sadrze jedan ili viSe gena koji se u njih umjetno unose
u laboratorijima metodama geneti¢kog inzZenjerstva,
pri ¢emu se geni uzimaju od druge, nesrodne ili ¢ak
posve udaljene vrste. Uneseni gen poznat je pod
nazivom transgen, zbog cega se ovakvi organizmi
zovu jos i transgeni organizmi (Trkulja i sur, 2018).

Metode za analizu hrane

Za analizu hrane Koristi se veliki broj laboratorijskih
metoda i tehnika. S obzirom da je zdravstvena
ispravnost proizvoda imperativ, najcesée se koriste
metode za analizu  zdravstvene ispravnosti
prehrambenih proizvoda 1 namirnica za opcu
upotrebu. Pored toga odredivanje kvalitete i porijekla
proizvoda koristi se veliki broj razliitih analitickih
metoda.
Analiticke metode su od naroCitog znacaja za
forenzic¢ku upotrebu, ali i za prehrambenu industriju.
Postoje razlicite podjele laboratorijskih metoda i
tehnika. Obzirom na nacin ispitivanja, ove analiticke
metode mogu se svrstati u cetiri grupe:

o biokemijske (imunoloske),

o molekularno-genetske metode,

o spektroskopske i spektrometrijske te

e separacijske metode.

Navedene metode su najucinkovitije za primjenu u
odredivanju: kvalitativnih i kvantitativnih sastojaka
hrane, ispravnosti hrane obzirom na patogene
mikroorganizme, nutritivne alergene, ostatke pesticida
i toksina, sljedivosti u skladu s geografskim i
botani¢kim porijeklom te utjecaju tehnoloske obrade i
skladistenja (Butorac i sur., 2013).

Za detekciju odredenih sastojaka i one¢is¢enja u hrani
koriste se razli¢ite laboratorijske metode.

Generalno se mogu podijeliti na konvencionalne
(standardne) i suvremene brze (screening) metode za
analizu hrane.

U suvremene brze metode spadaju
imunokromatografski testovi (eng.
Immunochromatographic Lateral Flow Tests - ILF) i
vrlo Cesto se oznacavaju kao brzi ili skrining testovi.
Za razliku od brzih metoda, klasi¢ne metode Cesto su
spore, zahtijevaju dosta materijala, radno angaziranje,
laboratorijsku infrastrukturu i sofisticirano
laboratorijsko znanje i nisu uvijek pogodne za
odredivanje kvalitete i porijekla hrane. Pored toga
analiza uzoraka klasi¢nim metodama viSestruko je
skuplja od analize s brzim metodama. S druge strane

vecina brzih metoda nije standardizirana i prihvacena
kod sluzbenih analiza i laboratorijskih provjera.

Brzi imunokromatografski strip testovi za
analizu prisutnosti genetski modificiranog
kukuruza

Tijekom posljednjih godina doslo je do razvoja niza
analitickih metoda primjenom kojih je moguce
identificirati  strane supstance u proizvodima
namijenjenima  ljudskoj  prehrani.  Pojedinim
analitickim metodama Zeli se zastiti proizvod od
moguéeg patvorenja od strane proizvodaca te
istovremeno zastiti krajnjeg potrosaca od mogucih
prijevara na trziStu prehrambenih proizvoda
(Gvozdanovi¢ i sur., 2017). Pored toga, Cesto se
ukazuje potreba za detekcijom drugih nezeljenih
sastojaka u hrani. U tu svrhu mogu se Koristiti
imunokromatografski testovi za detekciju
mikotoksina, alergena, GMO, rezidua veterinarskih
lijekovaisl. (Lai i sur., 2009; Zang i sur., 2006 i Holst-
Jensen, 2009).

U analizi hrane imunoloske metode se temelje na
analizi specifi¢nih reakcija koje se odvijaju izmedu
antitijela i antigena, odnosno na sposobnosti antitijela
da prepoznaju trodimenzionalnu strukturu i pokrenu
biokemijsku reakciju. Njihova primjena je raznolika,
od polja imunologije do identifikacije razli¢itih drugih
molekula kao S§to su proteini, malih organskih
molekula ili sloZenih spojeva prisutnih u uzorcima
hrane i prehrambenih spojeva (Nielsen, 2010).
Imunoloske metode su brze, visoko specifi¢ne i
osjetljive te jednostavne za izvodenje (Lefkovits i
Pernis, 2014). To su razlozi zbog kojih su postale
prihvatljive u postupcima identificiranja razlicitih
sastojaka u prehrambenim proizvodima. Proizvodnja
specificnih antitijela je klju¢ni korak implementacije
imunoloskih metoda analize obzirom na to da se takvi
spojevi koriste za “hvatanje” specifi¢nih antigena
(Asensio i sur., 2008). Na principu detekcije antigena
u uzorcima razvijeni su razli¢iti brzi testovi za njihovu
detekciju. U literaturi  su  poznati  kao
Imunokromatografski Lateral Flow testovi (ILF),
Rapid antigen tests - RADTSs, Lateral flow strips -LFS,
Immunochromatographic Test Strips, Lateral Flow
Device - LFD za razli¢ite namjene detekcije (Holst-
Jensen, 2009; Tanaka i sur., 2006; Grothaus i sur.,
2006). Koriste se u prehrambenoj industriji, medicini
i veterinarskoj medicini, farmaciji, poljoprivredi i
drugim poljima. Tako na primjer Europska komisija je
donijela preporuke o strategijama testiranja na
COVID-19, ukljucujué¢i koristenje brzih testova na
antigen  (Commission  Recommendation  (EU)
C/2020/7502).
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Efikasnost se moze definirati kao sposobnost
postizanja Zeljenih rezultata sa $to manjim utroSkom
resursa. Pored toga potrebno je izvrsiti validaciju brzih
metoda. Svrha validacije je osiguranje da razliciti
podaci o analizama proizvoda vode do konzistentnih i
visokokvalitetnih rezultata. Validacijom se utvrduje

pouzdanost metode. Vrjednovanje (validacija) metode
je potvrdivanje ispitivanjem 1 pribavljanjem
objektivnih dokaza da su ispunjeni posebni zahtjevi za
predvidenu  specificnu  upotrebu  zadovoljeni
(Pravilnik o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata; Sluzbeni glasnik BiH br. 95/10).

Tablica 1 Prikaz parametara kvalitete za kvantitativne i kvalitativne metode analize (Trullols i sur., 2004)
Table 1. Overview of quality parameters for quantitative and qualitative analysis methods (Trullols et al., 2004).

Kvantitativhe metode

Kvalitativne metode

Tocnost: istinitost, preciznost

Osjetljivost i specifiénost

Neizvjesnost

Lazno pozitivne i negativne stope

Osijetljivost i specifi¢nost

Selektivnost

Selektivnost

Granica detekcije

Domet i linearnost

Grani¢ni limit

Granica otkrivanja

Regija nepouzdanosti

Robusnost

Robusnost

Kombinacijom navedenih parametara prikazanih u
Tablici 1 oblikuje se plan validacije za svaku metodu.
Najjednostavnija definicija validacija analitickih
metoda je postupak kojim se dokazuje da metoda sluzi
svrsi za koju je namijenjena, a prije svega potrebno je
znati/definirati svrhu metode. Nakon toga se utvrduju
postupci, tj. planiraju i provode eksperimenti Cije
rezultate treba prikupiti i prikazati kao dokaze o
validnosti metode. Isti postupci neée Se primjenjivati
na sve metode — razli¢ito se pristupa validaciji
kvalitativnih i kvantitativnih metoda; razlikuju se
postupci validacije metode kojom se odreduje analit
koji preteze u uzorku i one kojom se odreduju tragovi
u kompleksnoj matrici. Svakoj se metodi pristupa
individualno, procjenjuje se Sto treba napraviti za
dokaz svrhovitosti (Lazari¢, 2012).

Osjetljivost i specificnost metode

U okvirima kvalitativne analize osjetljivost i
specifiCnost predstavljaju  sposobnost testa za
razlikovanje stvarno pozitivnih od stvarno negativnih
uzoraka.

Osjetljivost je ,,sposobnost metode da otkrije istinski
pozitivne uzorke kao pozitivne®, tako da je stopa
osjetljivosti vjerojatnost da ¢e metoda za datu
koncentraciju testirani uzorak Klasificirati kao
pozitivan, s obzirom da je testirani uzorak odranije
poznat kao pozitivan. Osjetljivost se moze izracunati
prema relaciji (O’Rangers i sur., 2000):

IP

Osjetljivost = m

pri ¢emu je: IP — Istinski pozitivni rezultati; LN — lazno
negativni rezultati.

Prema Pravilniku o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata specifiénost je svojstvo metode da
se razlikuje analit koji se mjeri od drugih supstanci.
Ova Kkarakteristika je prije svega funkcija opisane
tehnike mjerenja, ali moZe varirati ovisno od vrste
spoja ili matriksa (Sluzbeni glasnik BiH br. 95/10).
Iako se u praksi Cesto poistovjecuju, specificnost i
selektivnost dva su razliita svojstva metode.
Specificna metoda je ona kojom se moze odrediti
samo jedan specifi¢ni analit.

Metoda kojom se moze odredivati vise komponenata
istovremeno, ali pod uvjetom da te komponente pri
odredivanju ne smetaju jedna drugoj, naziva se
selektivnom.

Specifi¢nost se definira kao ,,sposobnost metode da
otkrije istinski negativne uzorke kao negativne”. Stopa
osjetljivosti je vjerojatnost da ¢e metoda za datu
koncentraciju, testirani uzorak Klasificirati kao
negativan, s obzirom da je testirani uzorak od ranije
poznat kao negativan. Specifiénost se moze izraziti
prema sljedecoj relaciji (O’Rangers i sur., 2000):

LN

Specifitnost = m
pri ¢emu je: LN — lazno negativni rezultati; LP — Lazno
pozitivni rezultati.

Metodom se mora u eksperimentalnim uvjetima
razlikovati analiti od drugih supstanci.

Mora se navesti procjena te mogucnosti. Pri primjeni
metode moraju se izbjegavati sve predvidljive
interferencije. Od najvee je vaznosti ispitati
interferencije koje bi mogli uzrokovati svi sastojci
matriksa (Pravilnik o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata, Sluzbeni glasnik BiH br. 95/10).
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Metoda je specificna kada omogucava odredivanje
samo jednog analita u analiziranom uzorku i pored
prisutnosti i drugih spojeva u uzorku.

Lazno pozitivne i negativne stope

Lazno pozitivna stopa je vjerojatnost da testni uzorak
poznat kao negativan, a testna metoda ga klasificira
kao pozitivan. Lazno pozitivna stopa se moZe izraziti
sa sljede¢om formulom (Feldsine i sur., 2002):

LP

Laino pozitivna stopa = m

pri cemu je: LP — Lazno pozitivni rezultati; IP —
istinski pozitivni rezultati.

Lazno negativan stopa je vjerojatnost da testni uzorak
poznat kao pozitivan, a testna metoda ga Klasificira

kao negativan. Lazno negativna stopa se moze izraziti

sa sljede¢om formulom (Feldsine i sur., 2002):
LN

Lazno negativna stopa = ————
2nomneg P& = P+ LN

pri cemu je: LN — [aZno negativni rezultati; IP —

istinski pozitivni rezultati.

Prema Pravilniku o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata alfa (o) greska definira se kao
vjerojatnost da je ispitani uzorak stvarno negativan,
iako su dobiveni pozitivni rezultati (lazno pozitivni
rezultat), a gresku beta (B), vjerojatnost da je ispitani
uzorak stvarno pozitivan, iako su dobiveni negativni
mjerni rezultati (lazno negativni rezultat).

Za supstance o prac¢enju rezidua odredenih supstanci u
zivim zivotinjama 1 proizvodima Zivotinjskog
porijekla greska moze biti 1 % ili niza. Za sve ostale
supstance greska moze biti 5 % ili niza (Sluzbeni
glasnik BiH br. 95/10).

Tablica 2. Relacija izmedu lazno pozitivnih i negativnih te stvarno pozitivnih i negativnih odziva (preuzeto iz: Guidelines for the
validation and verification of quantitative and qualitative test methods, National Association of Testing Authorities, Australia 2012).
Table 2. The relationship between false positives and negatives, and true positives and negatives (adapted from: Guidelines for the
validation and verification of quantitative and qualitative test methods, National Association of Testing Authorities, Australia 2012).

Uzoreci sa sadrZajem genetski
modificiranog kukuruza
Pozitivno Negativno
Istinski Lazno
Pozitivno pozitivni pozitivni
Rezultati 1P LP
testa Lazno Istinski
Negativno negativan negativan
LN IN

Materijali i metode

Za potrebe istrazivanja koriStene su dvije metode za

detekciju genetski modificiranog kukuruza u
proizvodima:
1. Brzi strip test (Imunocromatografic Lateral
Flow test) i

2. Polimerazna lan¢ana reakcija (eng.
Polimerase chain reaction).

Brzi strip test koristen je Agri-Screen for CP4
(Roundup Ready®) Strip Test, proizvodaca Neogen
Corporation.

PCR metoda je koriStena za validaciju rezultata
dobivenih brzim strip testom za detekciju Genetski
modificiranog kukuruza u uzorcima. Za obje metode
koriSteni su isti uzorci koji su pripremljeni za
laboratorijsku analizu. Nakon provedenih analiza

usporedeni su dobiveni rezultati te izracunati
specifi¢nost i osjetljivost ILF strip testova za detekciju
GM kukuruza u proizvodima.

Materijali i postupak rada ILF strip testa za detekciju
genetski modificiranog kukuruza

Za detekciju genetski modificiranog kukuruza u
proizvodima koriSteni su komercijalni gotovi
proizvodi koji u svom sastavu sadrze kukuruzno
brasno i kukuruznu krupicu. Na nekim proizvodima na
deklaraciji navedena je prisutnost GM kukuruza.
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Tablica 3. Prikaz sirovina i proizvoda planiranih za analizu i pripremu uzoraka u svrhu detekcije genetske modifikacije sirovina
u proizvodima i uzorcima (Uzorci uzeti iz laboratorija HIST Sveucilista u Trondheimu)

Table 3. Overview of raw materials and products planned for analysis and sample preparation for the purpose of detecting genetic
modification in raw materials within products and samples (Samples taken from the HIST laboratory at the University of Trondheim)

R. br. | Materijali / Uzorci | Deklarirani sastav proizvoda Mjesto uzorkovanja | Zemlja porijekla
1. Kukuruzni obrok Brasno zutog kukuruza * SAD

2. Kukuruzne pahuljice | Mljeveni kukuruz, $ecer, aroma slada * SAD

3. Smjesa za mafine PSenic¢no brasno, brasno zutog kukuruza * SAD

4. Palenta Gotova kukuruzna krupica * Norveska

5. Tortilja Kukuruzno brasno * Svedska

“Uzorci uzeti iz laboratorija HIST Sveugilista u Trondheimu

Pribor i oprema za primjenu brzih ILF strip testova za
kvalitativno odredivanje GM kukuruza u proizvodima

Za pripremu uzoraka i provodenje
imunokromatografskog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza koristen je sljedeéi pribor i
laboratorijska oprema:
e analiti¢ka vaga sartorius s 4 decimale,
e plasticne epruvete za centrifugiranje
zapremnine 50 ml,
e vrtlozna mjesalica Vibrofix VF1,
e plasti¢ne jednokratne eppendorf mikro
epruvete zapremnine 1,5 ml,
e laboratorijske Spatule i
e tucakiavan.

Postupak analize uzoraka s ILF strip testovima

Od proizvoda koji su planirani za detekciju genetski
modificiranog kukuruza odvagano je 0,2 g i preneseno
u mikro epruvetu i dodano je oko 2,5 ml destilirane
vode. Nakon dodavanja vode uzorak u mikro epruveti
je izmijeSan 30 sekundi uz primjenu vrtlozne
mijesalice i ostavljen nekoliko minuta da se razdvoji
cvrsta faza od tekuce. Kada su se razdvojile ¢vrsta i
teku¢a faza uronjen je tester u otopinu do oznake
obiljezene strelicama na testeru. Tester je u tekucini
zadrzan 20 sekundi kako bi otopina iz uzorka dospjela
do testne i kontrolne linije. Nakon $to je tester izvaden
iz otopine ostavljen je na podlogu, kako bi doslo do
razvijanja boje na testnoj (ukoliko je uzorak pozitivan
na prisutnost GM kukuruza) i kontrolnoj liniji. Nakon
10 minuta ocitani su rezultati na osnovu pojave
linije/linija na predvidenom podrucju na testeru.

Tablica 4. Pregled rezultata dobivenih primjenom imunokromatografskog testa za detekciju GM kukuruza u uzorcima
Table 4. Overview of results obtained using the immunochromatographic test for the detection of GM corn in samples

Er' . Vrsta uzorka Testirana vrsta Kontrolna linija | Testna linija | Validnost testa | Rezultat uzorka
1. Kukuruzni obrok Detekcija GM kukuruza + + Test je validan Pozitivan
2. Smjesa za mafine Detekcija GM kukuruza + Test je validan Negativan
3. Kukuruzne pahuljice | Detekcija GM kukuruza + + Test je validan Pozitivan
4. Palenta Detekcija GM kukuruza + - Test je validan Negativan
5. Tortilja Detekcija GM kukuruza + - Test je validan Negativan

Legenda: + Oznacava da je testna ili kontrolna linija vidljiva na testu,; - Oznacava da testna ili kontrolna linija nije vidljiva na testu.

Na testnom podrucju ocitani su rezultati na osnovu
pojave testnih i kontrolnih linija. 1z Tablice 4 je
vidljivo da je na svim testiranim uzorcima izrazena
kontrolna linija koja potvrduje da su analize uspje$no
provedene i nije ih potrebno ponavljati.

Od navedenih uzoraka/proizvoda napravljene su dvije
smjese: Smjesa s uzrocima pod rednim brojem 1i 4 i
smjesa sa svim navedenim uzorcima. Na tri uzorka su
vidljive obije linije koje oznaCavaju da uzorak sadrzi
genetski modificirani kukuruz. Na dva proizvoda je

izostala linija na testnom podrucju, $to oznacava da je
uzorak negativan na prisutnost genetski modificiranog
kukuruza. Obje pripremljene smjese su bile pozitivne
na GM kukuruz.
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Slika 5. Vizuelno o¢itavanje rezultata prisutnosti GM sirovina u uzorku
Figure 5. Visual interpretation of the results for the presence of GM materials in the sample

Postupak validacijske PCR metode za detekciju GM
soje i kukuruza

Za provodenje PCR analize potrebno je izvrSiti
ekstrakciju i purifikaciju DNA iz uzorka, nakon toga
kvantificirati DNA i odrediti koli¢inu ekstrahirane
DNA, zatim provesti amplifikaciju ekstrahirane DNA
primjenom PCR termalnog ciklusa i ocitavanje
rezultata s elektroforezom.

Pribor i oprema za PCR analizu

Za provodenje PCR analiza potrebni su sljedeci
pribor oprema:

1.
2.
3.

o

Precizne mikro pipete s nastavcima,

Stalak za ependorf mikro epruvete,
Spectrophotometer PowerWave XS
Microplate ¢ita¢ za kvantifikaciju izolirane
DNA,

Uredaj za PCR amplifikaciju BIORAD
C1000 Termal Cycler,

Prajmeri,

Uredaj za elektroforezu BIORAD Power Pac
300 i

Uredaj za oCitavanje rezultata s elektorforeze
BIORAD Gel doc 2000 s pripadaju¢im
softwerom za vizualizaciju rezultata.

Ekstrakcija i purifikacija DNA iz uzoraka

Od pripremljenih uzoraka izvrSena je ekstrakcija i
purifikacija DNA prema sljede¢em postupku:

1

Odvagano je 20 mg od svakog uzorka i
preneseno u 15 ml eppendorf
mikrocentrifugirajuéu epruvetu. Nakon toga
dodano je 180 ul ATL Buffer-a.

Dodano je 20 pl proteinaze K. Temeljito
izmijeSano uz upotrebu vrtlozne mijesalice

10.

(vortex) i inkubirano na temperaturi od 56 °C
da se tkivo kompletno rastvori. Period
inkubacije trajao je 1 sat u termomikseru na
brzini od 300 rpm.

Nakon perioda inkubacije sadrzaj je izmijesan
s vrtloznom mijesalicom 15 sekundi.

Dodano 200 pl bufera AL u uzorak i
promijesano s vrtloznom mijesalicom.

Zatim je dodano 200 pl etanola (96 %) i
ponovo izmijesano s vrtloznom mijesalicom.
Iz ovako pripremljene otopine s uzorkom
mjesavina je pipetirana (zajedno s talogom) i
prenesena u Dneasy Mini spin kolonu
postavljenu u kolekcijsku tubu. Nakon toga
centrifugirano je na brzini od 8000 u vremenu
od jedne minute. Kolekcijska tuba zajedno sa
permeatom je bacena.

U nowvu kolekcijski tubu od 2 ml dodano je 500
pl bufera AW1 i centrifugirano jednu minutu
pri brzini od 8000 obrtaja. Ponovo je bacena
kolekcijska tuba zajedno sa permeatom.

U nowvu kolekcijsku tubu od 2 ml dodano je 500
pl bufera AW2 i centrifugirano 3 minute pri
brzini od 14000 obrtaja da se osusi na DNeasy
membrani. Kolekcijska tuba sa permeatom je
bacena.

DNeasy mini spin kolona je ubacena u Cistu 2
ml mikrcentrifugirajuéu tubu i pipetirano 100
pl AE bufera direktno na DNeasy membranu.
Zatim je inkubirano na sobnoj temperaturi
jednu minutu, a nakon toga centrifugirano na
8000 obrtaja u trajanju od jedne minute.

Radi dobivanja maksimalnog prinosa DNA
ponovljen je korak 9.
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Kvantifikacija ekstrahiranog DNA iz uzorka

Kvantifikacija DNA se radi s ciljem odredivanja
koncentracije DNA i njezine cistoce, kako bi se
provela PCR analiza. Kvantifikacija je izvrSena uz
upotrebu uredaja BioTek Power Wave XS mikroplate
spektrofotometra, a o€itavanje rezultata uz upotrebu
softvera Gene 5™. Najmanja koli¢ina koja je potrebna
za kvalitetno provodenje PCR analize je 15 pg/pl.

Na plocu za uzorke pipetira se 2 pl ranije ekstrahirane
DNA i pazljivo se nanosi na predvidena mjesta na
ploé¢i za uzorke tako da nanesena koli¢ina ekstrahirane
DNA bude u obliku male kapljice. Nakon toga ploca s
nanesenim DNA uzrocima se pazljivo preklopi i ubaci
u mikroplate spektofotometar i rezultati ocitaju uz
primjenu softwera Gen 5 na racunalu. Nakon
pokretanja softwera na monitoru su prikazane
absorbance izrazene u ng/ml.

Slika 6. BioTek Power Wave XS mikroplate spektrofotometar
Figure 6. BioTek Power Wave XS Microplate Spectrophotometer

Priprema master mixa

Nakon izolacije i kvantifikacije DNA iz uzorka,

e Prajmer za master mix 1: sttmf3a+sttmf2a,
e Prajmer za master mix 2: lvr-F+Ivr-R,
e Prajmer za master mix 3:

izvrSena je priprema DNA za provodenje PCR analize. 35SFZMP1+35SFZMP2,
Prvi korak je priprema master mix-a. Za PCR analizu e  Prajmer za master mix 4:
GM kukuruza pripremljena su Cetiri master mix-a s nosEZMP1+nosEZMP2.
cetiri razlicita prajmera:
Tablica 5. Priprema master mix-a po koracima
Table 5. Step-by-step preparation of the master mix
Koraci | Naziv rastvora Volumen x1 | Volumen x10
Korak 1 | 10 x PCR — Buffer 2,5 ul 25 ul
Korak 2 | dNTP 0,5 ul 5ul
Korak 3 | Prajmer LecMP1 (10 um) 1,00 ul 10 pl
Korak 4 | Prajmer LecMP2 (10 pm) 1,00 pl 10 pl
Korak 5 | Enzim (Tag)* 0,15 pl 1,5 ul
Korak 6 | Voda NFW (nuclease free water) 17,85 ul 178,5 ul

“Prilikom dodavanja enzima neophodno je enzim dodati unutar otopine

. Volumen koji je

dobiven dodavanjem rastvora i prajmera iznosi 23 ul i 2 ul izolirane DNA.

Svi prajmeri koji su koriSteni u istrazivanju su od
proizvodaca Invitrogen otopljeni s nuclease free water
(NFW) otopinom. Za potrebe PCR-a neophodna je
koli¢ina prajmera od 25 ul. Na osnovu referenci i
ranijih istrazivanja odredi se koli¢ina koja ¢e biti
kori$tena u analizi te koli¢ina prajmera, dNTP rastvor

10xPCR bufera i enzima Tag pilimeraza. Nakon toga
oduzme se od koli¢ine od 25 pl da bi se odredila
koli¢ina NFW vode koju je potrebno dodati u master
mix.
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Tablica 6. Sekvence prajmera koriStenih za PCR analizu
Table 6. Primer sequences used for PCR analysis

Prajmer Target Orijentacija | Sekvenca Length (bp)

sttmf3a Cpa-esos Forward GCA AAT CCT CTG GCC TTT CC 145

sttmf2a pe-esp Reverse CTT GCC CGT ATT GAT GAC GTC

Ivr-F Maize invertase gene Forward CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C 296

Ivr-R Reverse GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT

35SFZMP1 P35S Forward CCG ACA GTG GTC CCA AAG ATG 158

35SFZMP2 Reverse AGA GGA AGG GTC TTG CGA AGG

nosFZMP1 NOS ter Forward GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG 195

nosFZMP2 Reverse GCG GGACTC TAATCATAA AAACC
Svi ovi rastvori se pomnoze s brojem uzoraka koji se Nakon pripreme master mix otopine u mikrotubice
analiziraju te za po jedan uzorak za pozitivnu i dodaje se 23 pl i 2 pl ekstrahirane DNA od svakog
negativnu probu i jedan dodatni uzorak. uzorka u razli¢ite mikrotubice.
Za pripremu master mix-a 1 koristeni su sljede¢i rastvori Neophodno je dobro oznaciti tubice kako bi kasnije
i dodavani redom jedan za drugim prikazani u Tablici 5. mogli identificirati uzorke.

Slika 3. Priprema mastermixa dodavanjem razli¢itih reagenasa
Figure 3. Preparation of the master mix by adding various reagents

Umnozavanje DNA uz upotrebu PCR termalnog ciklusa amplifikaciji (umnozavanju) ciljanog segmenta
pomoc¢u PCR-a aparata BIO RAD C1000™ Termal
Nakon $to je izvrSeno kvantificiranje ukupne izolirane cycler.

DNK, te pripremljenog master mixa pristupa se

Slika 4. PCR Termalni ciklus kori$ten za umnozavanje DNA
Figure 4. PCR Thermocycler used for DNA amplification
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Trideset ciklusa amplifikacije (umnozavanja) DNA
programirano je sa sljede¢im vremenskim i
temperaturnim parametrima:

e inicijalna denaturacija (engl. Initial
denaturation) podesena je na 94 °C i
vremenu 4 minute,

e standardna denaturacija na temperaturi pri 94
°C i vremenom od 30 sekundi,

¢ nalijeganje/ucvrséivanje prajmera (eng.
Primer annealing) na temperaturi 50 °C i
vremenom 30 sekundi,

e produZenje prajmera (eng. Primer extension)
na temperaturi 72 °C i vremenom 30 sekundi.
Posljednje produzenje podeseno je 5 minuta
duze.

Medodologija elektroforeze za ocitavanje PCR
rezultata

Za ocitavanje 1 vizualizaciju rezultata nakon
amplifikacije koriStena je metoda Elektroforeze na
agaroznom gelu. Prvenstveno pripremljen je agarozni
gel u kojeg ¢e se unijeti amplificirani DNA uzorci. Za
pripremu agaroznog gela potrebno je:

e TBE bufer (Tris/borat/EDTA)

e Agaroza

e Mikrovalna peénica

Postupak pripreme agaroznog gela za elektroforezu

U erlenmajericu dodano je 0,5 % TBE bufera i 2 %
agaroze odnosno 3 grama u 150 ml. Izvagano je 3 ¢
agaroze u prahu i preneseno u erlenmajericu. Nakon
toga dodano je 150 ml TBE bufera. Lagano je titrirano
dok se agaroza nije otopila u TBE buferu.
Erlenmajerica s pripremljenom otopinom ubacena je u
peénicu i zagrijavana oko 40 sekundi. Nakon toga

erlenmajerica s otopinom je izvadena iz pecnice i
ponovo titrirana da se dobro otopi agaroza. Ovaj
postupak je ponavljan nekoliko puta s tim da se
skracuje vrijeme drzanja erlenmajerice u mikrovalnoj
peénici. Potvrda da je agaroza dobro otopljena u
buferu, ukoliko se ne vide komadi¢i gela u
erlenmajerici. Nakon §to je otopljena agaroza u TBE
buferu dodana je gelred boja u otopinu u iznosu 8 ul.

Ovako pripremljena agarozna otopina prenese se u
kalup kako bi doslo do stvrdnjavanja odnosno
stvaranja gela nakon $to se ohladi. Nakon toga u jo$
toplu agaroznu otopinu postavljani s cesljevi s 15
reznjeva pri vrhu kako bi se napravila udubljenja u
koja ¢e se stavljati uzorci DNA koji su amplificirani u
PCR termalnom ciklusu. Nakon S§to je agarozna
otopina ocvrsnula u kalupu izvadena je i prenesena u
kalup u kojoj ¢e se raditi elektroforeza.

Zatim je ubacen ranije pripremljeni stvrdnuti agarozni
gel, izvaden Cesalj za elektroforezu iz gela, te u kalup
dadan TBE bufer tako da prekrije agarozni gel.

U meduvremenu izvadene su mikrotubice iz PCR
termalnog ciklusa i u svaku mikrotubicu dodano je 5ul
5x DNA load bufera. Pazljivo svaki DNA uzorak
izmijesan je u mikrotubicama prilikom dodavanja load
bufera mikrpipetom na nacin $to je pazljivo uvlacen i
ispustan naizmjeni¢no sadrzaj u mikrotubicama. Svaki
put prilikom dodavanja bufera i mijeSanja sadrzaja u
mikrotubicama nastavak na pipetama je obavezno
zamijenjen novim nastavkom da ne bi doslo do
kontaminacije uzorka sa prethodnim.

Nakon $to je dodan DNA load bufer u DNA uzorke u
mikrotubicama uzorci su zatim prenijeti u kalup u
udubljenja gdje su prethodno napravljena s ¢eSljem za
elektroforezu u agaroznom gelu. Na Kkrajnjim
mjestima su dodani markeri. Uvijek su koristeni novi
nastavci na mikro pipetama prilikom prenoSenja DNA
uzoraka u agarozni gel da ne bi doslo do kontaminacije
DNA uzorka sa prethodnim.

Slika 5. Dodavanje DNA amplificiranih uzoraka u agarozni gel
Figure 5. Addition of DNA amplified samples to agarose gel
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Nakon $to su amplificirani DNA uzorci prenijeti u
agarozni gel pokrenuta je metoda elektroforeze s
podesenim parametrima od 45 minuta s ja¢inom
napona od 100 V. Uzorci su u agarozni gel dodavani
na prethodno napravljenim udubljenjima. Na slici 5
prikazano je dodavanje uzoraka, markera i jednog
negativnog uzorka sa sadrzajem destilirane vode u
deset polja precizno s mikro pipetom. Markeri su
dodani u krajnje desno i krajnje lijevo polje na gelu,
negativni uzorak u predzadnjem dijelu lijevog polja, a
uzorci koji se analiziraju izmedu njih. Pozicije
markera, uzoraka i negativne kontrole (destilirana

voda) mogu se vidjeti na PCR produktu nakon
oCitavanja rezultata na slikama 7, 8, 9i 10.

Ocitavanje rezultata PCR analize

Zavrsetkom procesa elektroforeze, agarozni gel s
fragmentiranim uzorcima iz kalupa za elektroforezu
je pazljivo prenijet u UV transiluminator (BIO RAD
Gel Doc 2000) za vizualizaciju rezultata i o¢itavanje
primjenom racunala i softwera (Quantity One,
version 4.4.0).

Slika 6. UV transiluminator — Uredaj za vizualizaciju i oCitavanje rezultata s elektroforeze
Figure 6. UV transilluminator — Device for visualizing and reading results from electrophoresis

Rezultati se oCitavaju pojavom linija na trakama (engl.
lanes) na odredenom nivou koji se uSporeduje s

ljestvama (engl. Lader) koji se formira dodavanjem
markera na pocetnoj i/ili krajnjoj strani agaroznog gela.

Slika 7. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: sttmf3a+sttmf2a;
M - markeri; N — negativan uzorak (destilirana voda); 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice; 3 — smjesa za mafine;
4 — palenta; 5 — tortilja; 6 — mjeSavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjeSavina proizvoda 1, 2, 3, 4, 5
Figure 7. PCR detection of GM corn using primers: sttmf3a+sttmf2a; M — markers; N — negative sample (distilled water);
1 — cornmeal; 2 — corn flakes; 3 — muffin mix; 4 — polenta; 5 — tortilla; 6 — mixture of products 1 and 4;
7 — mixture of products 1, 2, 3,4, 5

10
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Par prajmera sttmf3a i sttmr2a, usmjeren je prema
transgenu cp4-epsps 1 pojacava amplificirani DNK
fragment od 145 bp. lzvor gena je Agrobacterium
tumefaciens strain CP4. Oblik 5-enolpiruvulshikimate-
3-fosfat sintaza (EPSPS) tolerantan na herbicide. Na slici
7 pod oznakom 1 do 7 su analizirani uzorci ranije dodani
u udubljena polja na agaroznom gelu. Na krajevima pod
oznakom M su markeri, a pod oznakom N je negativan

uzorak u koji je dodana destilirana voda. Sa slike je
vidljiva pojava svijetlog fragmenata, §to oznacava da su
uzorci pozitivni na prisutnost GM sirovina. Na
ozna¢enim mjestima 2, 4, 5 nema svijetlog fragmenta,
Sto oznacava da uzorci ne sadrZe genetski modificirani
kukuruz. To svakako potvrduje i izostanak fragmenta na
oznacenom mjestu N koji je negativna kontrola i koji
sadrzi samo destiliranu vodu.

Slika 8. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: Ivr-F+Ivr-R;
M - markeri; 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice; 3 — smjesa za mafine; 4 — palenta; 5 — tortilja;

6 — mjeSavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjeSavina proizvoda 1,2,3,4,5; N — negativan uzorak (destilirana voda)
Figure 8. PCR detection of GM corn using primers: Ivr-F + Ivr-R; M — markers; 1 — corn meal; 2 — corn flakes;
3 — muffin mix; 4 — polenta; 5 — tortilla; 6 — mixture of products 1 and 4; 7 — mixture of products 1, 2, 3, 4, and 5;
N — negative sample (distilled water)

Par prajmera, Ivr-F i Ivr-R (fragment od 226 bp), ciljaju
na endogeni gen invertaze, koriSten je za potvrdu
prisutnosti DNK kukuruza u uzorcima koji se moze
pojacati. O&ekivani fragment od 226 bp bio je prisutan u
svim uzorcima kukuruza osim na uzorku 2 (kukuruzne

pahuljice) koji su testirani. Proizvod pod rednim brojem
2 ili ne sadrzi kukuruz ili nije izolirana dovoljna koli¢ina
DNA. Obzirom da je izostao fragment na ozna¢enom
mjestu N koji sadrzi destiliranu vodu moze se tvrditi da
je analiza uspje$no provedena.

Slika 9. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: 35SFZMP1+35SFZMP2;
M - markeri; 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice; 3 — smjesa za mafine; 4 — palenta; 5 — tortilja;
6 — mjeSavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjeSavina proizvoda 1,2,3.4,5
Figure 9. PCR detection of GM corn using primers: 35SFZMP1+35SFZMP2; M - markers; 1 - cornmeal; 2 - corn flakes;
3 - muffin mix; 4 - polenta; 5 - tortilla; 6 - mixture of products 1 and 4; 7 - mixture of products 1, 2, 3,4, 5

11
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Par prajmera 35SFZMP1 i 35SFZMP2 cilja na 35S
promotor i pojacava fragment od 158 bp. Cauliflower
mosaic virus (CaMV) 35S promotor (P35S) je Cesto
koriStena meta za otkrivanje genetski modificiranih
organizama (GMO). Na slici 9 ocekivani fragment od
158 bp bio je prisutan u uzorcima 1, 3, 6 i 7, koji ustvari
pokazuje da su uzorci na trakama 1, 3, 6 i 7 pozitivni na

prisutnost genetski modificiranog kukuruza. Na
mjestima oznacenim s 2, 4, 5 su analizirani uzorci i
izostanak svijetlog fragmenta oznafava da uzorci ne
sadrze sirovine genetski modificiranog kukuruza.

Takoder na oznacenom mjestu N izostao je pojacani
fragment koji je negativna kontrola, a koji sadrzi samo
destiliranu vodu.

Slika 10. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: nosFZMP1+nosFZMP2;
M — markeri; N — negativan uzorak (destilirana voda); 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice;
3 — smjesa za mafine; 4 — palenta; 5 — tortilja; 6 — mjesavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjesavina proizvoda 1, 2, 3, 4, 5
Figure 10. PCR detection of GM corn using primers: nosSFZMP1+nosFZMP2;
M — markers; N — negative sample (distilled water); 1 — cornmeal; 2 — corn flakes; 3 — muffin mix; 4 — polenta; 5 — tortilla;
6 — mixture of products 1 and 4; 7 — mixture of products 1, 2, 3, 4, 5. As with previous analyses using the PCR method.

Rezultati analize ILF testa za detekciju GM kukuruza

Hrana za perad najve¢im dijelom sadrzi sojinu sa¢mu i
kukuruz. To su zitarice koje su najCe$¢e genetski
modificirane od svih biljaka u svijetu (Trkulja i sur., 2018).
Genetski modificirana soja i kukuruz sadrze CP4
EPSPS gen umetnut da bi se postigla tolerantnost
prema herbicidima na bazi glifosata (Trkulja i sur.,
2018). Proizvod ili uzorak koji sadrzi CP4 ESPS
oznaCava da je genetski modificiran. Postoji i niz
drugih vrsta genetskih modifikacija soje i kukuruza.

Za detekciju GM kukuruza analizirano je 5 uzoraka i
provedeno 23 analize s brzim imunokromatografskim
lateral flow testom.

Svi imunokromatografski testeri koji su koriSteni za
analizu pokazali su kontrolnu liniju koja potvrduje da je
analiza provedena uspjesno. Uzorci 1, 2, 3,4, 517 su
radeni po 3 puta s ILF metodom dok je uzorak pod rednim
brojem 7 raden 5 puta. Svi uzorci su radeni 4 puta s PCR
metodom s razli¢itim prajmerima. U svakom ponovljenoj
testiranju uzorci s prisutnosti GM- kukuruza su pokazali
pozitivan rezultat na prisutnost GM. Uzorci s odsustvom
GM kukuruza u svakom ponovljenom testu su pokazali
negativne rezultate.

Tablica 7. Usporedba analiziranih uzoraka testiranih imunokromatskim lateral flow testom (ILFT) i PCR metodom
Table 7. Comparison of analyzed samples tested by immunochromatographic lateral flow test (ILFT) and PCR method

Rezultati
N . ILFT PCR

o festirant uzorc Broj provedenih analiza Rezul_tati Br_oj . Rezulf(ati

Analize | provedenih analiza | Analize
1. Kukuruzni obrok 3 (+) 4 (+)
2. Smjesa za mafine 3 (=) 4 (=)
3. Kukuruzne pahuljice 3 (+) 4 (+)
4. Palenta 3 (=) 4 (=)
5. Tortilja 3 (=) 4 (=)
6. Smjesa proizvoda pod R. br. 1i 4 5 (+) 4 (+)
7. Smjesa proizvoda svih proizvoda 3 (+) 4 (+)

Ukupno 14+ i 9-

Ukupan broj analiziranih uzoraka po metodama 23 28

12
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Od ukupno 7 uzoraka provedeno je 23 uzastopna
ponavljanja od ¢ega je 14 testova je bilo pozitivno na
prisutnost GM kukuruza, a 9 negativno.

Tocnost ILF brzog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza

Rezultati analize primjenom ILF brzog testa za
detekciju genetski modificiranog kukuruza u uzorcima
potvrdeni su PCR metodom.

Tablica 8. Prikaz istinski pozitivnih i negativnih, lazno pozitivnih i negativnih rezultata
Table 8. Overview of true positive and negative, and false positive and negative results

Uzoreci sa sadrZajem genetski
modificiranog kukuruza

Pozitivho

Negativno

Rezultati
testa

Pozitivno

Istinski
pozitivni
IP=14

Lazno
pozitivni
LP=0

Negativno

Lazno
negativan
LN=0

Istinski
negativan
IN=9

Osjetljivost ILF brzog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza

Rezultati pokazuju da je 14 analiza istinski pozitivno,
a niti jedna lazno negativna. UvrStavanjem rezultata u
relaciju za odredivanje osjetljivosti dobit ¢e se:

IP 14

= .100 = 1009
(P +IN) _ (1a+0) 100=100%

Osjetljivost =

Sve analize su pokazale pozitivan rezultat na
prisutnost GM kukuruza. Ovi rezultati su potvrdeni s
validacijskom PCR metodom.

Na osnovu provedenih analiza i rezultata moze se
utvrditi da je imunokromatografski test veoma
osjetljiv obzirom da je osjetljivost iznad granice cut of
vrijednosti 100 %.

Specificnost ILF brzog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza

Analiza uzoraka s imunokromatografskim testom su
pokazali da nije bilo lazno negativnih analiza i nije
bilo niti jedne analize s lazno pozitivnim rezultatom.

IN 12

= .100 = 100 ©
(IN+LP) (12+0) 00 00 %

Specifitnost =

Uvrstavanjem rezultata u formulu za odredivanje
specificnosti 1 proracunom moZze se utvrditi da je
metoda/test sposoban da otkrije zaista negativne
uzorke kao negativne.
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Odredivanje lazno
imunokromatografskog
kukuruza

pozitivne
za detekciju

stope

testa GM

UvrStavanjem rezultata analiza u relaciju za
odredivanje stope lazno pozitivnih rezultata dobit ¢e
se lazno pozitivna stopa imunkromatografskog testa za
detekciju genetski modificirane soje u uzorku.

LP

= . =00
(IP+LP) (14+0) 100.=0%

Lazno poz.stopa =

Odredivanje lazno negativne stope ILF brzog testa za
detekciju genetski modificiranog kukuruza

Rezultati analize su pokazali da nije bilo uzoraka koji
su pokazali lazno negativne rezultate, a 14 analiza su
pokazale istinski pozitivne rezultate. Uvrstavanje
rezultata u relaciju za odredivanje stope lazno
negativnih rezultata dobit ¢e se lazno negativna stopa

imunokromatografskog testa za detekciju GM
kukuruza u uzorku.
LN
Lazno neg. stopa = 100=0%

(IP+LN) (14+0)

Obzirom da je lazno pozitivna stopa 0 %, odnosno da
je: B < 5 %, moze se utvrditi da ovaj test ne prikazuje
lazno negativne rezultate za detekciju CP4 ESPS
proteina koji oznacava proizvod i ne sadrzi genetske
modifikacije.
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Zakljucak

Za detekciju genetski modificiranog kukuruza na 7
uzoraka radena su 23 analize od kojih je 14 bilo
istinski pozitivno, a 9 istinski negativno.

Rezultati analiza za detekciju genetski modificiranog
kukuruza dobiveni primjenom ILF testa potvrdeni su
PCR metodom.

Tijekom analize GM kukuruza nisu utvrdeni lazno
negativni 1 lazno pozitivni rezultati. Osjetljivost i
specifi¢nost brzog ILF testa za detekciju sadrzaja GM
kukuruza iznosi 100 %.

Analizom i proracunom utvrdena je: lazno pozitivna stopa
brzog ILF testa koja iznosi 0 %, pogreska a < 5 %, i
lazno negativna stopa od 0 %, pogreska f < 5 %.

Ovaj test ne prikazuje lazno pozitivne i lazno negativne
rezultate za detekciju GM kukuruza. Rezultati validacije
pokazuju da je ILF test to¢an i pouzdan za detekciju
genetski modificiranog kukuruza.

U praksi se Cesto pojavljuje potreba za brzom
detekcijom GM sirovina soje i kukuruza, posebno
prilikom prijema i otkupa od farmera koja se moze
provesti primjenom ovih ILF testova.

Na osnovu deklaracije proizvodaca brzi ILF test moze
detektirati GM soju i GM kukuruz i obzirom da
pokazuje kvalitativne rezultate ne moze se odrediti da
li uzorak sadrzi GM soju ili GM kukuruz.
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original scientific paper
Summary

Food derived from genetically modified organisms is increasingly present in the diet of the world population. Genetic
modification of soy and corn is especially frequent, resulting in products originating from these raw materials found in the
market. Rapid and conventional methods may be used for monitoring and controlling the presence of genetically modified corn.
The aim of this study was to compare the use of rapid methods with conventional methods when analyzing ingredients derived
from genetically modified corn.

In this study the presence of genetically modified corn has been analyzed in five products: polenta, muffin mixture and corn
flakes from the USA, polenta from Norway and tortillas from Sweden. Conventional procedure based on polymerase chain
reaction (PCR) and rapid method immunochromatography strip tests for CP4 ESPS protein detection were used to detect the
ingredients originating from genetically modified corn. Sample preparation was done through homogenization and dissolved in
polypropylene tube with distilled water in ratio 1:4. The results were read at nitrocellulose part of the strip test. For PCR method,
the isolation of the DNA with application DNEasy Tissue Kit was done from prepared sample, followed by quantification of the
isolated DNA with BioTek Powerwave HT Microplate spectrometer and application of Gen5 Data Analysis software. The PCR
results were read with the application of electrophoresis with 1.5% of agar gel.

Both the rapid method and the conventional method showed similar results for all samples analysed. Polenta and muffin mixture
originating from the USA contained genetically modified corn, whereas the products from the Nordic countries showed non-
detectable levels.

Imunnochromatography strip tests are equally reliable as the PCR method in detection of genetically modified corn in food
products. The rapid methods are several times cheaper, applicable outside the laboratory conditions and the analysis results are
ready in 10-15 minutes.

Keywords: genetically modified corn, imunnochromatography strip test, PCR
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