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RESUMO

A informagdo sobre a origem transgénica de alimentos é muito relevante. Conforme a legislagdo brasileira e
de outros paises, o consumidor deve ser informado da natureza transgénica dos alimentos ou ingredientes
que contenham ou que sejam produzidos a partir de organismos geneticamente modificados (OGM), com
presenca acima de um limite estabelecido. A necessidade de monitorar a presenca e determinar o percentual
de OGM em alimentos tem gerado uma constante demanda pelo desenvolvimento de metodologias capazes
de detectar, identificar e quantificar o DNA exdgeno. Entretanto, esses métodos necessitam ser validados
para garantir confiabilidade aos resultados. No presente trabalho, a validagiao de métodos para detecgdo de
soja Roundup Ready® em grios e produtos de soja por reagdo em cadeia de polimerase foi contextualizada.
Considerando-se atuais tendéncias em validagao de métodos, os guias para validagao de métodos especificos
para OGM néo contemplam todos os pardmetros necessarios para avaliar a adequacdo aos propositos de
uso dos métodos, principalmente no caso de métodos qualitativos. Os parametros de desempenho mais
frequentemente citados na literatura foram precisdo (repetitividade), sensibilidade, linearidade e veracidade
para metodologias quantitativas e taxas de sensibilidade e seletividade para qualitativas. Contudo, importantes
pardmetros tém sido negligenciados nos processos de validagdo de métodos deste escopo analitico.
Palavras-chave. validagio de métodos, reagio em cadeia da polimerase, organismos geneticamente
modificados, soja, Roundup Ready”.

ABSTRACT

Information on the origin of transgenic foods is quite relevant. According to the Brazilian and other
countries legislations, the consumer must be informed about the nature of transgenic foods and
ingredients, which contain or being produced from genetically modified organisms (GMOs), in amount
above the established limit. Thus, there is a growing need for evaluating the occurrence of GMOs, and to
determine the percentage of them in food. This need has generated a demand for developing methods
to detect, identify and quantify the exogenous DNA. However, these methods need to be validated to
ensure reliability of the results. This review paper evaluated the validation of methodologies for detecting
the Roundup Ready® soybean in grain and soybean products by polymerase chain reaction. Considering
the current trends in method validation, the specific guides for validating GMOs do not include all of
the parameters required to assess the fitness for its purpose, especially in the case of qualitative methods.
The most frequent parameters reported in the literature were accuracy, precision (repeatability), linearity
and sensitivity for quantitative methods, and rates of sensitivity and selectivity for qualitative methods.
However, important parameters have been neglected in the validation procedures of this analytical scope.
Keywords. method validation, polymerase chain reaction, genetically modified organisms, soy, Roundup Ready”.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merril) ¢ um dos produtos
agricolas mais importantes nacional e mundialmente.
A safra 2013/2014 de soja no mundo esta estimada em
285,30 milhoes de toneladas, sendo o Brasil o segundo
maior produtor desta oleaginosa com a produgido de 85
milhoes de toneladas'. Sob o ponto de vista nutricional,
a soja é uma importante fonte proteica, além de possuir
funcionalidade reconhecida por 6rgaos regulamentadores
nacionais e internacionais®.

Varios paises (Estados Unidos, Canada, Japao,
Brasil, Argentina, Comunidade Europeia, entre outros)
aprovam a producdo e/ou a comercializa¢ao de alimentos
geneticamente modificados (GM). As principais culturas
de organismos geneticamente modificados (OGM) sdo
soja, algoddo, canola e milho e os principais objetivos
da transformagdo genética sao a melhoria da qualidade,
da produtividade e das caracteristicas da planta e o
desenvolvimento de resisténcia as pragas’.

No Brasil, estdo aprovados para comercializagdo
37 produtos agricolas transgénicos, sendo 19 de milho,
5 de soja, 12 de algodao e 1 de feijao*. De acordo com o
Decreto n° 4.680, de 24 de abril de 2003, o consumidor
deve ser informado da natureza transgénica dos
alimentos ou ingredientes alimentares que estiverem
sendo comercializados e que contenham ou que sejam
produzidos a partir de OGM, com presenga acima do
limite de 1 % do produto’.

Nos paises da Unido Europeia, a rotulagem
obrigatoria é prevista em produtos que apresentam 0,9 % ou
mais de OGM nos ingredientes individuais que entraram
no seu preparo. Na Suica, o limite ¢ de 0,1 % e na Russia
e Japao de 5 %. Nos EUA, embora a recente legislacao
ndo exija a rotulagem, o governo recomenda fazé-la
voluntariamente, exigindo apenas que as empresas
produtoras de alimentos contendo OGM notifiquem
orgaos reguladores, como Food and Drug Administration
(FDA), United States Department of Agriculture (USDA)
e Environmental Protection Agency (EPA), antes de o
novo produto ser comercializado®.

Desta forma, é fundamental que os laboratdrios
governamentais e do setor produtivo estejam interessados
em desenvolver, padronizar e validar métodos para uma
eficaz detec¢ao e quantificagio de OGM em alimentos,
visando garantir conformidade com requisitos
regulamentares e adequada informagao ao consumidor®’.

Métodos baseados na deteccio do 4cido
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desoxirribonucleico (DNA), especialmente a técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém
sido recomendados por orgaos internacionais de
regulamentagdo, pesquisa, comércio e certificagdo
para detec¢do e quantificagio de OGM em matérias-
primas e alimentos®. Isto se deve a maior estabilidade
destas moléculas quando comparadas as proteinas.
Contudo, os métodos necessitam ser validados para que
os resultados obtidos sejam considerados confiaveis. A
validacdo de métodos constitui o estudo dos pardmetros
de desempenho de métodos quantitativos e qualitativos,
visando a avaliacio de sua adequacdo ao propdsito
de uso (fitness for purpose). Trata-se de um requisito
fundamental em sistemas de gestao da qualidade e em
processos de acreditagdo de laboratoérios’. No entanto,
apesar da publicacao de alguns documentos orientativos
relacionados especificamente a validagdo de métodos
para analise de OGM em alimentos'*!}, a estruturacgdo de
procedimentos de validag¢ao ainda constitui um gargalo
para a conformidade de sistemas de gestdo da qualidade
dos laboratérios da area.

OBJETIVOS

No presente trabalho ¢ apresentada uma
discussdao sobre as principais técnicas para deteccio de
soja Roundup Ready” (RR’) em graos e produtos de soja
por PCR, incluindo uma analise critica dos documentos
orientativos relacionados a validagdo de métodos para
detec¢do de OGM e dos trabalhos de validacdo publicados
na literatura, frente as atuais abordagens sobre o tema.

Analise de OGM em alimentos

A deteccio de OGM ¢é baseada na sequéncia
de DNA exégeno ou na proteina transgénica. As
etapas analiticas envolvidas na determinagao de OGM
em alimento sdo: i) deteccao (triagem) de OGM; ii)
identificacio do OGM, para revelar quais eventos estdo
presentes e se sdo autorizados; e iii) quantificacdo do
OGM, para checar a necessidade de declaragio na
rotulagem ou nao, conforme a legislagao'.

Como o DNA ¢ uma molécula estavel, alimentos
processados sdo geralmente analisados por métodos
baseados na pesquisa desta molécula. Assim, a detec¢ao
de DNA recombinante em alimentos é possivel por
PCR, técnica que consiste na amplificagdo seletiva de
sequéncias especificas da molécula de DNA. Esta técnica
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¢ considerada sensivel, seletiva, segura, capaz de detectar
uma ampla variedade de eventos e de distinguir as
variedades GM que apresentam diferentes construgdes
génicas, mas expressam a mesma proteina®.

Independentemente da variedade de métodos
utilizados para analise de DNA, a PCR, nos seus diferentes
formatos, tem sido a técnica recomendada pelos drgaos
reguladores internacionais e amplamente aplicada na
deteccdo e quantificacio de OGM em alimentos e racdes,
bem como aceita para fins de avaliacio da conformidade
com propositos regulamentares'.

Quantidades significativas de DNA amplificavel
sao, geralmente, dificeis de serem obtidas a partir de
alimentos processados uma vez que o DNA pode ser
degradado durante o processamento do alimento. A
qualidade do DNA varia de acordo com o material em
analise, o grau de processamento ao qual a amostra foi
submetida e 0 método de extragdo aplicado. A pureza do
DNA pode ser afetada por varios contaminantes presentes
nas matrizes alimentares. Estes contaminantes podem
ser substincias originarias da amostra (polissacarideos,
lipideos e polifenois) ou quimicas utilizados durante o
procedimento de extragdo do DNA. Tais componentes
sdo conhecidos por causarem problemas na andlise de
PCR, pois podem interagir irreversivelmente com as
proteinas e dcidos nucléicos, inibindo a PCR".

Devido a estes efeitos, a detec¢do e quantificagdo
de OGM, estabelecidas durante a valida¢do, devem ser
especificas para a matriz a ser analisada, ndo podendo
ser extrapolada para outras. A menor quantidade de
DNA extraido da matriz alvo ou o comprometimento da
integridade das moléculas de DNA causam o aumento dos
limites de detec¢do e quantificacdo, expressos em termos
de DNA transgénico em relagio ao DNA total da matriz.
Em casos em que a eficiéncia da extracdo é extremamente
baixa, a reprodutibilidade do método é baixa e os valores
de limite de detec¢do e quantificacio desconhecidos, o
que pode gerar resultados falso-negativos'.

Segundo Holst-Jensen et al’, testes de detecgao
de OGM em alimentos podem ser agrupados em quatro
categorias, com diferentes niveis de seletividade.

Categoria 1 — Métodos para triagem: a maioria
dos OGM apresenta varios elementos genéticos como
o promotor CaMV P-35S, o terminador CaMV T-35S,
ambos do virus do mosaico da couve-flor, ou o terminador
T-NOS derivado do gene da nopalina sintetase do
Agrobacterium tumefaciens. Os vetores de clonagem
mais comumente utilizados sdo plasmideo pBR322 e seus

derivados que contém genes codificadores de resisténcia
a ampicilina (bla) ou neomicina/kanamicina (nptII).
Assim, métodos baseados nesta categoria possuem amplas
aplicagoes para triagens de OGM. Porém, métodos para
triagem ndo podem ser utilizados para a identificagao
de um OGM especifico, visto que a maioria dos OGM
disponiveis possui um ou mais destes elementos. Além
disso, estes ocorrem naturalmente em algumas plantas e
micro-organismos do solo, sendo que a sua presen¢a nao
implica necessariamente na presenca de DNA derivado
de um OGM.

Categoria 2 - Métodos gene-especificos: genes de
interesse também podem ocorrer naturalmente, mas sao
frequentemente alterados. Métodos baseados na pesquisa
do gene de interesse sdo mais especificos que os métodos
de triagem, pois um resultado positivo obtido com um
método de categoria 2 normalmente implica na presenca
de DNA derivado de OGM e, em muitos casos, é possivel
identificar o OGM do qual este DNA é derivado.

Categoria 3 - Métodos baseados na construgdo
especifica: estes métodos visam jungdes entre elementos
adjacentes do transgene inserido, por exemplo, a jungdo
entre o promotor e o gene de interesse. Com estes métodos
um resultado positivo aparecerd apenas na presenca de
material GM e serd possivel identificar a fonte do DNA
de forma mais segura do que com a utilizagao de métodos
de categoria 2.

Categoria 4 - Métodos evento-especificos: o
alvo deste método ¢ a jun¢ao entre o genoma receptor
e o DNA inserido no léocus de integragdo, sendo esse
local caracteristico de cada evento de transformacao. No
entanto, estes métodos apresentam limita¢oes. Quando
dois OGM sido cruzados (dois diferentes milhos GM
como T25 e MONS810), o hibrido descendente pode
conter modificagdes genéticas incluindo os alvos dos dois
eventos e sera indistinguivel dos organismos genitores
em uma analise de PCR. Este fendmeno é conhecido
como estaqueamento (gene stacking).

Além da categorizagao, novas estratégias para
andlise de OGM em alimentos e ragdes vém sendo
desenvolvidas como a adotada por laboratérios da
European Network of GMO Laboratories (ENGL), baseada
na matriz de triagem de OGM. A primeira etapa desta
abordagem consiste em escolher testes de triagem que
permitem a analise de uma ampla diversidade de OGM.
Ao comparar os resultados obtidos com dados tabelados,
que descrevem a presenga/auséncia de sequéncias
especificas em eventos individuais, o analista avalia quais
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possiveis eventos podem estar presentes na amostra. A
identificagdo/confirma¢ao do OGM ¢ realizada em uma
segunda etapa por meio de métodos evento-especificos.
Quando um resultado ndo indica a presen¢a de nenhum
OGM registrado, esta amostra é considerada como
ndo conhecida e testes adicionais sdo necessarios para
elucidar a origem dos sinais positivos na triagem'®%.

Com intuito de preencher lacunas obtidas
quando se aplica a matriz de triagem de OGM obtendo-
se um resultado inconclusivo da amostra, Block et al*®
construiram um banco de dados de OGM e de seus
elementos genéticos no projeto entitulado GMOseek.
A matriz GMOseek é composta por dados de 328
eventos com 247 elementos diferentes presentes em
suas respectivas construgoes. Possui eficicia para a
recuperacido de dados em um formato flexivel, o qual
permite adaptacdo para ser utilizada em paises que
possuem diferentes legislacbes para OGM. A matriz
proporciona uma visao geral, de forma rapida e facil, de
todos os elementos genéticos e sua presenca ou auséncia
em inumeros OGM encontrados no mercado global.

Os métodos baseados na PCR, que levam
em conta o conhecimento prévio da sequéncia de
nucleotideos dos elementos genéticos integrados no
genoma, sdo normalmente utilizados. OGM com
modificagdes genéticas insuficientemente caracterizadas
representam um desafio na analise de alimentos
contendo tais sequéncias. Assim, novas estratégias para
a caracteriza¢do e identificacdo molecular estio sendo
desenvolvidas, como, por exemplo, o sequenciamento de
nova geracao ou Next Generation Sequencing (NGS)*.

O NGS é uma técnica de alto rendimento para
o sequenciamento de genomas inteiros, embora seu
elevado custo seja, ainda, impedimento para andlises de
rotina. Durante o NGS, uma amostra de DNA genomico
é cortada em pequenos fragmentos que sdo sequenciados
em milhdes de reacdes paralelas. As cadeias de bases
identificadas, chamadas reads, sio alinhadase comparadas
com um genoma de referéncia (ressequenciamento).
Quando nao se tem o genoma de referéncia do organismo
estudado é preciso gerar ou montar esse genoma pela
primeira vez. O conjunto completo de reads alinhados
ou montados revela a sequéncia completa do genoma da
amostra de DNA¥.

PCR

A PCR, desenvolvida em 1983 por Kary Banks
Mullis, é uma técnica que permite a amplificacdo de
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segmentos de DNA in vitro. Neste processo, 0 DNA pode
ser multiplicado artificialmente através de ciclos repetidos
de duplicacio, sendo a reagdo catalisada pela enzima Taq
DNA polimerase. A técnica é baseada na amplificacdo
exponencial seletiva de uma quantidade reduzida de
DNA de um conjunto de células, correspondendo a um
mecanismo de sintese artificial de DNA num processo
em cadeia que imita a replicacdo do DNA?.

Essa técnica é utilizada para detectar uma ou
mais sequéncias alvo (PCR multiplex), nas diferentes
categorias  (triagem, gene-especifico, construcgdo-
especifica ou evento especifico). Em uma analise de PCR
qualitativa o objetivo é detectar a presenca ou auséncia de
uma determinada sequencia alvo, por meio de respostas
binarias. A PCR quantitativa permite a medicio do
produto da PCR e o monitoramento da rea¢ao em um
sistema fechado, por meio da medicdo da intensidade
de fluorescéncia em cada ciclo de amplificagdo. Para
a quantificagdo, podem ser utilizadas curvas padrao
(absoluta ou relativa) ou métodos comparativos para
analise de dados™.

Tipos de PCR

PCR convencional

Na PCR convencional, aplicada as analises
qualitativas, o DNA deve ser extraido e purificado.
Os primers se destacam dentre os componentes deste
tipo de PCR como aqueles que muito influenciam
na seletividade. Esta ¢ uma técnica rapida, barata,
segura e ndo requer muito espaco em laboratério. Em
termos de equipamento requer termociclador, sistema
de eletroforese, transluminador e equipamento para
fotodocumentagdo. Entretanto, esta técnica apresenta
alguns fatores limitantes como: i) a necessidade de
conhecer antecipadamente a sequéncia de DNA a ser
amplificada para a sintese de primers especificos; ii)
a possibilidade de contaminacdo da amostra por DNA
estranho (alta sensibilidade da técnica); iii) a dificuldade
em aplicar a PCR para sequéncias maiores que 5000 pb; e
iv) a incorporagdo errada de bases durante a replicagdo?!.

Em testes de triagem de OGM, a presenca de
bandas especificas de tamanho esperado nos perfis de
eletroforese da amostra e do controle positivo significa
a provavel presenca de OGM, enquanto a auséncia desta
banda no controle negativo ¢ esperada. Vale ressaltar
que os controles devem ser materiais de referéncia
certificados (MRC) ou amostras sabidamente positivas ou
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negativas. Assim, quando o produto da PCR proveniente
da amplificagdo do DNA recombinante apresentar o
fragmento esperado no perfil de eletroforese da amostra,
o resultado positivo indica a provavel presenca de uma
modifica¢do genética, porém nao é possivel identificar o
tipo de modificagdo ou organismo que foi modificado®.

PCR Multiplex

A PCR multiplex, aplicada em analises
qualitativas e quantitativas, ¢ uma técnica robusta, rapida
e confiavel que permite a deteccdo de varias sequéncias
de DNA simultaneamente. Por meio da combinac¢io de
diversos pares de iniciadores em uma mesma reagao ¢é
possivel obter um grande numero de informagdes em
pouco tempo e com economia de reagentes em relacao a
PCR convencional®.

Trata-se de uma técnica mais trabalhosa para
padronizac¢io, pois a combina¢do de diferentes iniciadores
pode resultar na amplificacdo de sequéncias nao-alvo e,
quando ha mais de um fragmento alvo sendo amplificado
em uma reagao, estes competirao pelos reagentes. Assim,
é necessario muito cuidado ao se realizar a validagdo de
métodos por PCR multiplex®.

Nested PCR

Na Nested PCR, técnica qualitativa, sequéncias
especificas de DNA sdao amplificadas a partir de uma
mistura complexa de DNA. E possivel construir
iniciadores para amplificar um tnico locus de um genoma
inteiro. De uma tinica molécula, é possivel produzir mais
de um bilhdo de cdpias muito rapidamente. No entanto,
a possibilidade de amplificar a sequéncia de DNA nio
desejavel também ¢é aumentada mais de um bilhao
de vezes. A seletividade da PCR ¢ determinada pela
seletividade dos iniciadores da PCR. Assim, na Nested
PCR dois pares de iniciadores sdo usados para um tinico
locus. O primeiro par amplifica o locus como na PCR
convencional. O segundo par de iniciadores liga-se a uma
regiao mais interna do produto da primeira amplificagao,
produzindo um fragmento mais curto do que o primeiro.
A vantagem da Nested PCR é que se o fragmento
amplificado ndo for o esperado, a probabilidade dessa
regido ser amplificada pela segunda vez pelo segundo
conjunto de iniciadores ¢ reduzida®.

PCR em Tempo Real
A PCR em Tempo Real pode ser utilizada tanto
em andlises qualitativas quanto em quantitativas.

APCR em Tempo Real ¢ utilizada e recomendada
pelo Joint Research Center (JRC) para detecgdo e
quantificagdo de OGM em alimentos e ragdes. A reacdo
¢ monitorada ciclo a ciclo, associando a amplificagdo do
alvo em cada ciclo com a emissdo de uma determinada
quantidade de fluorescéncia. A fluorescéncia ¢ originada
durante a hibridizagdo do DNA alvo com sondas
marcadas com fluoroforos especificos. A intensidade de
sinal emitida é proporcional a quantidade de DNA alvo
amplificado e aumenta exponencialmente em cada ciclo
de amplificag@o. Pelo registro de sinal fluorescente em
cada ciclo, é possivel monitorar a reagao de PCR durante
a fase exponencial e o primeiro aumento significativo de
fluorescéncia corresponde a quantidade inicial de copias
de DNA alvo. Nesta fase, € possivel determinar um valor
de intensidade de fluorescéncia em que todas as amostras
podem ser comparadas. Este valor ¢ denominado
threshold e é calculado em funcdo da fluorescéncia basal
(background). A quantidade de ciclos de PCR requerida
para que cada amostra emita fluorescéncia suficiente para
alcangar este ponto ¢ definido como cycle threshold ou
Ct. O Ct ¢ especifico para cada amostra ¢ ¢ inversamente
proporcional a quantidade inicial de DNA alvo'#2324,

Em analises qualitativas o eclemento alvo ¢
detectado baseado na presenca ou auséncia do mesmo
utilizando valores de Ct ou na fluorescéncia ao final
da reacdo (endpoint). Nao é necessaria a construcao
de uma curva de calibragdo padrdo, mas ¢ indicado
incluir controles positivos e negativos, além de amostras
sabidamente negativas que mimetizem o preparo da
amostra. Quando a amostra controle positivo apresentar
uma mudanga significativa na fluorescéncia, pode ser
um indicativo que os resultados negativos das amostras
desconhecidas sdo negativos reais, € niao apenas o
resultado de uma falha da reag@o de PCR, que poderia ser
causada por problemas com os primers, sondas, tampao
ou polimerase®.

A PCR em Tempo Real oferece muitas vantagens
técnicas como a reduzida probabilidade de contaminagao,
processamento  automatizado, monitoramento em
tempo real e ndo necessidade de analise pods-reacao.
Porém, apresenta desvantagens como o elevado custo
do equipamento e as elevadas exigéncias técnicas
e cientificas requeridas para o correto manuseio ¢
manutengdo do equipamento®.

Valida¢io de métodos
A validacio compreende a confirmac¢ido da
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adequagdo de determinado método para o propdsito
de uso, podendo ser estruturada em processos intra ou
interlaboratoriais. A validacdo se faz necessaria para
métodos nao normalizados (métodos desenvolvidos ou
adotados pelo laboratorio). Para métodos normalizados,
validadosem estudosinterlaboratoriais, olaboratério deve
confirmar que tem condi¢oes de operar adequadamente
o método antes de implantd-lo em sua rotina®.

Os estudos interlaboratoriais ou colaborativos
envolvem a andlise de uma mesma amostra (ou
amostras idénticas), pelo mesmo método de ensaio,
em diferentes laboratérios, para determinar os
parametros de desempenho de um método. Estes
estudos incluem medidas em condi¢des de repetitividade
e reprodutibilidade®*. Valida¢des intralaboratoriais
correspondem a estudos analiticos que envolvem um
unico laboratoério, utilizando um mesmo método, para
analisar a mesma ou diferentes amostras, sob diferentes
condigdes, em um intervalo de tempo justificado®.

Analise critica dos documentos orientativos

Diversos documentos genéricos sdo adotados
como referéncias para a validacdo intralaboratorial
de métodos, como o documento orientativo DOQ-
CGCRE-008 do Instituto Nacional de Metrologia,
Normaliza¢do e Qualidade Industrial (INMETRO)%, o
guia publicado pelo EURACHEM?* e 0 guia harmonizado
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC
International), International Standards Organization
(ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC)’. Ainda nao existe um guia harmonizado para
a validacdo de métodos qualitativos, apesar de haver
uma iniciativa da TUPAC no desenvolvimento de um
modelo®, além de publicac¢des sobre o tema®*-*.

Em relagdo a validagao de métodos de analise
de OGM em alimentos, em 2008, Zel et al* publicaram
um trabalho considerando a legislagdo Europeia vigente.
Neste documento foram apontados dois importantes
aspectos da validagdo na area: i) a possibilidade de
validagdo modular; e ii) a necessidade da flexibilidade
no escopo de acreditacdo dos laboratorios da area; ambos
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em detrimento do constante aumento de novos OGM no
mercado.

Atualmente, existem dois guias especificos
publicados para a validagdo de métodos de analise de
OGM.

O documento  Definition of minimum
performance requirements for analytical methods of
GMO criado pelo European Network of Genetically
Modified Organism Laboratories (ENGL)" e acolhido
pelo Joint Research Center (JRC) inclui recomendagdes
para validagdo de métodos para analise de OGM pelo
European Union Reference Laboratory for GM Food
and Feed, as quais fornecem o embasamento cientifico
necessario para implementar a legislagdo de OGM no
mercado europeu.

O guia do CODEX ALIMENTARIUS!
Guidelines on criteria for methods for the detection
and identification of foods derived from biotechnology
trata sobre os procedimentos necessarios a validagdo
de métodos de deteccdo, identificacdo e quantificacdo
de sequéncias especificas de DNA e de proteinas em
alimentos obtidos por técnicas de biotecnologia, com
distingdo entre os quantitativos e qualitativos por PCR
ou Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Neste documento também € citada a validagdo modular,
a qual define um método como a combinagdo de todas
as etapas experimentais necessarias para estimar o
mensurando em uma matriz particular, que podem
incluir as etapas de extragdo de DNA, de quantifica¢ao
ou de determinag@o da presenca/auséncia do analito. Na
abordagem modular, é possivel usar a mesma preparagao
da amostra em combina¢do com o mesmo DNA extraido
para diversas analises subsequentes, contanto que o
processo do método validado permanega o mesmo.
Seria inapropriado, contudo, substituir um processo de
extracdo de DNA diferente, em um método validado,
sem a realizacdo de estudos adicionais para demonstrar
que a substitui¢do ndo afeta o desempenho do método.

Nas Tabelas 1 ¢ 2 estdo elencados os parametros de
desempenho descritos nos principais guias, documentos
orientativos e referéncias sobre validacdo de métodos
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Tabela 1. Parametros de desempenho propostos na literatura para validagao de métodos quantitativos

INMETRO?*
THOMPSON Elementos CODEX
Parimetro EURACHEM? ENGLY Elementos Propriedades
etal’ em maior ATIMENTARIUS!
menores ou tragos fisicas
teor

Adequagao ao uso

- Sim - - - - -
(fitness for purpose)
Aplicabilidade - Sim Sim - - - Sim*
Eficiéncia - - Sim" - - - Sim™
Extragdo e

- - 'Sim - - - -
purificagdo do DNA!
Faixa de trabalho Sim Sim SimV! Sim Sim Sim Sim*!!
Incerteza de medigdo Sim Sim - - - - -
Limite de detec¢do Sim Sim Sim Sim - - Sim
Limite de quantificagao Sim Sim Sim Sim - - Sim
Linearidade Sim" Sim'v Sim"! Sim'* Sim'™* Sim™* Sim*!!
Praticabilidade - - Sim - - - Sim
Precisao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Recuperagao Sim Sim - Sim* Sim* Sim* -
Repetitividade Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Reprodutibilidade Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Robustez Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Seletividade Sim™ Sim Sim"™" Sim Sim Sim Sim
Sensibilidade Sim Sim - Sim™* Sim'™ Sim™ Sim
Variag¢do de matriz - Sim - - - - -
Veracidade (trueness) Sim Sim Sim Sim* Sim* Sim* Sim

I Concentragio, estado de fragmentacio e pureza do extrato no documento ENGL"

II Faixa linear e de trabalho no guia do EURACHEM?*

III Confirmagao de identidade e seletividade no guia do EURACHEM?*

IV Calibragéo e linearidade, incluindo efeitos de matriz, no documento harmonizado AOAC/ISO/IUPAC (THOMPSON et al.9)
V Eficiéncia da amplifica¢do no documento ENGL'

VI Faixa dinamica no documento ENGL"

VII Coeficiente R?> no documento ENGL™

VIII Especificidade no documento ENGL!"

IX Sensibilidade e linearidade no documento do INMETRO*

X Tendéncia e recuperagio no documento do INMETRO?¥

XI Eficiéncia considerada no guia do CODEX ALIMENTARIUS!" junto ao parametro aplicabilidade
XII Faixa dindmica ou de quantificagdo, incluindo linearidade, no guia do CODEX ALIMENTARIUS"
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Tabela 2. Parametros de desempenho propostos na literatura para validagao de métodos qualitativos

CARDENAS  ELLISON INMETRO”
THOMPSON TRULLOLS, CODEX
Parametro EURACHEM* e e Propriedades
etal’ etal® ALIMENTARIUS"
VALCARCEL*  FEARN?® fisicas
Acordancia e - - - - Sim - -
concordancia
Adequagdo ao uso - Sim - - - - -
(fitness for purpose)
Confiabilidade' - - - Sim Sim - -
Limite de deteccao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Rastreabilidade - - - Sim - - -
Regido de perda - - Sim Sim Sim - -
de confiabilidade
Representatividade - - - Sim - - -
Robustez - Sim Sim Sim - Sim Sim
Taxa de falso-negativo Sim - Sim Sim" Sim - Sim
Taxa de falso-positivo Sim - Sim Sim" Sim - Sim
Taxa de seletividade Sim" Sim™ Sim" Sim" Sim"! Sim™ -
(especificidade)
Taxa de sensibilidade - - Sim Sim" Sim"! - -

I Taxa de confiabilidade, eficiéncia, indice de Youden e taxa de verossimilhanga em CARDENAS e VALCARCEL?' e ELLISON e FEARN?*
I Confirmagao de identidade e seletividade/especificidade no guia do EURACHEM?*
III Seletividade no documento do INMETRO* e AOAC/ISO/ITUPAC (THOMPSON et al.”)

IV Taxa de especificidade em TRULLOLS et al.*

V Falso-negativo, falso positivo, especificidade e sensibilidade em CARDENAS e VALCARCEL

VI Especificidade e sensibilidade em ELLISON e FEARN*

quantitativos e qualitativos, respectivamente.

Pode-se observar que em nenhum caso
todos os pardmetros sido considerados em uma
unica referéncia. Além disto, em muitos casos
a terminologia adotada para designacdo dos
parametros ndo se apresenta de forma harmonizada,
destacando-se o pardmetro seletividade, tratado na
maioria das vezes como especificidade, apesar de
haver uma recomendagdo da IUPAC para promogao
do uso do primeiro em detrimento do segundo
na area de quimica analitica®. Tal recomenda¢ao
¢ para que o termo seletividade seja promovido
para expressar a extensdo na qual um método em
particular pode ser utilizado para determinar
analitos, sob determinadas condigdes, na presenca
de outros componentes de comportamento similar.
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Enquanto a seletividade pode ser graduada, a
especificidade nao. Segundo a IUPAC, um método é
ou nao especifico, sendo que poucos o sao*.

Hiibner et al* apresentam uma abordagem
diferente, tratando especificidade como a
capacidade de um método detectar uma substancia
ou uma classe de substancias, sem interferéncia
de outros componentes presentes na amostra e
seletividade como a capacidade de um método
detectar componentes diferentes, em paralelo, sem
interferéncia reciproca.

Considerando-se que os métodos para
deteccio de OGM em alimentos determinam: i)
partes ou jun¢des de um determinado evento, as
quais também podem estar presentes em eventos
distintos daquele sob investigacao; ou ii) um evento
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especifico, o qual pode ser estaqueado (gene stacked),
optou-se por seguir a recomendagao da IUPAC no
presente trabalho.

Para métodos quantitativos (Tabela 1), em
todas as referéncias sdo tratados os parametros
classicos de um processo de validagdo, que
correspondem a faixa de trabalho, limite de detec¢ao
e quantificagdo, linearidade, precisao sob condigoes
de repetitividade e reprodutibilidade, robustez,
seletividade e veracidade (trueness).

Os pardmetros ndo considerados no
documento do ENGL! siao adequag¢ao ao uso,
incerteza de medicdo, recuperagdo, sensibilidade
e variagio de matrizz No guia do CODEX
ALIMENTARIUS" ndo sao abordados adequagio
a0 uso, extragdo e purificacdo do DNA, incerteza de
medigdo, recupera¢ao e variagdo de matriz.

A adequacdo para uso é a propriedade dos
dados produzidos por um processo de medi¢ao
habilitar seus wusudrios a tomarem decisoes
tecnicamente corretas para o propdsito estabelecido,
o que envolve resultados da validagao, da estimativa
da incerteza, entre outros requisitos®. Thompson et
al’ incluem a incerteza de medigdo e adequagdo ao
uso como parametros de desempenho quantitativos.

A estimativa da incerteza é um indicador
chave tanto da adequa¢do para uso de um método
quanto da confiabilidade dos resultados analiticos
obtidos em um laboratdrio. Este pardmetro cobre
todas as fontes de erros do processo analitico, além
daquelas obtidas nos processos de validagao de
métodos. Na pratica, embora os dados provenientes
de validacoes intralaboratoriais de métodos e de
estudos colaborativos constituam a base da estimativa
da incerteza, estes dados representam somente uma
parte desta, sugerindo que a estimativa da incerteza
seja considerada como mais do que simplesmente
um pardmetro de desempenho de validagdo de
métodos™.

Assim, apesar da relagio estrita dos
processos de validagao de métodos com a estimativa
da incerteza de medigdo, visto que dados obtidos
em estudos de validagdo intra ou interlaboratoriais
podem ser utilizados para composi¢do da incerteza,

em uma abordagem “fop-down”, a estimativa da
incerteza ¢, muitas vezes, tratada em documentos
orientativos especificos. No Guidance document
on measurement uncertainty for GMO testing
laboratories do JRC sdao estabelecidas formas de
estimar a incerteza da medi¢do para métodos
quantitativos de analises de OGM por PCR em
Tempo Real. No referido documento ¢é citado ainda
que, apesar do reconhecimento da importincia da
estimativa da incerteza de medi¢do em analises
qualitativas, os trabalhos sobre esta questdo ainda
estdo em fase de desenvolvimento™.

Muitas vezes, a recupera¢ao também nao
¢ abordada como pardmetro de desempenho
em processos de validagdo, mas sim como uma
ferramenta paraavaliacdo dos pardmetros veracidade
e precisao’?.

A sensibilidade ndo é tratada como parametro
fundamental da validagdo por algumas referéncias,
por ser um pardmetro arbitrdrio que depende de
ajustes no instrumento de medi¢ao’.

Thompson et al’ incluem o estudo da
variagdo de matriz como parte do processo de
validagdo, porém nio existe consenso sobre a
inclusdo deste parametro na validagdo de métodos.
A incerteza gerada pela variagao de matriz deve ser
quantificada separadamente, pois ela nao é levada
em consideracdo em outra etapa do processo de
validacdo. Se ndo houver conhecimento detalhado
de todos os componentes da matriz, haverd uma
incerteza extra nos resultados devido ao efeito de
matriz variavel.

O parametro extragao e purificagio do DNA
descrito no documento do ENGL' considera que o
DNA extraido deve ser de qualidade adequada e que
esta depende da concentragao, integridade estrutural
e pureza do DNA extraido. Este pardmetro nio é
considerado no protocolo de valida¢ao quantitativa
do CODEX™.

A praticabilidade, abordada nos documentos
especificos para andlise de OGM'*!", considera a
quantidade de amostras que podem ser processadas
dentro de um determinado tempo, os custos fixos
para implementar o método e o custo aproximado
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por amostra, dificuldades de ordem pratica sobre
o uso didrio ou em condig¢des especiais, bem como
outros fatores que podem ser de grande importancia
para os operadores.

Desta forma, os pardmetros quantitativos
tratados nos documentos orientativos especificos
para validagdo de métodos para detec¢ao de OGM
por PCR cumprem com os parametros considerados
fundamentais para tais processos de validagao.

Para métodos qualitativos, nos documentos
do INMETRO*” e EURACHEM? sdo considerados
os parametros seletividade e limite de deteccao.
Estudos de robustez sdo tratados no documento do
INMETRO%, mas ndo no guia EURACHEM?. Nesse
guia sdo mencionados estudos das taxas de falsos
resultados para validagdo de métodos qualitativos®.

No guia harmonizado pela AOAC/ISO/
IUPAC’ ndo ¢é feita distingdo entre métodos
qualitativos e quantitativos ao apresentar os
parametros de desempenho da validagao. Contudo,
a seletividade ¢é tratada como um pardmetro
essencialmente qualitativo e a aplicagdio dos
parametros limite de deteccdo e robustez estdo
implicitos nas defini¢cdes apresentadas.

Para validagio de métodos qualitativos
(Tabela 2), no guia do CODEX" sao tratados
os parametros limite de detecgdo, taxa de falso-
positivos, taxa de falso-negativos e robustez. No
entanto, as atuais abordagens metroldgicas para
a validagio de métodos qualitativos sinalizam
para uma analise mais aprofundada na validagdo
desses ensaios, visando a verificagdo da qualidade e
confiabilidade das respostas binarias obtidas. Assim,
além dos parametros previstos no guia, a literatura
trata a necessidade de avaliagdo de outros parametros
como: confiabilidade - relacionada a exatiddo, taxa
de sensibilidade (sensibilidade), taxa de seletividade
(seletividade), regido de perda de confiabilidade -
associada a incerteza, acordancia e concordancia
— correspondentes a precisdo, representatividade e
rastreabilidade®**.

O estudo da confiabilidade, taxas de falsos
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resultados e representatividade é importante, pois
estes sdo atributos relacionados a qualidade dos
resultados analiticos e estdo também relacionados
com a rastreabilidade e regido de perda de
confiabilidade. Ja sensibilidade, seletividade,
precisio e robustez sdo associadas ao processo
analitico e considerados pardmetros base para os
anteriores®'.

Especificamente para a PCR Multiplex, o
estudo de efeitos competitivos é citado como um
parametro necessario, embora na maioria das vezes
omitido nos estudos de validacao®.

Vale destacar que pardmetros como falsos
resultados e limite de deteccdo sdo tratados de forma
particular pelo JRC no caso de analise de eventos
ndo autorizados'’.

Portanto, em relacito aos métodos
qualitativos, mais do que para os quantitativos,
existe a necessidade de adequagao do guia especifico
para validagio de métodos para deteccao de
OGM em alimentos, publicado pelo CODEX
ALIMENTARIUS", no sentido de inclusao de
estudos de parametros especificos e fundamentais
para uma avalia¢ao segura da adequagdo ao uso de
provas binarias. No caso do documento do ENGL"
¢ necessaria a inclusao de todas as figuras de mérito
para validacdo de métodos qualitativos, visto que
ndo sdo apresentadas abordagens de validagao para
este tipo de método.

Validagoes de métodos para o evento RR" em soja e
produtos de soja

Em 2011, o JRC publicou um compéndio de
métodos de referéncia qualitativos e quantitativos
validados para analise de OGM?®. Nesta publica¢ao foram
definidos os principais parametros de desempenho
de validacdo, tendo como referéncias os documentos
do ENGL"” e do CODEX ALIMENTARIUSY,
além do documento da IUPAC?* para validagoes
interlaboratoriais. Na Tabela 3 estdo relacionadas
publicagoes sobre validagdo de métodos quantitativos
e qualitativos para a determinagdo de soja RR em soja
e produtos de soja, incluindo aquelas relacionadas no
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Tabela 3. Estudos de validagao de métodos quantitativos e qualitativos para detec¢do de soja Roundup Ready” em soja e produtos de soja por
reacao em cadeia da polimerase

Matriz el Tipo Tipo Técnica Parametros de Usode  Referén-
de validagio de método analitica  desempenho avaliados MRC cia
Promotor CaMV PCR e
35S, gene CTP e convencional Especificidade, N
Derivados de soja ’ Intralaboratorial ~ Qualitativo limite de detec¢do e NAO 40
gene CP4EP$PS/ e Nested sensibilidade
gene da lectina PCR
Promotor CaMV Especificidade,
< . 35S e terminador . " PCR limite de detecgdo, SIM
gt og T-NOS/gene da ikl Qreliizdio convencional sensibilidade e ta;;(as de (IRMM) 41
lectina falsos resultados
Misturas e alimentos Eficiéncia, especificidade,
processados con- o, limite de detecgao,
. . Jungdo 3do . P
tendo ingredientes (6 PCR em limite de quantificagao, SIM
derivados de soja evengo; SPECIICO Intralaboratorial Quantitativo  Tempo Real linearidade, precisao 42
(soja acidificada, RR( _NOS.)/ (TagMan®) (repetitividade), (IRMM)
féormula infantil e gene da lectina sensibilidade e
biscoito) veracidade
Misturas e alimentos
processados
contendo
. . Promotor CaMV
1r_1gred1entes . 358 e terminador Interlaboratorial ~ Qualitativo PCR Taxas de fal_sc‘)—'r esultados NAO 43
derivados de soja convencional e sensibilidade
o e T-NOS
(soja acidificada,
féormula infantil e
biscoito)
Eficiéncia,
especificidade, faixa
de quantificacdo
Gene de PCR (trabalho), limite
Farinha de soja construgdo competitiva de deteccio, limite
e alimentos especifica RR® e . s e PCRem de quantificacéo, SIM
disponiveis no prfmotor CaMV Interlaboratorial - Quantitativo Tempo Real 1inea1crlidade, prgciséo (IRMM) 37
comércio 35S/gene da (TagMan® e (repetitividade e
lectina FRET) reprodutibilidade),
robustez,, seletividade',
sensibilidade e
veracidade
Soja, misturas de soja, Promotor CaMV
trigo e preparado 358 e terminador . o PCR Limite de detecgdo SIM
pa;ga biscoito com T-NOS/gene da liEasoeinesl Qe convencional e sensibilidade (IRMM) 44
soja RR® e produtos lectina
processados
derivados de soja
adquiridos do
comércio (tofu, 6leo  Promotor CaMV/ PCR em L
de soja, bebidas de 35S/gene da Quantitativo Tempp Llnez.ir%c?ade N
soja, croquete de lectina Real (Light sensibilidade
camarao, pao, biscoito Cycler)
com chocolate e ragao
para bovino)
Continua
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Cont. Tabela 3

Gene d? Limite de detecgao,
construgao limite de quantificagdo
Sementes de soja especifica RR®, . o PCR em c 0e quaniiieagan, SIM
R Interlaboratorial ~ Quantitativo preciséo (repetitividade 45
RR promotor CaMV Tempo Real ek (NFRI).
. e reprodutibilidade),
35S e terminador veracidade
T-NOS
Aplicabilidade,
eficiéncia, limite
o Sequenc1a~da PCR em de detecge'lo, hn}lte
Biscoitos e bolos de construgao de quantificagao,
. . g . - Tempo Real . . . SIM
ameixa com soja 0 e sintética Intralaboratorial Quantitativo Multiplex linearidade, precisao (IRMM) 46
100 % RR® CP4EPSPS/gene (Ta MP; ) (repetitividade e
da lectina 4 reprodutibilidade
intralaboratorial) e
sensibilidade
Fragmento de
84 pb da regiao Eficiéncia, linearidade,
Sementes de sofa recombinante PCR em preciséo (repetitividade
. - ) inserida no Interlaboratorial Quantitativo ~ Tempo Real e reprodutibilidade), NAO 47
RR® e nao GM B e
genoma da (TagMan”) sensibilidade e vera-
plante/gene da cidade
lectina
PCR em
Tempo Real
al\c/lc:ll;zlilgz); Especificidade,
Promotor CaMV micr%ensaio limite de detecgdo,
. . s 35S e gene . s representatividade, SIM
Soja RR* e ndo GM CP4EPSPS/gene Interlaboratorial - Qualitativo . .d‘e . robustez, sensibilidade, (IRMM) 48
- hibridizagdo
da lectina direta dos taxas de falso-
. resultados
amplicons
(DualChip®
GMO)
. s PCR Limite de detecgdo e SIM
liielrsawionl  Qeltizig convencional sensibilidade (Fluka)
Promotor
CaMV 358, PCRem Limite de
Soja em po, grios de  gene CPAEPSPS Tempo Re:l quantificacéo, "
soja e salsicha e terminador - (TagMan linearidade, precisdo
T-NOS/gene da Quantitativo SGM3(5)S (repetitividade),
lectina Dechtion sensibilidade e
. veracidade
Kit)
Promotor .CaMV Aplicabilidade,
35S, terminador .. ..
T-NOS e vene PCR especificidade, limite
Soja e farelo de soja gen Intralaboratorial ~ Qualitativo . de deteccio, robustez, SIM 49
de construgdo convencional ;L .
, N seletividade' e
especifica RR®/ o
. sensibilidade
gene da lectina
e de Espec1ﬁc1dflde,A lm.nte
» de detec¢ao, limite
84 pb da regido . ~
. de quantificagio,
Sementes e graos de SRl PCRem linearidade, precisao A
. . o inserida no Interlaboratorial ~ Quantitativo ~ Tempo Real L NAO 50
soja RR® e ndo GM enoma da (TaqMan®) (repetitividade e
lin L 4 reprodutibilidade),
P & sensibilidade e
lectina :
veracidade
Continua
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Cont. Tabela 3

Efeitos competitivos™,

. . Promotor CaMV I8C @ espec1f1f:1dade,
culiimariios, i ghse, 35S e terminador Intralaboratorial ~ Qualitativo Tempo Real estabilidade, sl 39
sementes e DNA T-NOS Hexaplex limite de detecgdo, (IRMM)
(TagMan®) confiabilidade,
robustez e sensibilidade
Soja em po, ragdo Fragmento de N
adquirida no 84 pb da regido PCR em . Eﬁc1enc1a, - SIM
. .. . linearidade, precisdao
comércio e biscoito recombinante . o Tempo ce (IRMM
- . Intralaboratorial Quantitativo . (repetitividade), 51
preparado com inserida no Real (Pico sensibilidade e ERM
farinha de soja 100 % genoma da planta Green®) . BF410d)
P . veracidade
RR® e ndo GM /gene da lectina
Soja em po, soja,
bebida de soja,
leite de soja em po, Eficiéncia, limite
férmulas infantis, de deteccao, limite
s frnha de. Promotor CaMV TompoReal  lincaidade, podiio M
- S0J% . 35S/gene da Intralaboratorial ~ Quantitativo P A P (IRMM 24
soja, farelo de soja, lectina Duplex (repetitividade e 4109)
fibra de soja, sopa (TagMan”) reprodutibilidade),
desidratada, produtos sensibilidade e
carneos, comida veracidade
vegetariana, massas,
cookies e ragao
Plasmideo
PJANUS™02-001 Eficiéncia, faixa
(formado pela dindmica (faixa de
jungao de uma trabalho), linearidade,
Tecidos de folha de parte especifica . I PCRem limite de detecgao, .
soja RR” do evento RR® Interlaboratorial -~ Quantitativo Tempo Real praticabilidade, NAO >2
e uma parte precisao (repetitividade
da construgdo e reprodutibilidade),
especifica da gene veracidade
da lectina)
Eficiéncia,
' ' ) PCR em espec1ﬁc1de~1de, 'lm.nte
Farinha de soja e Juncio entre Tempo Real de deteccio, limite
biscoitos preparado CP4EPSPS ¢ Intralaboratorial  Quantitativo DE lex de quantificagao, SIM 53
com farinha de soja ~ T-NOS/gene da b R linearidade, precisao (IRMM)
o~ - (TagMan e
RR® e nio GM lectina MGB-NFQ) (repetitividade),
sensibilidade e
veracidade
Gene de Eficiéncia, limite de SIM
construgao PCRem deteccdo, linearidade, (IRMM
especifica RR?, Tempo Real  precisdo (repetitividade and
Soja promotor CaMV  Intralaboratorial ~Quantitativo (Qiagen® e reprodutibilidade GeMMA 54
358 e terminador Plant Mini intralaboratorial), Proficiency
T-NOS/gene da Kit) sensibilidade e test
lectina veracidade material)
ent];lené?P . PCR em Exatidao e precisao
Farinha de soja Interlaboratorial ~Quantitativo ~ Tempo Real (repetitividade e NAO 8
CP4EPSPS/ gene 5 e
. (TagMan®) reprodutibilidade)
da lectina
ent];Iené?l?P . TeIir(let)eI;r:: al Especificidade e SIM
Farinha de soja Interlaboratorial ~ Quantitativo p preciséo (repetitividade ~ (IRMM 8
CP4EPSPS/ gene Duplex o
. N e reprodutibilidade) 410)
da lectina (TagMan®)
Continua
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Cont. Tabela 3

Jungao entre

PCR em A e SIM
Farinha de soja Gy sEe Interlaboratorial Quantitativo ~ Tempo Real Precisao (rep etc{tlwdade (IRMM 8
CTP/gene da o e reprodutibilidade)
. (TagMan®) 410)
lectina
In'.[f:graqao da Eficiéncia, linearidade,
regido da borda . . e
5 entre o inserto PCR em precisao (repetitividade
DNA R Interlaboratorial ~ Quantitativo ~ Tempo Real e reprodutibilidade), NAO 8
do evento RR® e R -
) (TagMan”) sensibilidade e
o gene da soja/ .
; veracidade
gene da lectina
Especificidade,
Biscoito de soja Promotor Interlaboratorial ~ Qualitativo PCR. sensibilidade e taxas de NAO 8
CaMV 35S convencional
falso-resultados
Promotor CaMV PCR Especificidade, SIM
Graos de soja 35S/gene da Interlaboratorial ~ Qualitativo . sensibilidade e taxas de (IRMM 8
. convencional
lectina falso-resultados 410)
Terminador PCR Especificidade, SIM
Soja T-NOS/gene da  Interlaboratorial ~ Qualitativo . sensibilidade e taxas de ~ (IRMM 8
- convencional
lectina falso- resultados 410)
o . . Especificidade,
BlSCOltO.S de soja e Terminador Interlaboratorial ~ Qualitativo PCR, sensibilidade e taxas de NAO 8
milho T-NOS convencional
falso-resultados
Iél;]f;‘(; ;g;rz PCR Especificidade, SIM
Soja Interlaboratorial ~ Qualitativo . sensibilidade e taxasde ~ (IRMM 8
CTP/gene da convencional
. falso-resultados 410)
lectina
Jungao entre PCR Especificidade, SIM
Farinha de soja CaMV 35Se CTP/ Interlaboratorial ~ Qualitativo ) sensibilidade e taxas de 8
. convencional (Fluka)
gene da lectina falso-resultados
Acordancia,
Gene de concordancia,
. construgao . o PCR especificidade, A
Sementes de soja especifica RR*/ Interlaboratorial ~ Qualitativo convencional [ A NAO 55
gene da lectina sensibilidade, taxas de
falso-resultados
Promotor CaMV Especificidade,
35S, terminador PCR em extragdo e purificagdo
Farinha de soja T-NOS e gene  Intralaboratorial ~ Qualitativo Tempo Real do DNA, limite NAO 56
CP4 EPSPS/gene p de detecgio e
da lectina sensibilidade
Gene de
e poen  Bimededeio,
Sementes de soja p .’ Interlaboratorial Quantitativo  Tempo Real p p e NAO 57
gene da lectina e (TaqMan®) e reprodutibilidade) e
promotor CaMV 4 veracidade
358

Todos os parametros de desempenho para os quais tenham sido apresentados materiais e métodos e resultados foram relacionados nesta tabela,
independentemente da declaracio do estudo do pardmetro pelos autores.

CaMV-35S: promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor; CP4EPSPS: CP4 5-enol-piruvato-chiquimato-3-fosfato sintase; CTP: peptideo
de transito para o cloroplasto; DNA: dcido desoxirribonucléico; FRET: fluorescence resonance energy transfer; GM: geneticamente modificado;
IRMM: Institute for Reference Materials and Measurements; MGB-NFQ: minor groove binder-non-fluorescent quencher; MRC: material de
referéncia certificado; NFRI: National Food Research Institute; PCR: reagao em cadeia da polimerase; RR": Roundup Ready®; T-NOS: terminador
do gene nopalina sintetase do Agrobacterium tumefaciens.

I Parametros seletividade e especificidade tratados separadamente.

II Parametro ndo previsto nos guias especificos, mas tratado na literatura como fundamental para validagoes de métodos por PCR Multiplex.
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compéndio do JRC.

Em relagio aos métodos quantitativos, os
parametros precisdo sob condigdes de repetitividade,
veracidade, linearidade, reprodutibilidade e sensibilidade
e foram os mais investigados, presentes em 94, 78, 72,
72 e 67 % das publicagdes, respectivamente. Apesar
de fundamentais, os pardmetros eficiéncia, limite de
deteccdo e quantificagio e seletividade estavam presentes
em 56, 56, 44 e 28 % dos estudos, respectivamente.

Faixa de trabalho (11 %), aplicabilidade, robustez e
praticabilidade (6 %) foram os parametros de desempenho
menos frequentes nos estudos de validagao de métodos
para determinacdo de soja RR em alimentos por PCR. Os
parametros nao avaliados em nenhuma das publicagoes
consideradas neste levantamento foram: adequagio
a0 uso, extracdo e puriﬁcac;éo do DNA, incerteza,
recuperagdo e variacao de matriz.

Como discutido anteriormente, os parametros
evidenciados como menos frequentes nao estdo previstos
nos documentos especificos do ENGL" e CODEX
ALIMENTARIUS!" e muitos destes sao tratados na
literatura como complementares a validagio e ndo
como parte de tais processos. Provavelmente, seja este
o motivo de nio terem sido contemplados nos estudos
relacionados.

Considerando as validacées intralaboratoriais
os parametros mais estudados foram sensibilidade,
linearidade, repetitividade, exatidao e eficiéncia (100,
100, 88, 75 e 75 %, respectivamente). Os limites de
quantificagdo e de detec¢do foram estudados em 63 % das
publicagdes, enquanto reprodutibilidade, seletividade e
aplicabilidade foram os menos estudados (38, 25 e 13 %,
respectivamente).

Em relacdo aos estudos interlaboratoriais os
parametros mais frequentes foram repetitividade e
reprodutibilidade (100 % de frequéncia nas publicagdes),
caracteristicos deste tipo de validagdo. Exatidao,
linearidade, limite de deteccéo, sensibilidade e eficiéncia
também foram estudadas em 80, 50, 50, 40 e 40 % das
publicagdes. Os parametros menos estudados foram
seletividade, limite de quantificagdao (30 %), faixa de
trabalho (20 %), robustez e praticabilidade (10 %).

Para métodos qualitativos, os pardmetros mais
frequentemente avaliados foram taxa de sensibilidade e de
seletividade, que foram considerados, respectivamente,
em 100 e 81 % dostrabalhos elencados nestelevantamento.
As taxas de falsos resultados, rastreabilidade e limite de
detec¢do foram investigados, respectivamente, em 63, 56

e 56 % das publicagdes sobre valida¢ao de métodos para
detec¢do de soja RR" em produtos de soja por PCR. Os
pardmetros menos frequentes foram robustez (19 %),
confiabilidade (6 %) e acordancia e concordéncia (6 %) e
representatividade (6 %). Cumpre considerar que foram
considerados representativos os trabalhos que atenderam
as recomendacdes relativas a validacio de métodos
qualitativos, as quais indicam 30 replicatas por nivel
como um minimo necessario®. Além disto, o parametro
que representa a incerteza de medicio em métodos
qualitativos, regido de perda de confiabilidade, nao foi
estimado nos trabalhos relacionados.

Considerando as validacdes intralaboratoriais os
parametros mais estudados foram taxa de sensibilidade e
limite de detecgdo (100 % dos estudos), seguidos de taxa
de seletividade e rastreabilidade (67 e 50 %). Os menos
estudados foram robustez, confiabilidade e taxas de falsos
resultados (33, 17 e 0 %).

Dentre os trabalhos de validagéo interlaboratorial
os parametros mais frequentes foram taxa de
sensibilidade e taxa de falsos-resultados (100 %), seguida
de taxa de seletividade (90 %) e rastreabilidade (60 %).
Os parametros menos frequentes foram limite de
deteccdo (30 %), acordancia, concordancia, robustez e
representatividade (10 %).

Considerando-se os trabalhos publicados a
partir de 2009, ou seja, posteriores a publicagao do
documento do ENGL!", observou-se que os parametros
de desempenho recomendados neste guia ndo foram
totalmente incorporados as praticas de validacao da drea.
Para métodos quantitativos, pardmetros como eficiéncia,
limite de quantificagdo, seletividade, faixa de trabalho,
praticabilidade, extragdo/purificagdio do DNA, robustez
e aplicabilidade foram abordados em menos de 50 %
dos trabalhos. Para métodos qualitativos, os parametros
limite de deteccdo e robustez foram reportados em
apenas 33 e 11 % dos estudos.

CONCLUSAO

A PCR é recomendada por érgaos internacionais
de regulamentagdo, pesquisa, comércio e certificagdo
para realizacdo de andlises de detec¢do e quantificagdo
de OGM em matérias-primas e alimentos. Pela andlise
comparativa dos documentos orientativos para
validacdo de métodos foi detectada a necessidade de
inclusao de parametros criticos para uma adequada
avaliacdo de desempenho de métodos qualitativos nos
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documentos orientativos especificos como taxas de
confiabilidade, de sensibilidade, de seletividade, regido
de perda de confiabilidade, acordancia, concordéncia,
representatividade e rastreabilidade. Considerando-se
a revisdo da literatura sobre o tema, observou-se que
as orientagdes dos guias especificos da drea de OGM
ndo tem sido totalmente incorporadas as praticas de
validagao, sendo importante o incentivo a implementagao
de processos adequados de validagdo para analises de
OGM em alimentos.
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