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Проведено внутрішньолабораторну валідацію методики якісного та кількісного визначення генетично мо#

дифікованих зернових культур методом полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі. Для запобігання

аналітичним помилкам, псевдопозитивним та псевдонегативним результатам дослідження запропоновано сис#

теми контролю та стратегію оброблення даних, що забезпечує максимальний ступінь вірогідності одержаних ре#

зультатів.
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В умовах сьогодення генетично модифі#
ковані (ГМ) рослини стали невід’ємною час#
тиною сільського господарства в багатьох
країнах світу. У Мексиці, США, Японії став#
лення уряду до цієї біотехнологічної продукції
позитивне, водночас у країнах Європейсько#
го Союзу діють жорсткі вимоги щодо тесту#
вання безпечності кожної окремої ГМ#лінії
рослин. Однак, яким би не було ставлення до
вирощування ГМ#рослин, незаперечною
є необхідність проведення широкомасштаб#
ного моніторингу за їх поширенням та марку#
вання продукції, виготовленої із ГМ#сировини
[3, 4]. Це у свою чергу потребує впроваджен#
ня у практику надійних методів якісного та
кількісного визначення вмісту генетично
модифікованих організмів (ГМО). Найбільш
ефективним методом детекції ГМО на сьо#
годні є метод полімеразної ланцюгової ре#
акції (ПЛР) у реальному часі, який дозволяє
не тільки виявити ГМО, але й визначити їх
кількість [4, 7]. Співдружність референсних
лабораторій з визначення ГМО у продуктах
харчування і в кормах (Community Referen#
ce Laboratories for GM Food and Feed, CRL#
GMFF), яку створено в контексті європейсь#
кої директиви (Commission Regulation EC No

1829/2003), разом із Європейською мере#
жею лабораторій з визначення ГМО (Euro#
pean Network of Genetically Modified Orga#
nism Laboratories, ENGL) розробляють
методики якісного та кількісного визначення
ГМО методом ПЛР та проводять їх валіда#
цію. Ці методики рекомендовано для прак#
тичного впровадження в роботу лаборато#
рій, які займаються виявленням ГМО,
однак необхідною умовою є проведення їх
внутрішньолабораторної валідації, що доз#
воляє оцінити, наскільки цей аналітичний
метод забезпечує точність, правильність
і лінійність отриманих результатів в умовах
окремої лабораторії [1, 6, 9].

Метою нашої роботи було провести
внутрішньолабораторну валідацію методи#
ки якісного та кількісного визначення ГМ
зернових культур методом ПЛР у реальному
часі.

Матеріали і методи

Дослідження проводили у відділі моле#
кулярно#діагностичних досліджень Україн#
ської лабораторії якості та безпеки продук#
ції АПК на приладі ABI PRISM SDS 7000
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(Applied Biosystems, Великобританія). Ма#
теріалом дослідження були сертифіковані
референс#матеріали генетично модифікова#
них сої (GTS 40#3#2) та кукурудзи (MON 810)
зі вмістом ГМО 0,1%; 0,5; 1; 2 і 5% (IRMM,
Бельгія). Валідацію методики проводили
згідно з вимогами, які рекомендовані Євро#
пейською мережею лабораторій з визначен#
ня ГМО [2].

Виділення ДНК із сої та кукурудзи здійс#
нювали загальноприйнятим методом [8].
Застосовували ПЛР#аналіз, спрямований на
одночасне виявлення двох мішеней: 35 S#
промотору і внутрішнього контролю, спе#
цифічного для рослинного компонента, що
аналізується (для сої — ділянка гена лекти#
ну, для кукурудзи — алкогольдегідрогена#
зи). Ампліфікацію проводили в реакційній
суміші об’ємом 25 мкл такого складу: 1х
ПЛР буфер; 2,5 мМ MgCl2; 1,5 мМ кожного
із дезоксинуклеотидтрифосфатів; 5 pМ прай#
мерів для детекції 35S#промотору, 5 pМ прай#
мерів для детекції внутрішнього контролю;
2,5 pМ флуоресцентних зондів; 20 мкМ флу#
оресцентного барвника ROX; 0,2 од. урацил#
ДНК#глікозилази та 1 од. ДНК#полімерази.
ДНК вносили в кількості 100–200 нг. Для
отримання якісних і достовірних резуль#
татів використовували серію контролів: не#
гативний, позитивний та контроль без мат#
риці (NTC).

Аналіз результатів здійснювали за допо#
могою програмного забезпечення ABI Prism
7000 Vs. 1.2.3. Основним критерієм оцінки
отриманих результатів є значення гранич#
ного циклу (Ct), що характеризує певний
цикл ПЛР, на якому спостерігається статис#
тично достовірне збільшення флуоресценції
порівняно з базовим рівнем. Зразок вважали
позитивним у разі отримання Ct експо#
ненціальних кривих ампліфікації за кана#
лом FAM (35S#промотор) не більше 36 та зі
значенням Ct за каналом JOE (внутрішній
контроль) 23–24 для сої та 24,5–25,5 — для
кукурудзи. Зразок вважали негативним за
відсутності ампліфікації за каналом FAM
і за ампліфікації внутрішнього контролю зі
значенням Ct не більше 23–24 для сої та
24,5–25,5 — для кукурудзи. У випадку, ко#
ли відсутня крива ампліфікації за каналом
FAM, а значення Ct кривої ампліфікації
внутрішнього контролю становила більше
23–24 для сої та 24,5–25,5 — для кукуруд#
зи, зразок вважали сумнівним і проводили
повторний аналіз.

Статистичний аналіз здійснювали з ви#
користанням програмного забезпечення ABI
Prism 7000 Vs. 1.2.3, за допомогою якого

визначали стандартне відхилення паралель#
них вимірювань.

Результати та обговорення

Проведення внутрішньолабораторної ва#
лідації методики якісного та кількісного
визначення ГМО є необхідною умовою для
отримання достовірних результатів у прак#
тиці окремої лабораторії. Це насамперед
пов’язано з кількісним визначенням вмісту
ГМО, на яке впливають різноманітні факто#
ри, такі як пробопідготовка зразків для
дослідження, кількість та якість виділеної
ДНК, якість реакційного середовища для
проведення ПЛР та багато інших, які є різ#
ними в усіх лабораторіях. Незнання таких
факторів може призвести до невірного визна#
чення кількісного вмісту ГМО, що є небажа#
ним як для споживача, так і для виробника.
Зокрема, оцінка параметрів внутрішньола#
бораторної валідації, отриманих в умовах
окремої лабораторії, дозволяє оцінити, на#
скільки її внутрішні чинники виконання
методу впливають на точність, правильність
та достовірність отриманих результатів. Під
час проведення внутрішньолабораторної
валідації нами було вивчено такі параметри. 

Ефективність та лінійність ампліфі'
кації. Для визначення лінійності та ефек#
тивності ампліфікації методики використо#
вували сертифіковані референс#матеріали
ГМ сої та кукурудзи. Експеримент проводи#
ли у трьох повторах. Ампліфікацію кожного
зі зразків також здійснювали у трьох повто#
рах. За отриманими графіками ампліфікації
визначали середнє значення Ct для кожного
зразка. Результати оцінювали за допомогою
регресійного аналізу та побудови стандарт#
ного графіка залежності Ct від логарифма по#
чаткової концентрації субстрату (рис. 1, 2). 

У табл. 1 наведено значення кута нахилу
(slope), ефективності ампліфікації та коефі#
цієнта кореляції лінійної регресії (R2) каліб#
рувальних графіків з використанням рефе#
ренс#матеріалів для сої та кукурудзи.
Ефективність ампліфікації визначали за
значеннями кута нахилу:

Е = (10–1/slope – 1) × 100.

Слід відзначити високий рівень ефектив#
ності ампліфікації (припустимі значення
–3,1 slope –3,6) та лінійності даного методу
(припустимі значення R2 > 0,98) (табл. 1) [2].

Робочий діапазон. Окремо для ДНК сої та
кукурудзи, виділених із відповідних 5%#х
референс#матеріалів ГМ, готували серію
п’ятиразових розведень: 
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ДНКGTS 40#3#2: 405 нг/мкл → 81 нг/мкл  →
→ 16,2 нг/мкл → 3,2 нг/мкл → 0,6 нг/мкл  →
→ 0,1 нг/мкл → 0,03 нг/мкл.

ДНКMON810: 160 нг/мкл → 32,4 нг/мкл →
→ 6,5 нг/мкл → 1,3 нг/мкл → 0,3 нг/мкл →
→ 0,05 нг/мкл.

Ампліфікацію кожного зразка проводи#
ли у трьох повторах. Робочий діапазон кон#
центрацій оцінювали за лінійністю візуаль#
ною перевіркою графіка виміряних значень
Ct від логарифма концентрацій відповідних
зразків (рис. 3). 

А Б

Рис. 1. Криві ампліфікації 35Sbпромотору 5%bго; 2; 1; 0,5 і 0,1%bго референсbматеріалів ГМ сої 
лінії GTS 40b3b2 (А) і стандартний графік залежності Ct

від логарифма початкової концентрації субстрату (Б)

Рис. 2. Графік ампліфікації 35Sbпромотору 5%bго; 2; 1; 0,5 і 0,1%bго референсbматеріалів 
ГМ кукурудзи лінії MON 810 (А) і стандартний графік залежності Ct

від логарифма початкової концентрації субстрату (Б)

А Б

Таблиця 1. Ефективність та лінійність ампліфікації методу

N Нахил (slope) Ефективність ПЛР, Е (%) Лінійність, R2

Соя

1 –3,38 980 0,98

2 –3,52 92 0,98

3 –3,31 100 0,98

Середнє значення –3,40 96,6 0,98 

Кукурудза

1 –3,12 100 0,98

2 –3,43 96 0,99

3 –3,28 98 0,98

Середнє значення –3,27 98,0 0,98
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Робочий діапазон методу становив
0,1–400 нг для ГМ сої та 0,3–160 нг для ГМ
кукурудзи, що відповідає 0,005–20% ГМ
сої, та 0,015–8% ГМ кукурудзи. Цей діапа#
зон охоплює граничне значення допустимо#
го вмісту ГМО у зразку (0,9% у ЄС). Утім,
значення верхньої межі робочого діапазону
може бути вищим, оскільки відповідає по#
чатковій концентрації експериментальних
зразків.

Межа виявлення (LOD) та межа кіль'
кісного визначення (LOQ). Для встановлен#
ня LOD та LOQ готували серію п’ятиразових
розведень зразка ДНК, виділеної із 5%#х ре#
ференс#матеріалів ГМ сої та кукурудзи. За
даними Ct визначали мінімальну концент#
рацію аналіту, яка може бути виявлена зі
статистичною достовірністю (LOD). Усі зразки
зі значенням Ct < 40 вважали позитивними.
Для встановлення мінімальної концентрації
аналіту з прийнятним рівнем достовірності
(RSDr ≤ 25%) на графіку залежності Ct від
логарифму початкової концентрації суб#
страту визначали крайню точку лінійного
діапазону концентрацій.

Межа виявлення (LOD) методу становить
0,005 % ГМ сої та 0,01 % ГМ кукурудзи,
а межа кількісного визначення (LOQ) —
0,03 та 0,05 % відповідно. 

Правильність (trueness). Правильність
методу відображає те, наскільки результати
випробувань близькі до приписаного значен#
ня. Проводили три незалежних вимірюван#
ня референс#матеріалів ГМ сої зі вмістом
ГМО 5,0 % і 0,5 % та кукурудзи зі вмістом
ГМО 5,0 % і 0,1 % та визначали середнє зна#
чення. Розрахунок правильності проводили
за формулою:

Правильність = (середнє значення/дійсне
значення) ×× 100.

Значення правильності має бути в межах
± 25% від приписаного [2], що простежуєть#
ся в наших дослідженнях (табл. 2).

Збіжність (RSDr). Збіжність методу від#
ображає, наскільки отримані результати
відрізняються від приписаного за багатора#
зового визначення одного й того самого зраз#
ка. Проводили 6 незалежних вимірювань ре#
ференс#матеріалів ГМ сої та кукурудзи зі
вмістом ГМО 5,0% і 0,5%. Потім для кожної
концентрації визначали стандартне відхи#
лення значень відсотка ГМО паралельних
вимірювань. Розрахунок збіжності здійсню#
вали за формулою:

Збіжність = (стандартне відхилення /сеb
реднє значення) ×× 100.

Значення RSDr має бути ≤ 25% [2], що
також простежується в наших досліджен#
нях (табл. 3).

Внутрішньолабораторна відтворюва'
ність (RSDR). Внутрішньолабораторну від#
творюваність оцінювали на основі резуль#
татів реальних проб, отриманих в умовах
відтворюваності, тобто в умовах, які харак#
теризують довготермінову варіацію всіх
факторів, що можуть вплинути на результат 
вимірювання в лабораторії на кожному з етапів 

Рис. 3. Робочі діапазони концентрацій ДНК (А — сої, Б –кукурудзи)

А Б

Таблиця 2. Експериментальні дані 
щодо правильності методу

Приписане
значення
ГМО, %

Середнє знаb
чення отримаb
ного ГМО, %

Правильb
ність, %

Соя
0,5 0,53 106,0

5,0 4,88 98,0

Куку#
рудза

0,1 0,12 120,0

5,0 5,32 106,4
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визначення ГМО [5]. Одержане значення
внутрішньолабораторної відтворюваності
RSDR для сої становить 7,71%, для кукуруд#
зи — 4,97%, що не перевищує значення нор#
мованої межі <.35% для цілої низки зразків [2].

Невизначеність методу. Основою для
розрахунку невизначеності результату є екс#
периментальні дані оцінки внутрішньолабо#
раторної відтворюваності та визначення
правильності методу з використанням серти#
фікованих референс#матеріалів (табл. 4) [5].

Джерела невизначеності:
– внутрішньолабораторна відтворюва#

ність, на яку впливають об’єм зразка, оста#
точний об’єм реакційного середовища, по#
хибка під час зважування стандарту тощо;

– систематична складова невизначеності
(зміщення), яку розраховують на основі виз#
начення правильності методів виконання
з використанням сертифікованих референс#
матеріалів.

Отже, уперше в Україні згідно з міжна#
родними вимогами проведено внутрішньо#
лабораторну валідацію методики якісного та
кількісного визначення генетично модифі#
кованої сої і кукурудзи методом ПЛР у ре#
альному часі. Отримані параметри валідації
в умовах відділу молекулярно#діагностич#
них досліджень Української лабораторії
якості та безпеки продукції АПК задоволь#
няють вимогам європейських стандартів [2],
що дає змогу застосувати зазначену методи#
ку в практиці лабораторії.

Дані дослідження можна використовува#
ти як приклад для проведення внутрішньо#
лабораторної валідації в лабораторіях, які
здійснюють визначення ГМО.

Таблиця 3. Експериментальні дані збіжності методу

Приписане 
значення ГМО, %

Середнє значення
отриманого ГМО, %

Стандартне 
відхилення, (SD)

Збіжність (RSDr), %

Соя
0,5 0,52 0,06 11,54

5,0 5,10 0,94 18,43

Кукурудза
0,5 0,52 0,08 15,38

5,0 5,32 0,79 14,84

Таблиця 4. Невизначеність методу 
для експериментальних зразків

Приписане
значення
ГМО, %

Середнє значенb
ня отриманого

ГМО, %

Невизнаb
ченість,

%

Соя 
0,5 0,53 0,40

5,0 4,88 1,06

Куку#
рудза

0,1 0,12 0,08

5,0 5,06 0,34
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Проведена внутрилабораторная валидация
методики качественного и количественного
определения генетически модифицированных
зерновых культур методом полимеразной
цепной реакции в реальном времени. Для пре#
дупреждения аналитических ошибок, ложно#
положительных и ложноотрицательных ре#
зультатов предложены системы контроля
и стратегия обработки результатов.

Ключевые слова: валидация методики, гене#
тически модифицированные растения, поли#
меразная цепная реакция.

VALIDATION OF METHOD 
OF QUALITATIVE AND QUANTITATIVE

DETERMINATION OF GENETICALLY
MODIFIED GRAINbCROPS 

BY THE REALbTIME POLYMERASE 
CHAIN REACTION 
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Sciences of Ukraine, Kyiv
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Validation of in#house method of quality and
quantitative determination of genetically modi#
fied grain#crops by the real#time polymerase
chain reaction was carried out. For prevention of
analytical errors, false#positive and false#nega#
tive results of assays, the offered systems of con#
trols and strategy of results evaluation were pro#
posed. This provides the maximal degree of
authenticity of the received results.

Key words: validation of method, genetically
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