Positionspapier, erarbeitetet von der Ar-
beitsgruppe biochemische und molekular-
biologische Analytik zum Thema:

Aktuelle Fragen in der GVO-
Analytik

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen quantita-
tiver PCR-Verfahren

Die Quantifizierung des Anteils gentech-
nisch verianderter (gv) Bestandteile in Le-
bensmitteln erfolgt heute fast ausschlieBlich
mithilfe der Real-time-Polymeraseketten-
reaktion (Real-time-PCR). Dabei wird der
Anteil des gentechnisch verinderten Mate-
rials relativ zur Zutat bestimmt. Es werden
getrennt zwei PCR-Ansitze durchgefiihrt:
(a) die Vervielfiltigung und Quantifizie-
rung einer fiir die zu untersuchende Spezi-
es spezifischen DNA-Sequenz und (b) die
Bestimmung der in derselben DNA-Losung
vorhandenen Menge an gv-Bestandteilen.
Die gemessenen DNA-Kopien der getrenn-
ten PCR-Ansiitze werden im Anschluss ins
prozentuale Verhiltnis gesetzt. Entspre-
chend empfiehlt die EU-Kommission zur
Quantifizierung von GVO (gentechnisch
verianderte Organismen) in Lebensmitteln,
das ,prozentuale Verhiltnis der Anzahl der
gv-DNA-Kopien zur Anzahl Zieltaxon- (=
Arten-) spezifischer DNA-Kopien, bezogen
auf haploide Genome“ heranzuziehen [1].
Die Quantifizierung des Anteils von gv-
Bestandteilen in Lebensmitteln setzt sich
somit immer aus zwei Verfahren zusammen,
deren Ergebnisse zueinander ins Verhéltnis
gesetzt werden.

Zur Ermittlung der Nachweis- und
Quantifizierungsgrenzen der einzelnen
Real-time-PCR-Systeme kénnen die Pri-
zisionsdaten aus Wiederholbestimmungen
verwendet werden [2, 3]. Kenndaten wie
die Wiederholbarkeitsstandardabweichung
(RSD,) oder der Vertrauensbereich kénnen
auch ,in-house* ermittelt werden [2—4]. Im
Rahmen aktueller Projekte der Metho-
denstandardisierung, etwa bei dem Codex
Alimentarius [5], bei CEN [6] oder dem
ENGL [7] werden Kriterien fiir die Prizi-
sion fiir diese Real-time-PCR-basierende
Methoden beschrieben. So wird empfohlen,
dass die Wiederholstandardabweichung
RSD, — innerhalb eines Labors — tiber den
gesamten Arbeitsbereich der Methode un-
ter 25% liegen sollte [5, 7]. Weiterhin wird
die Quantifizierungsgrenze nach Empfeh-
lungen des Codex-Papiers als die niedrigste
Analytkonzentration definiert, fiir welche
die Reproduzierbarkeits-Standardabwei-
chung RSD, 50% oder weniger betrégt; im
Arbeitsbereich sollte sie 35% in der Regel

Tab. 1: Empfehlungen derzeitiger Standardisierungsvorhaben zur Leistungsfihigkeit (Prézision)
von Real-time PCR-Verfahren in der GVO-Analytik

Fundstelle Wiederhol-Standardabweichung  Reproduzierbarkeits-Standardabweichung
RSD, RSD,
Codex Alimentarius [5] <25% iiber gesamtem <50% im Bereich der Quantifizierungsgrenze;
Arbeitsbereich méglichst < 35% im Arbeitsbereich

CEN [6] - <33% im Bereich der Nachweisgrenze;

<25% im Bereich der Quantifizierungsgrenze
und im tbrigen Arbeitsbereich
ENGL [7] <25% iber gesamtem  <35% im Bereich des gesetzlichen Schwellenwertes

Arbeitsbereich

(0,9%) und (iber den gesamten dynamischen Bereich

<50% fiir Konzentrationen unter 0,2%

Tab. 2: Relative Nachweisgrenzen bei wichtigen Lebensmittelrohstoffen, Erfahrungswerte [9]

Zutat/Rohstoff Zu erwartende Ausbeute an Ungefahre relative Nachweisgrenzen
Spezies-spezifischer DNA (Anteil GVP-DNA an
(pro PCR-Ansatz) Gesamt-Spezies-DNA)
Sojalecithin 0-ca. 10.000 Kopien 100%-0,05%

Mais-Stérke, nativ
Mais-Stirke, modifiziert

Glucosesirup, Maltodextrine <20 Kopien

0-ca. 7000 Kopien
0-500 Kopien

100%-0,1%
100%-1%
>25%

unterschreiten. Die CEN-Normenentwiir-
fe sehen dagegen fiir die Nachweisgrenze
quantitativer Real-time PCR-Verfahren
eine RSD; von 33% oder weniger, fiir die
Quantifizierungsgrenze eine RSD, von 25%
oder weniger vor (s. Tabelle 1).

Diese Kriterien gelten fiir Methoden, die
im Ringversuch erprobt werden. Zumeist
handelt es sich bisher um Methoden, die
eine relative Quantifizierung und damit die
Messunsicherheit zweier Quantifizierungs-
methoden in einer Untersuchung beinhal-
ten. Ergebnisse aus solchen Ringstudien
zeigen bisher, dass eine Quantifizierungs-
grenze RSD, von 25% oder weniger ein
sehr ehrgeiziges Ziel darstellen und bisher
nicht erreicht werden konnte, zumindest
nicht iiber einen GV-Konzentrationsbe-
reich von 0,1-5% [7].

Relative Nachweis- und Quantifizie-
rungsgrenzen koénnen, wie oben beschrie-
ben, anhand von Prizisionsdaten aus Ring-
versuchen mit ,DNA-armen“ Matrices
und definierten GVO-Anteilen ermittelt
werden. Die Menge an amplifizierbarer
Spezies-DNA unterliegt bei bestimmten
Zutatengruppen erfahrungsgemil starken
Schwankungen, sodass die Durchfiihrung
entsprechender Validierungsstudien weder
praktikabel noch zielfiihrend sein diirfte.

In-house konnen dagegen — ausgehend
von dem Gehalt an Spezies-DNA — pro-
benspezifisch Nachweis-, und Quantifizie-
rungsgrenzen abgeschitzt werden [2, 4] (=
praktische Nachweis-/Bestimmungsgren-
ze). In Tabelle 2 ist die Bandbreite solcher
relativer Nachweisgrenzen, basierend auf
Erfahrungswerten [9], dargestellt.

Dazu wird zunichst in der extrahierten
Proben-DNA die Menge an artenspezifi-
scher und mittels Real-time-PCR ampli-
fizierbarer DNA ermittelt. Die Menge an
gv-DNA, welche in dieser Losung noch
nachweisbar bzw. quantifizierbar ist, wird
dazu ins Verhiltnis gesetzt. Bestimmt wer-
den kann diese DNA-Menge im Rahmen
der Methodenvalidierung der jeweiligen
PCR-Systeme iiber die Prizisionsdaten
aus Wiederholbestimmungen. Fiir die
Quantifizierungsgrenze kann ebenfalls
das Kriterium einer Wiederholbarkeits-
standardabweichung von 25% und darun-
ter angesetzt werden. Ein anderer Ansatz
verwendet als Kriterium fiir die Quanti-
fizierungsgrenze eine maximale Streuung
des Vertrauensbereichs von * 30%, fiir die
Nachweisgrenze von = 100% [2]. Lang-
jahrige Erfahrungswerte zeigen, dass bei
effizienten Real-time-PCR-Systemen diese
Kriterien bei 5 bis 10 Kopien bzw. Genom-
aquivalenten (Nachweisgrenze) bzw. 40 bis
100 Kopien (Bestimmungsgrenze) erreicht
werden [9].

Davon ausgehend werden bei verarbei-
teten Lebensmitteln und ,DNA-armen”
Zutaten oft nur praktische Nachweis-/Be-
stimmungsgrenzen von 0,9% oder dariiber
erreicht. In solchen-Erzeugnissen ist eine
analytische Uberpriifung im Hinblick auf
den Grenzwert von 0,9% somit nicht mog-
lich und es muss auf die entsprechenden
Rohstoffe zuriickgegriffen werden. Sollten
diese Erzeugnisse dennoch untersucht wer-
den, so ist im Ergebnisbericht auf diesen
Umstand hinzuweisen.



Die neuen Kennzeichnungsregelungen
fiir gv-Lebens- und Futtermittel (VO (EG)
1829/2003 und 1830/2003) erfassen nun-
mehr, unabhingig von der Nachweisbarkeit
von DNA oder Protein im Endprodukt
aufgrund der genetischen Veridnderung,
alle aus GVO bestehenden oder aus GVO
hergestellten Lebensmittelzutaten und Zu-
satzstoffe wie raffiniertes Soja- und Rapsél,
Glucosesirup, Maltodextrin, Lecithin oder
modifizierte Stirken. Bisher geniigte fiir
die Befreiung von der Kennzeichnungs-
pflicht ein negatives Resultat bei der Un-
tersuchung auf gv-Bestandeteile (z.B. ,nicht
nachweisbar mittels PCR“). So kénnen raf-
finierte Sojadle aus 100% gentechnisch ver-
anderter Soja hergestellt worden sein und
dennoch mittels molekularbiologischen,
PCR-basierenden Nachweismethoden ein
negatives Resultat liefern. Eine grundsitz-
liche ,,Gen-Kennzeichnung" ist nach neuer
Rechtslage dennoch vorgeschrieben, um
eine potenzielle Irrefithrung des Verbrau-
chers hinsichtlich des Herstellungs- oder
Gewinnungsverfahrens zu vermeiden.

Nicht zugelassene GVO und analytische Null-
toleranz

Fiir gv-Pflanzen, die weder zugelassen noch
sicherheitsbewertet sind, gilt nach den der-
zeitigen Regelungen die Nulltoleranz.

Der Nachweis nicht zugelassener gen-
technisch verinderter Pflanzen ist auch
nach Inkrafttreten der neuen EU-Ver-
ordnungen weiterhin sehr schwierig bzw.
unmoglich, da weder Referenzmaterialien
noch Event-spezifische DNA-Sequenzen
zur Verfiigung stehen. Fiir eine Reihe sol-
cher nicht zugelassenen GVO liegen Me-
thoden vor, die in der Regel Sequenzen aus
dem genetischen Konstrukt nachweisen
konnen. Informationen zur Erarbeitung
von Nachweismethoden kénnen insbeson-
dere aus entsprechenden Datenbanken [10,
11] abgeleitet werden. Mit derartigen Me-
thoden und anhand von Positivkontrollen,
die iiber diverse Quellen (z.B. weltweite
Laborvergleichsuntersuchungen) beschafft
wurden, kénnen Methoden erarbeitet wer-
den, die zumindest eine qualitative Aussage
erlauben. Eine exakte Quantifizierung so-
wie eine abschlieBende Identifizierung des
Transformations-Events wird dagegen nicht
moglich sein, da Referenzmaterial fehlt.

Angesichts der groBen Tragweite positi-
ver Befunde mit Verdacht auf nicht zugelas-
sene GVO sollte hochstmogliche Sorgfalt
in die Absicherung solcher Befunde gelegt
werden. Derartige Ergebnisse sollten labor-
iibergreifend reproduzierbar sein. Einen
groBen Einfluss hat hier Art und Weise der
Beprobung, sie sollte reprisentativ sein und
sich an aktuellen Empfehlungen orientie-
ren [1].

Hinsichtlich der Reproduzierbarkeit des
Nachweises selbst sollten Kriterien fiir die
Priizision beachtet werden:

Stehen lediglich qualitative (Endpunkt-
PCR-) Verfahren zur Verfiigung, ist eine
ausreichende Zahl von Wiederholungen
(mindestens 4-5) der Untersuchung mit
jeweils positivem Resultat erforderlich. Zu
empfehlen ist sowohl bei qualitativen als
auch bei quantitativen Untersuchungen
eine Absicherung der Befunde durch ein
weiteres Labor.

Sind quantitative (Real-time-PCR-) Me-
thoden vorhanden, kénnen weitergehende
Abschitzungen der Methodenprizision
erfolgen. Neben einer ausreichenden Zahl
von Wiederholungen mit jeweils positivem
Resultat (siehe Endpunkt-PCR) sollten
Priizisionskriterien fiir die Nachweisgrenze,
besser noch fiir die Erfassungs- oder Be-
stimmungsgrenze erfiillt sein.

Hierfiir stehen bislang lediglich Konzep-
te aus der Riickstandsanalytik zur Verfii-
gung, welche nicht vollstindig dem ,digita-
len“ Phéinomen der PCR Rechnung tragen
(,»ja/nein-Aussage“). Besitzt eine Probe
genau den Gehalt der Nachweisgrenze des
Analyten, so wird nach dem Konzept der
DIN 32645 in 50% der Fille der konkrete
Messwert kleiner als die Nachweisgrenze
sein (sogenannter Beta-Fehler = 50%).
Auch deshalb wird in der DIN 32645 die
sogenannte Erfassungsgrenze beschrieben.
Im Bereich der Erfassungsgrenze ist der
Beta-Fehler so klein wie der Alpha-Fehler,
welcher in der Regel 1 oder 5% betriigt. Ein
Alpha-Fehler von 5% bedeutet, dass mit ei-
ner vorgegebenen Sicherheit (Signifikanz)
von z.B. 95% davon ausgegangen werden
kann, dass der Analyt vorhanden ist. Die
Erfassungsgrenze entspricht dem 2-fachen
der Nachweisgrenze.

Teile des Konzeptes zu Nachweis- und
Erfassungsgrenze nach DIN 32645 kon-
nen fiir PCR-basierende Verfahren und
die vorliegende Problemstellung (analy-
tische Nulltoleranz — i.d.R. sind keine im
Ringversuch ermittelten Daten verfiigbar)
hilfreich sein: Werden nun beispielsweise
die Vertrauensbereiche aus Wiederholbe-
stimmungen mittels Real-time-PCR be-
stimmt (z.B. in Prozent transgener DNA
im Verhiltnis zur Spezies-DNA), so kann
ermittelt werden, ob das Kriterium fiir die
Nachweisgrenze, nimlich eine maximale
Streuung des Vertrauensbereichs (VB) von
+ 100% [2] erfiillt ist. Nach den bisherigen
Erfahrungen sollte dieses Kriterium im Falle
eines positiven Befundes bei nicht zugelas-
senen gv-Pflanzen mindestens erfiillt sein.
Eine hohere Sicherheit des Nachweises ist
allerdings dann gegeben, wenn Prizisions-
kriterien fiir die Erfassungsgrenze (Streu-
ung VB <ca.+50%) oder die Quantifi-

zierungsgrenze (Streuung VB ca. <+30%
oder RSD, <25%) erfiillt sind.

Generell, d.h. bei jeder quantitativen
Bestimmung von gv-Bestandteilen, ist die
Angabe der aus der Analyse ermittelten
Ergebnisunsicherheit (bzw. des Vertrau-
ensbereichs) im Untersuchungsbericht zu
empfehlen.

Botanische Verunreinigungen

Bestandteile von gentechnisch veréinderten
Pflanzen konnen auch als botanische Ver-
unreinigungen oder Fremdbesatz in Lebens-
mittel gelangen. Entsprechend wurden
beispielsweise in Maismehlen Verunreini-
gungen durch Soja, in Speisesenf Verunrei-
nigungen durch Raps festgestellt, die ihrer-
seits Anteile an gentechnisch verinderter
Soja bzw. Raps aufwiesen. Im Lebensmit-
telrecht sind keine expliziten Hochstwerte
fiir Verunreinigungen beispielsweise von
Olsaaten durch Saaten anderer Pflanzen-
arten festgelegt jedoch wird bei Olsaaten
eine botanische Verunreinigung von ma-
ximal 0,5% toleriert. Aus dem Futtermit-
telbereich ist die Anforderung einer 95%
Reinheit gemiB § 4 Abs. 1 Futtermittel-Ver-
ordnung bekannt; Die Verordnung (EG)
1829/2003 beschriankt den Geltungsbe-
reich der Kennzeichnungsvorschriften auf
Lebensmittel und Lebensmittelzutaten und
verweist hinsichtlich des Zutatenbegriffs in
Art.2 Nr. 13 auf Art. 6 Abs. 4 der Richtlinie
2000/13/EG. Botanische Verunreinigungen
oder Fremdbesatz gelten danach nicht als
Zutat; vom Zutatenbegriff werden unbe-
absichtigte oder technisch unvermeidbare
Eintrige nicht erfasst.

Liegen Anhaltspunkte auf ,artfremde”
gv-Bestandteile vor, ist daher zunichst zu
ermitteln, ob {iberhaupt eine nicht dekla-
rierte Zutat oder eine technisch unver-
meidbare Verunreinigung vorliegt. Mit den
derzeit verfiigharen PCR-Verfahren ist die
hierfiir erforderliche quantitative Bestim-
mung der jeweiligen Pflanzenart derzeit
allerdings nicht moglich. So kann iiber die
Bestimmung amplifizierbarer Raps-DNA,
bezogen auf die Gesamt-DNA anhand
geeigneter Vergleiche (moglichst gleicher
Probenmatrix) zwar eine Abschiitzung die-
ses Anteils erfolgen, nicht aber eine Quan-
tifizierung. Eine abschlieBende Beurteilung,
ob eine deklarationspflichtige Zutat bzw.
ein technisch unvermeidbarer Fremdbesatz
vorliegt, muss daher mit weiteren Metho-
den erfolgen. Erst danach wird die mittels
Real-time-PCR l6sbare Fragestellung des
Anteils gentechnisch verinderter DNA,
bezogen auf die Spezies-DNA des Fremd-
besatz-Anteils, relevant.
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