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Nachweis gentechnisch verinderter Roundup Ready™
Sojabohnen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Methodenvorpriifung im Rahmen der Subkommission 29a des
Schweizerischen Lebensmittelbuches

Detection of the Genetically Engineered Roundup Ready ™
Soybeans using the Polymerase Chain Reaction (PCR)
Preliminary Examination of the Method within the Scope of the
Subcommission 29a of the Swiss Food Manual

Key words: GMOs, Roundup Ready ™ soybean, Labelling of food,
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Einleitung

Die Gentechnologie kommt seit den 90er Jahren auch im Nahrungsmittelbe-
reich immer hédufiger zur Anwendung. Seit im Mai 1994 die von Calgene Inc.
entwickelte Flavr Savr™ Tomate in den USA zum Verkauf zugelassen wurde (1),
hat die Zahl der weltweit zugelassenen gentechnisch veranderten Nutzpflanzen bis
zum Juli 1997 bereits auf 34 zugenommen (2). Neben den gentechnisch verinderten
Nutzpflanzen werden eine Vielzahl von Zusatzstoffen und Verarbeitungshilfsstof-
fen (v. a. Enzyme) gentechnisch hergestellt (3-5). In der Schweiz hat man dieser
Entwmklung Rechnung getragen, indem in der neuen Lebensmittelgesetzgebung,
die im Juli 1995 in Kraft trat, eine Bewilligungs- und Deklarationspflicht fiir
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gentechnisch verinderte Organismen vorgeschrieben wurde (Art.15,22% und 23 der
eidgendssischen Lebensmittelverordnung [LMV]). Am 20. Dezember 1996 erteilte
das Bundesamt fiir Gesundheit (BAG), nachdem die Uberpriifung der Gesuchsun-
terlagen die gesundheitliche Unbedenklichkeit bestitigt hat, die Bewilligung zur
Herstellung von Lebensmitteln aus gentechnisch verinderten, herbizidtoleranten
Roundup Ready™ Sojabohnen des amerikanischen Konzerns Monsanto (6). Die
Bewilligung wurde mit einer Deklarationsptlicht gemass Artikel 225 der LMV
verbunden, d. h. dass der Hinweis «<GVO-Erzeugnis» bei Lebensmitteln, Zusatz-
stoffen und Verarbeitungshilfsstoffen, die gentechnisch verinderte Organismen
sind oder daraus gewonnen wurden, ausser bei Erzeugnissen, die vom Organismus
abgetrennt und vom Erbmaterial gereinigt sind, deklariert werden muss. Vom BAG
wurde in der Verfiigung vom 20. Dezember 1996 die Nachweismethode fiir die
Deklaration festgelegt. Diese Methode wurde als Screening-Verfahren zur Identi-
fizierung gentechnisch verinderter Pflanzen (7) konzipiert und ist beim BAG
erhaltlich (8).

Die Subkommission 29a des Schweizerischen Lebensmittelbuches «Immunche-
mische und molekularbiologische Methoden» befasst sich intensiv mit der Analytik
von gentechnisch verinderten Lebensmitteln. Die Anwendbarkeit der oben er-
wihnten Methode wurde bereits im Dezember 1996 von einigen Mitgliedern der
Lebensmittelbuch-Subkommission 29a, die die apparativen Moglichkeiten besas-
sen, ausgetestet. Um den Anwendungsbereich, die Nachweisgrenze und die Aus-
sagekraft dieser Methode auszutesten, hat die Subkommission im Frithjahr 1997
eine Methodenvorpriifung organisiert und durchgefiihrt.

Methodenvorpriifung Nachweis von Roundup Ready™ Sojabohnen

Ziel

Es soll geprift werden, ob die Methodenbeschreibung dem Anspruch geniigt,
dass verschiedene Laboratorien die Methode erfolgreich anwenden kénnen und
vergleichbare sowie richtige Resultate erzielen.

Teilnehmer

Die Eignung der Methode wurde von 6 teilnehmenden Laboratorien (Tabelle 1)
getestet. Jedes Labor erhielt neben einer Positiv- und einer Negativkontrolle sechs
codierte Proben (Tabelle 2). Jede Probe musste mit den nachfolgend erwihnten
PCR-Methoden in einer Doppelbestimmung als unverindert oder verindert iden-
tifiziert werden. Die teilnehmenden Laboratorien hatten die Gelegenheit, die
Methode vor der Durchfithrung der Methodenvorpriifung einzuiiben.

723
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 88 (1997)



Tabelle 1. Teilnehmer der Methodenvorpriifung zum Nachweis von Roundup Ready™

Sojabohnen
Bundesamt fiir Gesundheit Bern
Kantonales Labor Bern Bern
Nestec Ltd., Nestlé Research Centre Lausanne
Uni Bern, Labor fiir Lebensmittelchemie Bern
Kantonales Labor Aargau Aarau
Kantonales Labor Basel-Stadt Basel

Tabelle 2. Untersuchte Proben

RRSoja | Roundup Ready ™ Sojabohnen
Soja konventionelle Sojabohnen
A ungemahlener Sojaschrot aus konventionellem Anbau
B Sojaschrot mit etwa 1% Anteil an Roundup Ready ™ Sojabohnen
C gemahlener Sojaschrot aus konventionellem Anbau
D. Sojaschrot mit etwa 0,1% Anteil an Roundup Ready ™ Sojabohnen
E konventionelles Lecithin
B konventionelles Lecithin mit einem Anteil an 1% Lecithin aus Roundup
Ready ™ Sojabohnen
Probenmaterial
Sojabohnen

Kleine Mengen Roundup Ready™ und konventionelle Sojabohnen wurden
freundlicherweise vom Centre de recherche von Nestlé zur Durchfithrung dieser
Methodenvorpriifung zur Verfiigung gestellt.

«GVO»-Sojaschrot

Das untersuchte Sojaschrot stammt von einem Rheinschiff, welches am 12. De-
zember 1996 von der Umweltorganisation Greenpeace im Basler Rheinhafen wegen
Verdacht auf GVO-Soja «geentert> wurde. Das Kantonale Laboratorium Basel-
Stadt hat das Rheinschiff an 9 Stellen bemustert. Jedes Muster wurde vom Kanto-
nalen Laboratorium Basel-Stadt viermal aufgearbeitet und auf die Anwesenheit von
Roundup Ready™ Sojabohnen untersucht. In allen Mustern konnten Roundup
Ready™ Sojabohnen bestimmt werden. Die Resultate der Einzelbestimmungen
ergaben kleine Intensititsunterschiede, die wohl auf Inhomogenititen im Proben-
material zurtickzufiihren sind. Das Kantonale Laboratorium Basel-Stadt machte
zudem Vergleichsuntersuchungen von extrahierter DNA dieses Sojaschrotes mit
verdiinnter DNA-Losung aus 100% Roundup Ready™ Soja. Diese Vergleichsun-
tersuchungen ergaben einen geschitzten Roundup Ready™ Soja-Anteil von 1%,
welcher mit dem von Greenpeace genannten, aus genauen Beobachtungen der
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Warentliisse abgeleiteten Gehalt von 0,8% gut tibereinstimmt. Der wahre Gehalt
an Roundup Ready™ Soja dieses GVO-Sojaschrotes (und damit der Proben B und
D) ist jedoch nicht bekannt. Um die Homogenitit des Probenmaterials zu erhohen,
wurde das Sojaschrot intensiv gemischt, gemahlen und nochmals intensiv gemischt.
Fur die Herstellung der Probe D wurden 90 Gramm gemahlenes, konventionelles
Sojaschrot mit 10 Gramm gemahlenem Sojaschrot vom Rheinschiff moglichst
homogen vermischt. Auf diese Weise wurde eine Mischung von etwa 0,1% herge-
stellt.

«Konventionelles» Sojaschrot

Das Sojaschrotaus konventionellen Sojabohnen stammtvon der Ernte von 1995,
die mit Sicherheit noch frei von Roundup Ready™ Sojabohnen war.

Lecithin

Die Lecithinproben wurden vom Centre de recherche von Nestlé zur Verfiigung
gestellt. Fiir die Herstellung der Probe F wurden 19,8 g Lecithin aus konventionel-
fen Sojabohnen mit 0,2 g Lecithin aus 100% Roundup Ready™ Sojabohnen
gemischt. Auf diese Weise “wurde eine Mischung mit einem Anteil an 1% Lecithin
aus Roundup Ready™ Sojabohnen erhalten.

Methoden

L

DNA-Préiparation

100 mg der Sojaschrotproben wurden in ein 1,5-ml-Reaktionsréhrchen einge-
wogen, mit 200 ul sterilem Wasser und mit 430 ul Extraktionspuffer (10 mM
Tris-HCI [pH 8,0], 150 mM NaCl, 2 mM EDTA und 1% [w/v] Sodium-dodecyl-
sulfat [SDS]) versetzt. Zur Mischung wurden 50 oder 100 pl einer 5 M Guanidin-
hydrochloridlésung und 20 pl (20 oder 40 mg/ml) Proteinase K gegeben, das
Reaktionsgemisch durch Vortexen gemischt und bei 55-60 °C fiir 3 Stunden
inkubiert. Nach der Verdauung wurden die Proben bei 14 000 x ¢ wihrend 10
Minuten zentrifugiert, 450 ul der wisserigen Phase wurden zu 1 ml Wizard™
DNA-Purification Resin (Nr. 7141, Promega, Madison, WI, USA) gegeben und
vorsichtig, durch mehrmaliges Kippen der Réhrchen, gemischt. Nach dem Wi-
zard™ DNA-Aufarbeitungsprotokoll wurde die gereinigte DNA mit 50 pul Wasser
oder Elutionspuffer (ca. 70 °C) eluiert.

Im Falle von Lecithin mussten flinfmal 100 mg eingewogen werden und gemiss
oben beschriebener Wizard™-Extraktionsmethode einzeln aufgearbeitet werden.
Die fiinfmal 50 pl DNA-Extraktionslosung wurden vereint, mit 200 pl Extrakti-
onspuffer, 50 l 5 M Guanidinhydrochlorid und 1 ml Wizard™ DINA-Purification
Resin versetzt und iiber eine Filter-Kartusche wie oben beschrieben mit 50 ul
Wasser oder Elutionspuffer (ca. 70 °C) eluiert.
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PCR

Die extrahierte Soja-DNA wurde mit der Lectin-PCR (9) auf ihre Amplifi-
zierbarkeit getestet. Es handelt sich dabei um ein sojaspezifisches Nested-PCR-Sy-
stem. Die DNA wurde mit dem Screening-Verfahren (7) auf das Vorhandensein von
35S-Promotor und NOS-Terminator getestet. Dabei mussten sich die teil-
nehmenden Laboratorien an die Vorschrift halten, die das BAG verteilt hatte (8).
Schlussendlich wurde die DNA mittels eines von Meyer und Jaccand entwickelten
Roundup Ready™-Sojabohnen-spezifischen PCR (10) getestet. Zur Anwendung
kam nur das innere Primerpaar GM07/GMO08. Ausser bei der Lectin-PCR wurden
alle PCR-Systeme mit 40 Zyklen amplifiziert.

Resultate

Die Wizard™-DNA-Extraktionsmethode wurde in allen Laboratorien sowohl
mit Sojaschrot als auch mit Lecithin erfolgreich angewendet. Alle Teilnehmer
ausserten sich positiv zur DNA-Extraktion aus Sojaschrot mit der beschriebenen
Methode. Die meisten Teilnehmer beurteilten jedoch die vorgeschriebene DINA-
Extraktion aus Lecithin als mithsam und zu arbeitsintensiv.

Die Amplifikationskontrolle mit der Lectin-PCR war in allen Fillen ausser in
einer Bestimmung der Probe E der Laboratorien 2 und 4 positiv (siehe Tabelle 3).

Die getesteten GVO-spezifischen PCR-Methoden (355-Promotor, NOS-Ter-
minator und Roundup Ready™ Soja-spezifisch) haben in der Positivkontrolle und
in der Sojaschrotprobe B in allen Laboratorien funktioniert (siehe Tabellen 4, 5 und
6).

Die Analyse der stirker verdiinnten Sojaschrotprobe D ergab teilweise falsch
negative Resultate. Vor allem die PCR fiir den NOS-Terminator (Tabelle 5) erwies
sich als weniger empfindlich (insgesamt 8 negative Befunde) gegentiber der 35S-

Tabelle 3. Testen der Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA mittels der Lectin-PCR (9)

Probe Labor 1 Labor 2 Labor 3 Labor 4 Labor 5 Labor 6 Soll
RRSoja +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Soja +/+ +/+ +/+ nb +/+ +/+ +/+
A +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
B +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
© +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
D +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
E +/+ +/- +/+ —/+ +/+ + +/+
F +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ + +/+

+ Lectin-DNA vorhanden

— Lectin-DNA nicht vorhanden

nb nicht bestimmt
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Tabelle 4. Nachweis des 355-Promotors (8)

Probe Labor 1 Labor2 | Labor3 Labor 4 Labor 5 Labor 6 Soll
RRSoja +/+ +/+ +/+ - +/+ + +/+
Soja —/— /- —/- - —/- - —/—
A —/— +/+* —/- - —/= - —/—
B +/+ +/+ +/+ + +/+ + +/+
C —/- —/— —/- - —/- - —/-
D —/+ +/+ +/— + +/+ + +/+
B —/= —/- —/— - —/- - -/~
B +/+ +/+ —/- + +/+ + +/+

+ 35S5-DNA vorhanden

—  35S5-DNA nicht vorhanden

a falsch interpretierte Storbanden, siehe Text

Tabelle 5. Nachweis des NOS-Terminators (8)
Probe Labor 1 Labor 2 Labor 3 Labor 4 Labor 5 Labor 6 Soll
RRSoja +/+ +/+ +/+ + +/+ + +/+
Soja —/- /- —/- - —/- - —/=
A —/— —/— /- - —/— - —/-
B +/+ +/+ +/+ + +/+ + +/+
(3 —/— —/— —/— - —/— - —/-
D ~/+ ~/+ -/~ - +/+ + +/+
E —/- —/— —/— B —/— - —/-
F +/+ +/- —/— + +/+ + +/+

+ NOS-DNA vorhanden

— NOS-DNA nicht vorhanden

Tabelle 6. RRSoja-spezifische PCR mit dem inneren Primerpaar GM07/GMO08 (10)

Probe Labor 1 Labor 2 Labor 3 Labor 4 Labor 5 Labor 6 Soll
RRSoja +/+ +/+ +/+ + +/+ +/+ +/+
Soja ~/- —/- —/- - —/- —/- —/-
A —/- —/- —/- - —/- /- —/-
B +/+ +/+ +/+ + +/+ +/+ +/+
C —/— —/= —/= - —/- —/= —/=
D +/+ +/+ +/+ + +/+ —/— +/+
K ~/- —/= —/- - —/— —/- —/-
B +/+ +/+ —/- + +/+ +/+ +/+
+ RRS-DNA vorhanden
—~  RRS-DNA nicht vorhanden
227

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 88 (1997)



Promotor-PCR (Tabelle 4, 4 negative Befunde) und der Roundup Ready™ Soja-
spezifischen PCR (Tabelle 6, 4 negative Befunde).

Die GVO-positive Lecithinprobe F wurde in 5 von 6 Labors richtig beurteilt.
Das Labor 3 hingegen hat mit keiner GVO-spezifischen PCR ein positives Signal
erhalten. In weiteren nachtriglich durchgefiihrten Untersuchungen mit einer emp-
findlicheren Nested-PCR wurden im Labor 3 in der Probe F keine Roundup
Ready™ Sojabohnen nachgewiesen. Wir nehmen deshalb an, dass die Probe ent-
weder im Labor oder beim Versand verwechselt wurde.

Die Selektivitit der getesteten PCR ist sehr zufriedenstellend. Nur ein falsch
positives Resultat (Tabelle 4 / Labor 2) steht 53 richtig negativen gegeniiber. Die
Ursache fiir das falsch positive Resultat waren Stérbanden dhnlicher Grosse wie
das erwartete PCR-Produkt (195 bp, 35S-PCR). Eine bessere Auftrennung der
PCR-Produkte auf hoherprozentigen Agarosegelen oder auf hochauftrennenden
Agarosegelen (z. B. NuSieve 3:1 Agarose, FMC) sowie eine Bestitigung der posi-
tiven Befunde durch die Restriktionsverdauung mit Xmnl konnen falsch positive
Resultate ausschliessen. Das Problem kann vermutlich durch Verdiinnen der einge-
setzten DNA-Menge (empfohlene Menge 500 ng DNA/Reaktion) verringert oder
sogar vermieden werden.

Die Sensitivitaitsunterschiede zwischen den einzelnen Methoden sowie zwi-
schen den einzelnen Laboratorien werden auf mindestens einen Faktor 10 ge-
schitzt.

Schlussfolgerungen

Die vom BAG zur Verfiigung gestellte Methode tiir den Nachweis von Roun-
dup Ready™ Soja in Lebensmitteln erfillt ihren Zweck. Dem Vollzug und der
Industrie steht somit ein Mittel zur Verfiigung, die Anwesenheit von Roundup
Ready™ Sojabohnen nachzuweisen.

Wie die Methodenvorpriifung und auch Erfahrungen in der Praxis gezeigt
haben; gibt es unterschiedliche Sensitivititen in verschiedenen Laboratorien. Dies
kann dazu fiithren, dass die gleiche Probe beispielsweise von einem amtlichen Labor
anders beurteilt wird als von einem Privatlabor. Genau diese Probleme treten
bekannterweise in der Praxis auf.

Um diesem Problem der unterschiedlichen Sensitivitit zu begegnen, wurden
folgende Massnahmen eingeleitet:

1. Standardisierung der offiziellen Methode
2. Herstellung von externen Standards
3. Entwicklung einer (semi-)quantitativen PCR-Methode mittels internen Stan-

dards.
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Standardisierung der offiziellen Methode

Die beim BAG erhiltliche Methode (8) wird anhand der Erfahrung aus dieser
Methodenvorpriifung so iberarbeitet, dass resultatrelevante Parameter (wie DNA -
Extraktion, einzusetzende DNA-Menge, Zyklenzahl, PCR-Temperaturprogramm
usw.) genauer definiert sind, damit die Sensitivitatsschwankungen zwischen den
einzelnen Laboratorien moglichst gering werden. Im Falle der DINA-Extraktion
hat sich die Subkommission entschieden, die in der Methodenvorpriifung verwen-
dete Wizard™-DNA-Extraktion anstelle der in der vom BAG verteilten Methode
(8) beschriebenen CTAB-DINA-Extraktionsmethode in die standardisierte Metho-
de des Schweizerischen Lebensmittelbuches zu tibernehmen. Die iiberarbeitete
Methode wird im Schweizerischen Lebensmittelbuch demnichst veroffentlicht
werden.

Externe Standards

Vor allem fiir Privatlaboratorien ist es schwierig, zertifizierte Positivkontrollen
von gentechnisch verdnderten Organismen zu erhalten. Proben, die einen definier-
ten Gehalt an RRSoja enthalten, selbst herzustellen, ist sogar noch schwieriger.
Gerade die Verwendung solcher externer Standards wiirde die Vergleichbarkeit der
Empfindlichkeit der Methode erleichtern. Es sind Bemuhungen der Firma Fluka
im Gange, Standardgemische mit einem definierten Gehalt an Roundup Ready™
Sojabohnen herzustellen und ab November 1997 kommerziell anzubieten.

Entwicklung einer (semi-)quantitativen PCR-
Methode mittels internen Standards

Das Labor fiir Lebensmittelchemie der Universitit Bern und das Kantonale
Laboratorium Basel-Stadt stellen interne PCR-Standards her, die eine (semi-)quan-
titative Aussage tiber den GVO-Gehalt einer Probe erlauben sollten. Interne
Standards fur die jeweiligen PCR-Systeme unterscheiden sich vom Analyten ent-
weder in der Linge des amplifizierten PCR-Produktes oder in der Basenpaarse-
quenz (z. B. zusitzliche Restriktionsschnittstellen). Von diesen internen Standards
mischt man pro PCR-Reaktion eine definierte Kopienzahl zu und amplifiziert
Analyt und internen Standard kompetitiv unter den gleichen Bedingungen mit den
gleichen Primern. Aus dem Verhiltnis von amplifizierter Analyten-DNA und
amplifizierter Standard-DNA wird die Anfangskonzentration des Analyten abge-
schatzt.

Die Subkommission erwartet mit diesen drei Massnahmen sowohl die Quali-
titskontrolle als auch die Quantifizierung in der GVO-Analytik wesentlich zu
verbessern.
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Zusammenfassung

In einer Methodenvorpriifung haben 6 Mitglieder der Subkommission 29a des Schweize-
rischen Lebensmittelbuches verschiedene Sojaschrot- und Lecithinproben mittels Wizard ™.-
DNA-Extraktionsmethode und vier PCR-Systemen auf gentechnisch verinderte Roundup
Ready™ Sojabohnen (RRS) untersucht. Die erzielten Resultate zeigen, dass die Methoden
ein Instrument darstellen, um die Anwesenheit von RRS nachzuweisen. Allerdings zeigte die
Methodenvorpriifung wie auch Erfahrungen in der Praxis, dass unterschiedliche Sensitiviti-
ten auftreten konnen. In der Diskussion werden Losungsansitze vorgestellt, um diesen
Mangel zu beheben.

Résumeé

Lors d’un examen préliminaire, 6 membres de la sous-commission 29a du Manuel suisse
des denrées alimentaires ont analysé différents échantillons de soja égrugé et de lécithine avec
la méthode d’extraction Wizard™-DNA et quatre systémes PCR concernant les graines de
soja génétiquement modifié Roundup Ready™ (RRS). Les résultats obtenus montrent que
les méthodes décrites représentent un instrument capable de déceler la présence de RRS.
Toutefois, ’examen préliminaire ainsi que ’expérience pratique montrent que des sensibilités
différentes sont atteintes. Dans la discussion, des esquisses de solutions sont présentées afin
de pallier a ce défaut.

Summary

In a preliminary examination 6 members of the subcommission 29a of the Swiss Food
Manual have examined different samples of bruised grain and lecithine with the Wizard ™.-
DNA -extraction method and four PCR-systems on genetically modified Roundup Ready™
soybeans (RRS). The obtained results show that the methods describe an instrument to prove
the presence of RRS. Though the preliminary examination as well as practical experience
showed that differing sensitivity can occur. In the discussion approaches are presented for
the avoidance of this drawback.
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