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Zusammenfassung Moderne Analysetechniken
besitzen ein groBes Anwendungspotenzial im
Bereich der Lebensmittel- und Futtermittelsicherheit
und der Authentizitdtspriifung von Lebensmitteln.
Fiir die routineméBige Anwendung dieser Verfahren
fehlen bisher jedoch entsprechende Standardisie-
rungskonzepte. Um die mit der Lebensmittel-
iberwachung betrauten Behoérden validierte, leis-
tungsfdhige und standardisierte Methoden zur
Verfiigung zu stellen, ist eine Aufnahme dieser
Methoden in die ,,Amtliche Sammlung von Verfahren
zur Probenahme und zur Untersuchung (ASU)*
anzustreben. Auf Einladung des BVL berichteten am
14. November 2016 im Rahmen eines § 64 Kick-off
Meetings Experten aus den Bereichen der Uberwa-
chung, der Wissenschaft und der beteiligten
Wirtschaft tiber die bereits existierenden Anwen-
dungsgebiete neuer Analyseverfahren und ihre
bisherigen Erfahrungen hinsichtlich der Anwendung
dieser Methoden. Die Teilnehmer der Veranstaltung
befiirworteten die Griindung neuer und spezialisier-
ter § 64-Arbeitsgruppen mit den Schwerpunkten
.Moderne molekularbiologische Methoden* und
»Massenspektrometrische Verfahren®. Ziel der neu zu
griindenden Arbeitsgruppen ist es zundchst, allge-
meine Leitfdden zur Validierung zu erstellen oder
bestehende Ansidtze auf Anwendbarkeit fiir die
Methoden zu prifen oder weiterzuentwickeln.

< Manfred Stoyke
manfred.stoyke@bvl.bund.de

Bundesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit, Mauerstr. 39-42, 10117 Berlin,
Germany

Mogliche thematische bzw. anwendungsbezogene
Schnittstellen sollen erkannt, und bei der Erstellung
entsprechender Leitfiden mit einbezogen werden.

Schliisselworter Moderne Analysetechniken -
Massenspektrometrie - Digitale PCR - NGS -
Lebensmittel - Standardisierung - Validierung -
Amtliche Sammlung

Abstract The area of food and feed analysis has been
benefiting from related disciplines by using modern
analytical techniques. However, corresponding stan-
dardization concepts are not yet available for the
routine application of these methods. In order to
meet the requirements of the official authorities
responsible for food monitoring, it is requested to
validate and to transfer these methods to the “Official
Collection of Methods of Analysis and Sampling
(ASU)”. Following an invitation from the Federal
Office for Consumer Protection and Food Safety
(Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmit-
telsicherheit, BVL) on November 14, 2016, experts
from relevant fields gathered to discuss application
of new analytical methods and their experiences.
Within the framework of a § 64 kick-off meeting,
possible “new topics” with regard to the application
of these methods were discussed. Participants at the
event supported the establishment of new specialized
§ 64 working groups focusing on “modern molecular
biology methods” and “mass spectrometric methods”.
The aim of the newly founded working groups is to
create general guidelines for validation and to
examine or to develop existing approaches on its
applicability for these methods. Possible thematic or
application-specific interfaces should be recognized
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and included in the preparation of appropriate
guidelines.

Keywords Modern analytical methods -
Mass spectrometry - Digital PCR - NGS - Food -
Standardization - Validation -

Official collection of methods

1 Einleitung

Die Entwicklung neuer nukleinsdure-basierter und
massenspektrometrischer Verfahren im Bereich der
Lebensmittelanalytik hat in den letzten Jahren stark
zugenommen: Next Generation Sequencing (NGS),
Whole Genome Sequencing (WGS), digitale PCR,
DNA-Barcoding, Proteomics und auch die ,,MALDI-
TOF* - mit diesen neuen, sehr leistungsfahigen
Verfahren bzw. Analysetechniken lassen sich ana-
lytische Problemstellungen auch im Bereich der
Lebensmittel- und Futtermittelsicherheit zeit- und
ressourcenschonend bearbeiten. Insbesondere bei
der gesundheitlichen Bewertung von Lebensmitteln
ermoglicht die genauere Feintypisierung der mikro-
biologischen Erreger bzw. die massenspek-
trometrische Aufkldrung von DNA- oder Protein-
strukturen eine hohe Sensitivitit und Spezifitat.
Voraussetzung fur die Anwendung dieser Verfahren
in der Routine sind standardisierte und validierte
Analyseverfahren, die die Leistungsfahigkeit,
Zuverlassigkeit und Vergleichbarkeit der Methoden
garantieren. Eine Beriicksichtigung neuer moderner
Analyseverfahren in der ASU ist anzustreben, um den
Untersuchungsbeh6érden der Liander fiir ihre
Uberwachungsaufgaben leistungsfihige und stan-
dardisierte Methoden zur Verfiigung zu stellen.

2 Inhalte der Veranstaltung

Vor dem Hintergrund, einen Uberblick tiber die
bereits existierenden Anwendungsbereiche und die
unterschiedlichen Ansdtze zur Bearbeitung der Fra-
gestellungen =zu erhalten, wurden vom BVL
Mitglieder bereits bestehender § 64-Arbeitsgruppen
(AG) aus den relevanten Bereichen zu einem Kick-off
Meeting nach Berlin eingeladen, auch mit dem Ziel
zu priifen, ob die Griindung von thematisch spezia-
lisierten § 64-AG bereits sinnvoll ist. In zahlreichen
Vortrdgen stellten die aus den Bereichen der
Lebensmitteliiberwachung, der Wissenschaft und
der beteiligten Wirtschaft stammenden Teilnehmer
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die Bedeutung moderner Analyseverfahren und ihre
Erfahrungen hinsichtlich der Anwendung dieser
Methoden vor.

Die Vortrage der Teilnehmer umfassten zwei gro3e
Themenkomplexe:

e 15 Beitrdge zu modernen, nukleinsaure-basierten
Techniken wie Next Generation Sequencing (NGS),
Targeted Sequencing oder Whole Genome
Sequencing (WGS), digitale PCR (dPCR) und Mul-
tiplex PCR fiir die qualitative und quantitative
molekularbiologische Analytik und

e acht Beitrdge zu proteinbasierte, massenspektro-
metrische Verfahren wie MALDI-TOF (Matrix-
Assistierte Laser-Desorption-Ionisierung mit der
Flugzeitanalyse, Time Of Flight) und LC-MS/MS
(Liquid-Chromatografie Massenspektrometrie).

Anschlieend erfolgte eine Diskussion in thema-
tisch ausgerichteten Gruppen zu moglichen
Arbeitsschwerpunkten der neu zu bildenden
Arbeitsgruppen. Hierbei wurden wichtige Grund-
lagen wie die Erarbeitung von Validierungsleitfaden
und Mindestleistungskriterien fiir moderne Verfah-
ren sowie die Notwendigkeit von gemeinsam
zuganglichen und nutzbaren  Datenbanken
hervorgehoben.

2.1 Next generation sequencing

NGS wird bereits in der Tierartendifferenzierung als
sogenanntes Targeted Sequencing und WGS in der
Mikrobiologie zur Stammdiagnostik sowie in der
Mikrobiomanalyse und in der GVO-Analytik zur
Untersuchung nicht zugelassener (unbekannter) GVO
angewendet (Holst-Jensen et al. 2016). Auch am BVL
wurde bereits eine Pilotstudie mit dem Ziel der
Entwicklung einer bioinformatischen Strategie zur
Identifizierung und molekularen Charakterisierung
von genetisch modifiziertem Reis durchgefiihrt
(Wahler et al. 2013).

Mittels NGS lassen sich prazisere Informationen in
verhdltnisméaBig kurzer Zeit erlangen, mit Hilfe derer
ein zielgerichtetes Vorgehen, z. B. bei der Aufkldrung
und dem Management von lebensmittelbedingten
Krankheitsausbriichen, méglich ist. Dariiber hinaus
kénnen zukunftig herkdmmliche Testmethoden wie
Z. B. Serotypisierung, Antibiotikaresistenz- und Viru-
lenzbestimmung ersetzt werden. In Deutschland
konnte NGS schon erfolgreich im Rahmen einiger
Ausbruchsaufklarungen zur Charakterisierung der
Ausbruchsstimme angewendet werden (Mellmann
et al. 2011; Ruppitsch et al. 2015).
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Am Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) gibt
es umfangreiche Aktivititen hinsichtlich NGS im
Bereich Mikrobiologie. In Planung sind der Aufbau
der Gesamtgenomsequenzierung von Isolaten als
Routinetool fiir die Typisierung von mikrobiellen
Erregern als Service fiir die Nationalen Referenzlab-
oratorien, Metagenomstudien (kulturlose
Direktidentifizierung, Mikrobiom in Lebensmitteln)
sowie die Teilnahme an internationalen NGS Rin-
gversuchen. Der Ausschuss ,Mikrobiologische
Typisierungsverfahren® der BfR Kommissionen Bio-
logische Gefahren und Hygiene ist mit der
Bewertung von NGS und Online Umfiragen zu Typi-
sierungsverfahren betraut. Des Weiteren sollen
Datenbanken und Auswertungspipelines zur Typisie-
rung der Isolate fiir verschiedene Anwendungen wie
z. B. Risikobewertung, Ausbruchsuntersuchungen,
Friherkennung von Erregern, epidemische Klone
sowie Source Attribution erstellt werden.

Zur Authentizitatskontrolle bei Fisch- und Fleisch-
proben wird NGS bereits zum sogenannten
Metabarcoding, mit dem sich Tier- oder Pflanzen-
arten anhand charakteristischer Abschnitte ihrer
DNA eindeutig identifizieren lassen, in ersten Anséat-
zen angewendet (Ripp et al. 2014; Staats et al. 2016).
Der routineméBige Einsatz dieser Analytik erscheint
zukiinftig méglich zu sein. Einige Dienstleistungsla-
boratorien bieten derartige Untersuchungen bereits
an.

Auch in anderen Liandern der EU wird NGS bereits
in der Untersuchung von amtlichen Lebensmittel-
proben angewendet. In GroBbritannien wird WGS
von der Gesundheitsbehdrde Public Health England
seit 2014 zur Feintypisierung prasumtiver Salmonel-
len-Isolate eingesetzt und wurde dariiber hinaus im
Jahr 2014 zur Aufklarung eines europaweiten Sal-
monellenausbruchs angewendet (EFSA, ECDC 2014).
In Danemark wird WGS seit 2013 routinemaéBig fir
die Untersuchung von Listerien und STEC/VTEC ein-
gesetzt (FAO 2016). In Belgien konnte mithilfe von
WGS die Sequenz eines gentechnisch verdnderten
Bacillus subtilis aufgeklart werden, der illegal in die
EU aus China eingefithrt wurde (Barbau-Piednoir
et al. 2015). Die Experten waren sich einig, dass fir
die Validierung und Standardisierung entsprechende
Parameter und Kriterien festzulegen und Mindest-
leistungskriterien zu beschreiben sind. Dartiber hin-
aus ist die Datenauswertung zu standardisieren und
die Qualitat der Daten in Datenbanken sicher zu
stellen. Von Interesse sind hier auch die Anforde-
rungen, die von Seiten der Akkreditierungsstellen an
die Validierung dieser Methoden gestellt werden.

Auf europdischer Ebene bestehen bereits
Bemiihungen seitens des ECDC (European Centre
for Disease Prevention and Control) beziiglich der
Integration von NGS-Methoden in internationale
Leitfdden (ECDC Scientific Advice 2015). Erste
Ansdtze zur Normung kommen auch von Seiten der
ISO im Bereich der Biotechnologie und dem
zustdndigen TC 276 (ISOJAWI 20395 2017). Dariiber
hinaus befasste sich ein EU-Projekt mit der Erstel-
lung von Leitlinien zZu minimalen
Leistungsparametern fiir die Entwicklung, Validie-
rung und Anwendung molekularbiologischer
Methoden, wie zum Beispiel fiir die digitale PCR
und NGS (Decathlon 2016).

Auch die Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO) hat kiirzlich in Zusammenar-
beit mit der WHO ein Dokument publiziert, mit dem
den Landern Unterstiitzung bei der Verstindigung
iber die Anwendungsmoglichkeiten von WGS im
Bereich der Lebensmittelsicherheit gegeben werden
soll (ECDC Scientific Advice 2015).

2.2 PCR-basierte und weitere
molekularbiologische Nachweisverfahren

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt schon seit
langerer Zeit ein sensitives Verfahren zur Speziesdif-
ferenzierung im Bereich der pflanzlichen und
tierischen Lebensmittel dar. Multiplex PCR-Verfahren
werden zunehmend zur simultanen spezies-spezifi-
schen Bestimmung verschiedener Tierarten, in der
GVO-Analytik als Screening und in der Mikrobiologie
eingesetzt.

Molekularbiologische Methoden werden zudem
zur Differenzierung von Fischarten mittels DNA-Bar-
coding eingesetzt. Hierbei gilt die Kklassische
Sequenzanalyse mit universellen Primern als Metho-
de der Wahl. Sie ermdéglicht eine umfassende
Spezies-Differenzierung 1iiber die Sequenzierung
mitochondrialer Markergene wie z. B. fiir Cytochrom-
b- und die Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit. Fiir
letzteres wurde im Rahmen des EU-Projekts ,,Label-
fish® bereits eine entsprechende Arbeitsanweisung
entwickelt und mittels international durchgefiihrtem
Ringversuch validiert. Die Standardisierung fand
bisher jedoch keine Beriicksichtigung auf interna-
tionaler Ebene, so ist die Ubernahme der Methoden
beim CEN bisher noch nicht erfolgt. Dies lag u. a.
auch daran, dass erst kirzlich beim CEN beschlossen
wurde, den Arbeitsbereich des TC 275 um die Spe-
ziesanalytik zu erweitern und die WG 11 zukiinftig
mit der Normung von molekularbiologischen
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Verfahren zur Bestimmung von Tier- und Pflanzen-
arten in Lebensmitteln zu betrauen.

Auch fiir den Nachweis von Lebensmittelallerge-
nen kommen seit ldngerem tiiberwiegend real-time
PCR basierende Verfahren zum Finsatz. Dabei wird
der Nachweis der Spezies der allergenen Lebensmit-
telbestandteile  Uiber  charakteristische = DNA-
Sequenzen gefiihrt. PCR-Nachweisverfahren finden
dartiber hinaus vielseitige Verwendung im Bereich
der Mikrobiologie sowie in der GVO-Analytik.

Die § 64 LFGB Arbeitsgruppe ,.Entwicklung von
Methoden zur Identifizierung von mit Hilfe gen-
technischer Verfahren hergestellter Lebensmittel®
hat kirzlich Leitlinien fiir die zukinftige Durchfiih-
rung von Validierungen von qualitativen real-time
PCR Methoden im Einzellabor und im Ringversuch
erarbeitet und veré6ffentlicht (BVL 2016a, b). Mit die-
sen Leitlinien wird beabsichtigt, dass die von der § 64
LFGB Arbeitsgruppe erarbeiteten real-time PCR
Methoden die Leistungskriterien erfiillen kénnen, die
auf europaischer Ebene und auf internationaler
Ebene festgelegt sind. Die Leitfdden sind auch fiir
Validierungen und nachfolgende Normungsvorha-
ben anderer Liander wie z. B. China von Bedeutung.
Es ist daher vorgesehen, die Leitlinien bei der ISO
TC34 SC16 einzubringen.

Die digitale PCR (dPCR) gilt als ein mégliches
alternatives Verfahren zur Quantifizierung, bei dem
Kopienzahlen von Zielsequenzen in Proben direkt
und ohne Kalibrierkurven quantifiziert werden. Erste
Anwendungen der digitalen PCR liegen im Bereich
der GVO Quantifizierung (Dobnik et al. 2015), der
Speziesdifferenzierung von pflanzlichen und tieri-
schen Lebensmittel (Bucher and Koppel 2016; Cai
et al. 2014) sowie in der Mikrobiologie.

Die Experten waren sich einig, dass vorrangig die
Validierungsparameter und Leistungskriterien der
digitalen PCR festgelegt werden sollten, insbeson-
dere hinsichtlich der Bewertung dieser Assays sowie
der Nachweisgrenze. Als Basis hierfiir kann eine
kurzlich erschienene Publikation von Lievens et al.
(2016) sowie die voraussichtlich 2017 erscheinende
Empfehlung des ,,European Network of GMO Labo-
ratories® (ENGL) zur Anwendung der digitalen PCR
dienen (ENGL 2017).

2.3 Moderne massenspektrometrische
Verfahren

Methoden, die auf die Massenanalyse von Verbindun-
gen basieren, wie MALDI-TOF-MS (Matrix-Assistierte
Laser-Desorption-lonisierung, Time Of Flight Massen-
spektrometrie) und LCGMS/MS (Liquid-Chromatografie
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Tandem Massenspektrometrie) finden zunehmend
auch in der Tierartendifferenzierung Anwendung, dem
Allergennachweis (insbesondere Milch und Ei) sowie in
der Mikrobiologie.

MALDI-TOF-MS basierte Diagnostik gilt vor allem
bei der Identifizierung und Typisierung von Mikro-
organismen aus Lebensmittelproben als wichtiges
Screening-Verfahren fiir mikrobiologisches ,,Source
Tracking® im Rahmen von epidemiologischen
Untersuchungen. MALDI-TOF-MS wird derzeit auch
im Rahmen des Antibiotikaresistenzmonitorings am
BVL zur Nachbestimmung vordifferenzierter Isolate
angewendet.

Im Bereich der Tierarten-Differenzierung gelten
massenspektrometrische Verfahren als relativ neue
Technik, die in der Forschung stetig weiter entwickelt
jedoch nur vereinzelt in der Routineanalytik einge-
setzt  werden. Insbesondere  der  gezielte
massenspektrometrische Nachweis von Markerpep-
tiden, das sogenannte Targeted Proteomics, sowie die
Ambient Mass Spectrometry (AMS) haben grofes
Potenzial als alternative Methoden in der
Speziesanalytik.

MALDI-TOF-MS wird bereits fir die Tierarteniden-
tifizierung von Insekten, die als Lebensmittel
Verwendung finden sollen, eingesetzt. Des Weiteren
ist eine Fischartbestimmung mittels MALDI-Bio-
typing geplant, bei der tliber eine entsprechende
Proteinfingerprint-Datenbank eine einfache und
schnelle Identifikation von Speisefischen ermdéglicht
wird.

»ANIMAL-ID* (Animal-ID 2017), ein vom BMEL im
Rahmen des Innovationsprogramms geférdertes
Forschungsverbundprojekt beschaftigt sich derzeit
mit der ,Entwicklung und Validierung innovativer
Methoden zur Riickverfolgbarkeit und Authentifizie-
rung von tierischen Proteinen in Lebens- und
Futtermitteln®. Im Rahmen dessen wird auch die
Entwicklung und Validierung von LC-MS-basierter
Methoden zur Detektion von Tierarten in prozes-
sierten Lebens- und Futtermitteln bearbeitet.

Fir die Einfiihrung von LCG-MS/MS basierter Aller-
genanalytik bzw. Speziesanalytik sind teure Geréte
und geschultes Personal erforderlich, daher werden
diese Methoden bisher nur in wenigen Laboratorien
eingesetzt. Zudem existieren derzeit noch nicht fiir
alle Allergene geeignete Markerpeptide bzw. ge-
eignete interne Standards und Referenzmaterialien.
Das Max Rubner-Institut verétffentlichte hierzu
kirzlich in Zusammenarbeit mit der Hochschule
Aalen eine LC-MS/MS-Methode zur simultanen
Detektion von Lupine, Erbse und Soja in Fleisch-
erzeugnissen (Hoffmann et al. 2017).
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Die Experten des Kick-off Meetings brachten zum
Ausdruck, dass bei massenspektrometrischen Ver-
fahren fiir die Authentizitdtspriifung von Tierarten,
Pflanzen und Pilzen sowie im Bereich der mikrobio-
logischen Speziesidentifikation und Typisierung
Standardisierungsbedarf besteht.

Dariiber hinaus wurde von den Experten angeregt,
dass die Entwicklung eines Leitfadens fir die
Methodenvalidierung von MALDI-TOF-Analysen im
Vordergrund stehen soll und die Verwendung von
Datenbanken der Geréatehersteller diskutiert werden
muss. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Erstellung
und Pflege eigener Bundesldnder-tibergreifenden
Datenbanken sowie deren Nutzung und die Qua-
litdtssicherung von offenen Datenbanken.

3 Zusammenfassung

Im Rahmen der Veranstaltung zeigte sich, dass die
aufgefiihrten modernen Analyseverfahren und
-techniken ein groBes Anwendungspotenzial im
Bereich der Lebensmittel- und Futtermittelsicherheit
und der Lebensmittelauthentizitit besitzen. Fiir den
routinemafBigen Einsatz dieser Verfahren und zur
rechtssicheren Bestdtigung von Befunden sind jedoch
die Standardisierung der Analytik und der Daten-
auswertung  unerldsslich. Im  Rahmen der
Veranstaltung konnten folgende Erkenntnisse
beziiglich der zukiinftigen Anwendung moderner
Analyseverfahren und -techniken im Bereich der
Lebensmittelsicherheit identifiziert werden:

e Standardisierung Erste Standardisie-
rungsmafBnahmen sollten die Erarbeitung von
Validierungsleitfiden und Mindestleistungskri-
terien fiir Verfahren wie digitale PCR, NGS, WGS
und Massenspektrometrie beinhalten. Dartiiber
hinaus sind gemeinsam zugéangliche und nutz-
bare sowie qualitdatsgesicherte Datenbanken
notwendig, um standardisierte und valide Aus-
werteverfahren fiir eine sichere Beurteilung
analytischer Daten zu gewdhrleisten.

e Grindung von thematisch spezialisierten
§ 64-Arbeitsgruppen Sowohl nukleinsdure-
basierte Analysemethoden als auch proteinba-
sierte, massenspektrometrische Verfahren
besitzen ein groBes Potenzial fiir die Routineana-
Iytik in der Lebensmitteliiberwachung. Daher
wurde die Griindung neuer spezialisierter Arbeits-
gruppen mit den Schwerpunkten ,Moderne
molekularbiologische Methoden® und

,Massenspektrometrische Verfahren“ von allen
Teilnehmern der Veranstaltung befiirwortet.

Insbesondere MALDI-TOF-MS hat in der mikrobio-
logischen Diagnostik groBe Bedeutung gewonnen
und besitzt ein hohes Potenzial fiir die zukiinftige
Routineanalytik. Die weiteren Entwicklungen kon-
zentrieren sich gegenwadrtig auf eine Verbesserung
der Datenanalyse sowie die Errichtung valider qua-
litatsgesicherter Datenbanken. Ziel der neu zu
griindenden Arbeitsgruppen ist es zundchst, allge-
meine Leitfdden zur Validierung zu erstellen oder
bestehende Ansitze auf Anwendbarkeit fiir diese
Methoden zu prifen oder weiterzuentwickeln.
Mogliche thematische bzw. anwendungsbezogene
Schnittstellen sollen erkannt und bei der Erstellung
entsprechender Validierungsparameter mit einbezo-
gen werden.

Das Ziel der Veranstaltung, einen intensiven
Informations- und Erfahrungsaustausch auf wissen-
schaftlicher Ebene 1iiber die Beriicksichtigung
moderner Analyseverfahren und -techniken in spe-
zialisierten § 64-Arbeitsgruppen zu fithren wurde
erreicht. Die Teilnehmer der Veranstaltung sind
bereit, auch zukiinftig ihre Erfahrungen in die Arbeit
der AG der § 64-Geschiftsstelle der ASU zur Stan-
dardisierung von neuen Methoden mit einzubringen.
Seitens der Geschéftsstelle soll hier allen Teilnehmern
nochmal ein recht herzlicher Dank fiir die aktive
Mitarbeit ausgesprochen, und der Wunsch der
§ 64-Geschiftsstelle zum Ausdruck gebracht werden,
weitere interessierte Mitglieder zur aktiven Mitarbeit
in gegebenenfalls neu zu grindenden AG bzw.
Unterarbeitsgruppen zu gewinnen.
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unrestricted use, distribution, and reproduction in any med-
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