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Ausgangssituation:

Durch die Globalisierung der Warenstréme ist
die Anzahl an Fisch-, Krebs- und Weichtierarten
auf den europaischen Markten in den letzten
Jahren standig gestiegen. In Deutschland sind
Uber 500 verschiedene Fischarten erhaltlich,
wobei 86 % des Bedarfs an Fischereierzeug-
nissen aus dem Ausland importiert werden. Der
Uberwiegende Teil kommt dabei aus Nicht-EU-
Landern, die zum Teil Uber geringe Rickver-
folgungsstandards verfiigen, wie z.B. viele
westafrikanische oder asiatische Lander.

Die Gesetzgebung fordert bei unverarbeiteten
Fischereierzeugnissen (wie z.B. rohen, gerau-
cherten oder gesalzenen ganzen Tieren, Filets
oder Tierteilen) nicht nur die Angabe der
Handelsbezeichnung, sondern zusétzlich auch
die genaue Kennzeichnung der Spezies mit
dem wissenschaftlichen (lateinischen) Namen.
Die fischverarbeitenden Betriebe und Handler
sind in der Pflicht, die richtige Kennzeichnung
ihrer Produkte sicherzustellen. Beziehen diese
Betriebe jedoch bereits bearbeitete Rohwaren
(z.B. Fischfilets) oder Spezies, die morpho-
logisch nicht eindeutig zu bestimmen sind (z.B.
bestimmte Thunfisch- oder Snapper-Arten), so
ist eine visuelle Artbestimmung meist unmog-
lich. Fehlerhafte Kennzeichnungen kdnnen fir

die betroffenen Unternehmen erhebliche wirt-
schaftliche Folgen, wie z.B. BuRgelder und
beachtliche Imageschaden, nach sich ziehen.
AulRerdem werden durch gezielte Falschkenn-
zeichnungen bzw. Tauschungen andere Unter-
nehmen, die einwandfreie Produkte herstellen
und vertreiben, im Wettbewerb benachteiligt.
SchlieBlich wird durch Berichte Uber Falsch-
kennzeichnungen in den Medien das Vertrauen
der Verbraucher in die Qualitdt der Fischerei-
erzeugnisse allgemein geschadigt, was zu er-
heblichen EinbuRen fur die gesamte Fischwirt-
schaft fuhren kann.

Etablierte analytische Techniken zur Spezies-
bestimmung, wie die isoelektrische Fokus-
sierung wasserloslicher Muskelproteine, die
Sequenzierung von PCR-Produkten geeigneter
DNA-Marker oder die Real-time-PCR, haben
entweder den Nachteil einer geringen Spezi-
fitat, einer langen Analysedauer oder zielen nur
auf eine bzw. sehr wenige Arten ab und sind
nicht geeignet, direkt vor Ort angewandt zu
werden. Es fehlen derzeit schnelle, einfach zu
handhabende und kostenginstige Analysen-
methoden, die ohne aufwéndige und teure
Instrumente auch in kleineren Laboratorien als
Routineuntersuchung  durchgefiihrt  werden
kdonnen und mit denen die Spezies in
unterschiedlichen Fischereierzeugnissen be-
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stimmt werden kdnnen. Somit missen Proben
zur stichprobenartigen Speziesuntersuchung an
hochspezialisierte  Dienstleistungslaboratorien
geschickt werden, was neben hohen Kosten,
die gerade fur kleine und mittelstandische
Unternehmen problematisch sind, zu langeren
Analysezeiten und damit auch Lagerzeiten
fuhrt, die besonders im Fall von Frischfisch
inakzeptabel sind.

Ziel des Forschungsvorhabens war die Entwick-
lung einer DNA-Microarray-basierten Analyse-
methode mit integrierter isothermaler Ampli-
fikationsreaktion fiir die Bestimmung von Fisch-
und Garnelenarten als Alternative zum heutigen
Goldstandard der konventionellen Sequen-
zierung von PCR-Produkten. Die Methode
sollte einfach und schnell durchzufihren und
auszuwerten sein und durch den Verzicht von
technisch aufwandigen Geraten die Moglichkeit
bieten, auch direkt in den fischverarbeitenden
Unternehmen oder in den fir die Qualitats-
kontrolle beauftragten Handelslaboratorien an-
gewandt zu werden.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Projekts wurde eine Analytik
etabliert, mit der exemplarisch elf Fischarten
sowie zwei Garnelenarten innerhalb von maxi-
mal vier Stunden mit geringem technischem
Aufwand und ohne wissenschaftliche Expertise
bezlglich der Speziesauthentizitat Uberprift
werden kdnnen. Bei der Auswahl der Zielarten
wurden Spezies berlcksichtigt, die aufgrund
hoher Produktionsmengen eine wichtige Rolle
fur die Fischwirtschaft spielen, wie z.B. Alaska-
Seelachs, Atlantischer Lachs, Atlantischer
Hering, der Echte Bonito und der Atlantische
Kabeljau. Mit der entwickelten Analytik kbnnen
jedoch auch beliebte Plattfische (Seezunge und
Scholle), Rotlachs, Pangasius sowie der indo-
westpazifische Red Snapper und der mit
Ausbriichen einer ernsten Fischvergiftung
(Ciguatera) assoziierte Doppelfleckschnapper
detektiert werden. Dariliber hinaus weist das
Verfahren die Weil3e sowie die Schwarze Tiger-
Garnele nach, die zu den wichtigsten Zucht-
garnelen zahlen.

Das entwickelte Verfahren zur Speziesidenti-
fizierung umfasst folgende Schritte: (i) eine ein-
fache und hygienische Gewebeentnahme mit
Hilfe einer Kaniile mit stumpfer Spitze als Stan-
ze, (ii) eine schnelle DNA-Extraktion mit einer
kommerziell erhaltlichen Lésung (Extracta DNA
Prep for PCR-Tissue, Quanta Biosciences), (iii)
die Amplifikation der genetischen Marker cytb
und 16S rDNA bei Fischproben bzw. aus-
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schlief3lich 16S rDNA (bei Garnelen) durch eine
isothermale Amplifikationsreaktion (recombi-
nase polymerase amplification (RPA)
(TwistDx)), (iv) die Differenzierung der RPA-
Amplikons mit Hilfe von Oligonukleotidsonden
auf einem DNA-Chip am Boden eines
ReaktionsgefalRes (ArrayTube2, Alere Techno-
logies) und (v) eine automatische Auswertung
inklusive eines Vergleichs der Sondensignale
der Probe mit denen von Referenzindividuen
durch eine hierarchische Clusteringanalyse mit
Hilfe einer speziell entwickelten Web-basierten
Software-Applikation.  Als  Laborequipment
werden lediglich ein Pipettensatz, ein Thermo-
schittler, eine Minizentrifuge, ein kleines
Durchlichtmessgerat zur Messung der Sonden-
signale sowie ein Computer oder Laptop mit
Internetzugang zur Datenauswertung benétigt.

Die Spezifitit des entworfenen Sondensatzes
von 185 Oligonukleotidsonden wurde durch den
Test mit PCR-Produkten der dreizehn Zielarten
sowie 56 nah verwandter Fischarten sowie
mindestens 13 verwandter Krebstiere bestétigt.
Im Rahmen einer Validierung der Gesamt-
prozedur von der Probenahme bis zur Soft-
waregestitzten Datenauswertung konnte ge-
zeigt werden, dass mit dieser Analytik nicht nur
die Zielarten, sondern auch nah verwandte
Spezies unabhangig von der Verarbeitung
(frisch, mariniert, gerduchert, gekocht, gebra-
ten, gedinstet, gefroren oder in Ethanol konser-
iert) spezifisch nachgewiesen werden kénnen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die deutsche fischverarbeitende Industrie ist
stark gepragt von kleinen und mittelstandischen
Unternehmen. Bedingt durch die Verknappung
der Rohstoffe - viele Fischbestdnde sind durch
Uberfischung stark reduziert - herrscht auf den
internationalen  Markten ein  aggressiver
Wettbewerbsdruck, der Substitutionen hoch-
preisiger Spezies durch gunstiger gehandelte
Arten begunstigt. Betriebsinterne Stichproben-
untersuchungen bezlglich der Spezies der
eingekauften Rohwaren, z.B. von bereits in den
Herkunftslandern filetierten Fischen, sind somit
unerlasslich fur die Sicherstellung der richtigen
Kennzeichnung und stellen eine Voraussetzung
fur die Gewahrleistung der Qualitat und Sicher-
heit der zu vermarktenden Fischerzeugnisse
dar. Gerade fur kleine fischverarbeitende Unter-
nehmen oder Handler ist die Inanspruchnahme
von teuren laboranalytischen Techniken grof3er
Servicelaboratorien jedoch problematisch.

Die im Rahmen des Projekts entwickelte und
etablierte Analytik kann aufgrund des niedrigen
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apparativen Aufwands auch in kleinen Dienst-
leistungsunternehmen durchgefiihrt werden und
bendtigt aufgrund der automatisierten Ergeb-
nisauswertung keine wissenschaftliche Exper-
tise des zustandigen Personals, so dass die
Kosten im Vergleich zur herkbmmlichen Ana-
lytik deutlich reduziert werden kdnnen. Fisch-
verarbeitende Unternehmen mit unternehmens-
eigenen Laboratorien kdnnen das Verfahren
zudem auch vor Ort durchfuhren und sparen
damit zusatzlich Zeit, die sonst fur den Versand
oder Transport des Probenmaterials aufge-
wandt werden muss. Darlber hinaus kdnnen
durch die Zeitersparnis Rohwaren schneller
verarbeitet und Erzeugnisse schneller ver-
marktet werden, was z.B. auch zu einer ge-
ringeren Belastung der Lagerkapazitaten flhrt.
Insgesamt dient die Entwicklung einer
schnellen, einfachen und kostenglnstigen
Methode zur Authentizitatsprifung von Roh-
waren der Sicherheit und Qualitat der
Lebensmittel und schiitzt die verarbeitende
Industrie und die Handler vor Betrug durch
Zulieferer, Bu3geldern und Imageschaden und
starkt das Vertrauen der Verbraucherinnen und
Verbraucher. Eine Weiterentwicklung des
etablierten Verfahrens bis zur Marktreife sowie
die Ausweitung zur Detektion weiterer Fisch-,
Krebs- oder Weichtierarten ist zu erwarten.
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