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Super-sensitiver Nachweis

von Schweine-DNA
fiir Halal-Lebensmittel

n der heutigen globalisierten Welt steigen

die Qualitatsanspriche an Lebensmittel.

Die Anzahl der Personen, die aus ethi-
schen oder religiésen Grinden eine spezi-
elle Diat zu sich nehmen, ist steigend. In den
Supermarkt-Regalen finden sich vermehrt
Lebensmittel die zum Beispiel als ,, geeignet
flr Veganer” deklariert werden. Seit eini-
gen Jahren findet man auf einigen Lebens-
mittelverpackungen das Symbol Halal. Mit
Halal werden Lebensmittel bezeichnet, die
fur Muslime zum Verzehr erlaubt sind. 2015
lag die Anzahl der Muslime in Deutschland
bei 4,7 Miol". Bei einer Gesamteinwohner-
zahl von 82 Mio ist dies ein Anteil von 5,7 %
mit steigender Tendenz.

Was bedeutet Halal genau?
Das Deutsche Institut fur Gutesicherung
und Kennzeichnung e.V. (RAL) hat nach Be-
fragung verschiedener Fach-und Verkehrs-
kreise folgende Definition fir den Begriff
Halal festgelegt!?:

»Im Zusammenhang mit Lebensmitteln be-

deutet Halal (,das Zuldssige, das Erlaubte,

das Gestattete”), dass im Produkt

1. keine vom Schwein stammenden Be-
standteile wie Gelatine, Emulgatoren,
Aromastoffe oder Farbstoffe aus
Schweinebestandteilen verarbeitet oder
verunreinigt bzw. unzureichend ver-
packt zusammen transportiert oder ge-
lagert werden,
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2. kein berauschender Alkohol und Blut
(ausgenommen im Fleisch gebundenes
Restblut) enthalten ist,

3. nur reine Pflanzenfresser bzw. Wieder-
kduer (wie Schafe, Rinder, Geflligel, etc.
und Meerestiere - ausgenommen Fleisch-
fresser und schuppenlose Tiere) verwen-
det werden.”

Aus Pflanzen gewonnene Lebensmittel sind
grundsatzlich ,halal”, ausgenommen sind
berauschende und toxische Produkte.

Beim Halal-Schlachten mussen die Tiere
(ausgenommen Meerestiere) mittels Ent-
blutungsschnitt vor Eintritt des Todes ge-
schlachtet worden sein. Die Schlachtung
erfolgt durch ein scharfes Schlachtinstru-
ment mit einem schnellen Schnitt durch die
Speiseréhre, Luftrohre und Halsschlagader
des Tieres durch einen daflir ausgebildeten
Schlachter muslimischen Glaubens. Zum
Zeitpunkt der Schlachtung muss das Tier
noch leben.

Die nationalen Tierschutzbestimmungen
insbesondere fur Transport, Haltung und
Schlachtung muissen eingehalten werden.
Soist beispielsweise in Deutschland eine be-
tdubungslose Schlachtung gesetzlich verbo-
ten. Aus religiosen Griinden kénnen jedoch
Ausnahmegenehmigungen erteilt werden.

B

Das Gegenteil von ,halal” ist ,haram”.
,Haram” steht flr verboten, unerlaubt,
unverletzlich, heilig. Typische Haram-Le-

bensmittel sind beispielsweise mit Schwei-
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nefleisch gefillte Tortellini, Zwiebelkuchen
mit Speck, Pralinen mit alkoholhaltiger
Fullung, Fruchtgummis mit Schweinege-
latine und Blutwurst. Die Unterscheidung
von ,halal” und ,haram” ist in islamischen
Rechtsquellen, im Koran und in der Sunna
(Lebensweise) des Propheten Muhammad |
beschrieben.

Einige Stellen aus dem Koran lassen sich
zitieren. In Sure 5, Vers 88 findet sich fol-
gende Aussage: ,Und esset von dem, was
Gott euch an Erlaubtem und Gutem (rein,
genieBbar, akzeptabel, bekommlich) als Le-
bensunterhalt beschert hat. Und enthaltet
euch der Nichtbeachtung Gottes, gegen-
Uber Dem ihr Glaubige seid” (5.88)

In Sure 2 findet sich eine préazisere Dar-
stellung eines Verbotes: , O die ihr glaubt,
esst von den guten Dingen, die Wir euch
als Lebensunterhalt beschert haben, und
dankt Gott, wenn Er es ist, Den ihr anbe-
tet.”(2.172)

Verboten hat er euch nur Verendetes,
Blut, Fleisch von Schweinen und das, wo-
riber irgendein anderer (Name) als Gott
beschworen wurde. Und wen die Not dazu
zwingt ohne Verlangen oder Uberschreitung
des Mafes, auf dem ruht keine Sinde. Ge-
wiss ist Gott vergebend, barmherzig.” (2.173)

Eine genaue Beschreibung, was als ,,gut”
erachtet wird, findet sich in den Versen
nicht und unterliegt daher der Interpreta-
tion von islamischen Rechtsgelehrten. Die
Auslegung der religidsen Schriften ist un-
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Abbildung. 1: Roche LightCycler® 480 Il realtime PCR mit SureFood® ANIMAL ID Pork

SENS PLUS Kit

a) Zeigt die Amplifikationskurven fiir Schwein- positive Proben inklusive einer Negativ-
Kontrolle (NTC) und einer Positiv-Kontrolle (PTC) im FAM Kanal.
b) Zeigt die interne Amplifikationskontrolle im VIC Kanal.

terschiedlich und kann zu abweichenden
Halal-Standards fihren. Derzeit gibt es zahl-
reiche Zertifizierer mit unterschiedlichen
Anforderungen. Ein geschltztes Siegel fiir
die ,halal”-Kennzeichnung gibt es derzeit
in Europa nicht. Dennoch bietet aufgrund
unzureichender Kennzeichnung ein Halal-
Siegel eine wichtige Entscheidungshilfe bei
der Auswahl von Lebensmitteln. Internati-
onal wird der Markt fir Halal-Lebensmittel
auf etwa 350 Milliarden Euro geschéatzt, je-
der flinfte Mensch auf der Erde ist Muslim.
Neben der gesetzlichen Grundlage fur eine
einheitliche Bewertung sind hoch empfind-
liche Analysemethoden fiir den Nachweis
von Schwein unerlasslich.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist
eine geeignete Methode um Produktver-
falschungen in Fleischwaren zu analysieren.
Bei der PCR wird unter Einwirkung eines
thermostabilen Enzyms (DNA-Polymerase)
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und Verwendung geeigneter Primer ein
spezifischer DNA-Abschnitt vervielfiltigt.
Nach initialer Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs erfolgt das Anlagern der |
Oligonukleotid-Primer an den Einzelstrang |

(das sogenannte Annealing). Die angela-
gerten Primer geben das ,Start-Signal” fur
die DNA-Polymerase zur Amplifikation des
DNA-Abschnitts.

Bei der real-time PCR kann Uber Fluo-
reszenzfarbstoffe die Zunahme von PCR- |
Produkten in Echtzeit verfolgt werden. Die
real-time PCR ist eine der wichtigsten mo-
lekularbiologischen Methoden und kann
fir sehr unterschiedliche Fragestellungen
eingesetzt werden. Sie bietet durch den
direkten proportionalen Zusammenhang
zwischen der Zunahme der Fluoreszenz und
der Zunahme der PCR-Produkte in der expo-
nentiellen Phase auch die Mdglichkeit zur
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Neben der Verwendung einfacher inter-  Tabelle 1:Ct Werte fur 100%, 10%, 1 %, 0,5 %, 0,1 % und 0 % Mischungen von Schwein

kalierender Fluoreszenz-Farbstoffe kann der  mit Rind, Huhnchen und Pute. Die Ct-Werte wurden aus Doppelbestimmungen jeder
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Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) aus-
genutzt werden. Bei TagMan-Sonden verwen-
det man Sonden, die an einem Ende mit einem
Quencher-Farbstoff und am anderen Ende mit
einem Reporter-Fluoreszenz-Farbstoff (z.B.
TAMRA und FAM) markiert wurden. Die Tag-
Polymerase hat zusétzlich zur Polymeraseakti-
vitat eine 5'-3' Exonuklease-Aktivitdt. Dadurch
werden wahrend der Amplifikation Quencher
und Flurophor voneinander getrennt und Flu-
oreszenz freigesetzt. Diese Methode hat den
Vorteil einer sehr hohen Spezifitat.

Durch die Verwendung eines Multi-copy-
Zielgens, welches mehrfach in der Zelle
vorhanden ist, kénnen hoch empfindliche
Nachweissysteme entwickelt werden.

Der SureFood® ANIMAL ID Pork SENS PLUS
ist ein Duplex-PCR System basierend auf
einem multi-copy Zielgen (cyt b). Zusatzlich
ist der Test mit einer internen Amplifikations-
kontrolle ausgestattet. Das Nachweissystem
wurde in einer umfangreichen in-house Vali-
dierung auf Robustheit, Spezifitat, Richtigkeit
und Stabilitat getestet. Die Nachweisgrenze
liegt bei < 0,0005 % bei Verwendung des Su-
reFood® PREP Basic Kits zur DNA-Extraktion.

Zuséatzlich wurden in einer externen Stu-
diel! 42 prozessierte typische turkische
Fleischprodukte LSoudjouk”  (Hack-
fleisch mit Gewdlrzen), Salami, Wurstchen,
Fleischklopse, gerduchertes und gewdrztes
Rindfleisch und Déner Kebap mit SureFood®
ANIMAL ID Pork SENS PLUS getestet. Insge-
samt 36 Proben wurden negativ auf Schwein
getestet (< 0,1 %); 4 Proben waren korrekt
etikettiert, dass Schwein enthalten ist.

wie

Weiterhin wurden zerkleinerte Fleisch-
produkte mit verschiedenen Gehalten an
Schwein auf der Basis von Rindfleisch, Hihn-
chen- und Putenfleisch hergestellt. Diese
Fleischprodukte wurden im rohen Zustand
und nach 20-minutigem Kochen bei 200 °C
untersucht. Sowohl in rohen als auch in ge-
kochten Fleischproben konnte mit der Sure-
Food® ANIMAL ID Pork SENS PLUS real-time
PCR Schweine-DNA bis zu einem Gehalt <
0,1 % zuverldssig detektiert werden.

Far diese Teilstudie wurden frische
Fleischproben von Schwein, Rind, Hihn-
chen und Pute auf dem Markt und bei lo-
kalen Schlachthéfen gekauft. Jeweils 300
g der Fleischprobe wurden zerkleinert und
homogenisiert und abschlieBend unter Ver-
wendung von StéBel und Mérser zu einer
feinen, homogenen Paste gemischt. Ver-
schiedene Mengen feiner: Schweinefleisch-
paste wurden zu unterschiedlichen Mengen
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DNA-Extraktion gewonnen.

Fleischtyp Anteil an Schwein (%) Ct Wert RSD (%)
Rind 0 nd nd
Hithnchen 8] nd nd
Pute 0 nd nd
Schwein 100 155 1,2
Rind 10 18,58 1)
Hiihnchen 10 17,87 10
Pute 10 1763 2.2
Rind 1 2147 (%)
Hithnchen 1 21,7 11
Pute 1 22,59 18
Rind 05 22,45 1,3
Hiihnchen ] 2319 1
Pute 05 23,42 14
Rind 01 23,82 24
Hiihnchen 01 24,67 41
Pute 01 24,44 36

Ct- cycle threshold; nd = nicht detektierbar; RSD = relative standard deviation (relative Stan-

dardabweichung)

von Rind, Hihnchen und Putenpaste ge-
mischt um 1 bis 100 g Mischungen mit 10;
1, 0,5 und 0,1 % (w/w) Schwein zu erhalten.

Von den rohen und gekochten Fleischpro-
dukten wurde die DNA aus 50 mg Probe unter
Verwendung des SureFood® PREP Basic extra-
hiert. Die Lyse erfolgte unter Zugabe von Pro-
teinase K bei 65 °C flir 30 Minuten im Thermo-
mixer. AnschlieBend wurde jede Probe nach
Kit-Manual bearbeitet. Dabei wurde die DNA
an einen Spin-Filter gebunden und in mehre-
ren Waschschritten aufgereinigt. Zuletzt wur-
den 100 pl DNA eluiert. Die Extrakte wurden
anschlieBend direkt in die PCR eingesetzt.

Tabelle 1 zeigt die real-time PCR Ergeb-
nisse der mit Schweinefleisch gespikten
Fleischproben.

Tabelle 1: Ct Werte fir 100%, 10 %, 1
%, 0,5 %, 0,1 % und 0 % Mischungen von
Schwein mit Rind, Hihnchen und Pute.
Die Ct-Werte wurden aus Doppelbestim-
mungen jeder DNA-Extraktion gewonnen.

Tabelle 1 zeigt die Ct Werte, die mit einer
auf einem multi-copy Zielgen (cyt b) basierten
real-time PCR unter Verwendung Schwein-
spezifischer Primer gemessen wurden. 100
% Schweinefleisch gab einen Ct Wert von
15,5. Homogene Proben von Rind, Hihnchen
und Pute mit 10; 1,0; 0,5 und 0,1 % Schwein
zeigten erwartungsgemdfB steigende Ct
Werte von 18 (10 % Schwein) bis 24 (0,1 %

Schwein). Die relative Standardabweichung
lag bei < 5%. Es konnte deutlich gezeigt wer-
den, dass ein Anteil von 0,1 % Schwein sicher
nachweisbar ist und die Nachweisgrenze der
Methode noch deutlich niedriger liegt.

In unserem Servicelabor wurden viele ver-
schiedene Matrices mit SureFood® ANIMAL
ID Pork SENS PLUS untersucht. Dabei wurden
auch einige Produkte, die als ,halal” ausge-
lobt wurden, positiv auf Schwein getestet.

Fur Halal-Lebensmittel gibt es derzeit
keinen  regulatorischen  Schwellenwert.
Dies ist fur die betroffenen Verbraucher
sehr unbefriedigend. Eine Festlegung
eines einheitlichen Standards fur die Halal-
Kennzeichnung ist anzustreben, um fur den
Verbraucher Sicherheit bei der Kaufent-
scheidung zu schaffen. Empfindliche Ana-
lysemethoden wie z.B. real-time PCR sind
bereits verfligbar, um einen sehr sensitiven
Nachweis von Schwein zu ermoglichen.
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