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Einleitung

Krebstiere stellen wirtschaftlich gesehen die wichtigsten Meeresfriichte dar. Dabei stammt der GroRteil der bei uns auf dem
Markt zu findenden Produkte aus China, Indonesien, Thailand, Indien, Ecuador und Costa Rica. Neben der Wildfischerei

haben Aquakulturen groRe Bedeutung, wobei die White Tiger Garnele (Litopenaeus vannamei) weltweit am meisten

produziert wird.

Im Sinne der VO (EU) Nr. 1379/2013 missen den Verbrauchern fiir eine bewusste Kaufentscheidung klare und verstandliche Informationen unter anderem uber die
Herkunft und das Verfahren fir die Produktion der Erzeugnisse zur Verfugung gestellt werden. Zu Verbraucherschutzzwecken sind die zustandigen nationalen
Behdrden gehalten, umfassenden Gebrauch von den verfugbaren Techniken zu machen, um die Marktteilnehmer davon abzuhalten, falsche Angaben uber ihre
Fange zu machen (Erwéagungsgrunde 21, 23). Zu den verpflichtenden Angaben gemafR Art. 35 (1) a) VO (EU) Nr. 1379/2013 z&hlen u.a. die Handelsbezeichnung
der Art und deren wissenschaftlicher Name. Zum Schutz des Verbrauchers vor Tauschung kann die MALDI-TOF-Massenspektrometrie als zeitsparende und
kostengunstige Analysemethode eingesetzt werden, um die Angabe der Tierart zu Uberpriifen. Fir Krebstiere entwickelt das CVUA Freiburg in Zusammenarbeit mit

dem CVUA Karlsruhe derzeit eine Datenbank auf diesem Gebiet.

Material und Methoden

Proteinextraktion:

Die Proteinextraktion basiert auf der fir Fischarten beschriebenen Methode
[1]. Dabei wurden ca. 5 mg Probe in 500 pl Trifluoressigséaure (0,1%) mit
einem Mikropistill zermahlen, im TissueLyser LT (Fa. Qiagen) aufgeschlossen,
ca. 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 10 Minuten
zentrifugiert. 1 pl des Extraktes wurde auf das Target gegeben, trocknen
gelassen und im Anschluss mit 1 pl Matrix (HCCA) uberschichtet.

Datenbankaufbau:

Zur Erzeugung von Referenzspektren fir die Datenbank wurden Krebstiere
verschiedener, mittels Sequenzierung bestatigter Arten verwendet (16S rRNA
[2]). Nach Proteinextraktion wurden im MALDI microflex LT/SH System (Fa.
Bruker) Referenzspektren erzeugt. Diese wurden in der Datenbank hinterlegt.

Probenmessung:
Nach Proteinextraktion wurden die Proben im MALDI microflex LT/SH System

(Fa. Bruker) gemessen und von der geratespezifischen Software mit den in
der Datenbank hinterlegten Referenzen abgeglichen. Die Auswertung der
Spektren erfolgte durch die Software anhand eines Score-Systems.

Validierung:

Im Rahmen von Validierungsstudien werden die KenngréRen Sensitivitat und
Spezifitét fur jede Art bestimmt. Dabei wird eine Mindestprobenzahl von n=20
jeweils fur die zu Uberprifende Ziel-Art und die Nicht-Ziel-Arten angestrebt. Als
Nicht-Ziel-Arten werden insbesondere Proben eng verwandter Arten, Arten mit
ahnlicher Morphologie sowie Arten des gleichen Herkunftsgebietes
ausgewahlt. Fur die Auswertung wird das softwarespezifische Score-System
des Gerateherstellers herangezogen. Dabei werden Scores = 2,0 als
Identifizierung der Art gewertet. Scores < 2,0 und = 1,7 geben lediglich die
Identifizierung auf Gattungsebene wider und werden bei einer Validierung auf
Art-Ebene als ,nicht identifiziert* gewertet.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen

Die Datenbank umfasst fur Krebstiere derzeit 30 Referenzen von 12
verschiedenen Arten (Abb. 2). Die Erweiterung der Datenbank um weitere
Referenzen der bereits vorhandenen Arten (ca. n=5 Referenzen pro Art) sowie
um weitere Arten wird fortgefiihrt.

Als Voraussetzung fur den Routineeinsatz im Labor werden parallel
Validierungsstudien durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Studien wurde
beispielsweise fir die Art Litopenaeus vannamei eine Sensitivitdt von 95 %
und eine Spezifitdt von 100 % ermittelt (Tab. 1). Dabei wurden von den 20
Proben der Ziel-Art Litopenaeus vannamei 19 Proben (=95 % Sensitivitat)
richtig erkannt (Score = 2,0). Keine (=0 %) dieser Proben wurden fehlerhaft
einer anderen Art zugeordnet. Eine Probe (=5%) wurde nicht identifiziert
(Score < 2,0). Keine (=0%) der 26 Proben der Nicht-Ziel-Arten wurde als Ziel-
Art identifiziert.

Wie bereits fur Fische und Fischrogen [1, 3] konnte auch fur Krebstiere gezeigt
werden, dass die Artidentifizierung mittels MALDI-TOF MS innerhalb kurzer
Zeit (ca. 2,5 h) maglich ist. Das Verfahren eignet sich somit insbesondere zum
Screening hoher Probenzahlen.
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Abbildung 1: Beispielhafte Darstellung verschiedener Krebstier-Arten —
Nephrops norvegicus, Homarus americanus, Macrobrachium spp.
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Abbildung 2: Dendrogramm der Krebstier-Referenzen

Tabelle 1: Validierungsergebnisse fiir die Art Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei

Sensitivitat  FAPZ I HEe]o=))

Richtig-positiv 19
Falsch-negativ 1
Sensitivitat 95 %
Speziftét
Richtig-negativ 26
Falsch-positiv 0
Spezifitat 100 %
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