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Kleiner Reminder – Warum Proteomics – Schwein-Methode

 Rinderwahn-Epidemie  2001 Verordnung (EG) Nr.999/2001

 Verbot der Fütterung von tierischen Produkten an Nutztieren

 Teilweise Lockerung der Verbote
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Workflow – Schweine-Methode
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Peptide und Fragment-Ionen 
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Untere und obere Bestimmungsgrenze (LLOQ und ULOQ)

 LLOQ muss größer sein als mittlerer Blindwert + 6-mal die 

Blindwertstandardabweichung  
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Messung LLOQ [µg/g] ULOQ [µg/g] Blindwert [µg/g]

1 0,38 94 0,05

2 0,39 94 -

3 0,14 93 0,07

4 0,41 96 0,16

5 0,42 102 0,12

6 0,47 108 0,12

Mittelwert [µg/g] 0,37 98 0,10

σ [µg/g] 0,12 6 0,04

Mittelwert + 6-mal σ [µg/g] 0,34

RT :12.80-13.80  
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Genauigkeit
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• Intra-Assay = 6-mal QC-Proben auf einer Platte 

Genauigkeit = Richtigkeit + Präzision
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intra-batch Genauigkeit
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inter-batch Genauigkeit

Genauigkeit kann für QC2-4 akzeptiert werden

QC1 erfüllt nicht alle erforderlichen Kriterien

• Inter-Assay = 1-mal QC-Proben auf 6 Platten 



Reproduzierbarkeit

 Relative Abweichung nicht ≤ 30 % bei mind. 8 Proben  
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Homogenität???  Fehlerhaft
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Reproduzierbarkeit Differenz

Probe MBM1 MBM2 MBM3 PiFx

R1 PiF1

R2 PiF2

R3 PiF3

R4 PiF4

R5 PiF5

R6 PiF6

R7 PiF7

R8 PiF8

R9 PiF9

R10 PiF5

Wiederholung wird zeigen ob 

Methode reproduzierbar ist



Verdünnungslinearität

protein in matrix
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Dilution factior injection solution in PBS

Verdünnungslinearität

LLOQ -40

-20

0

20

40

60

80

DF0 DF40 DF160 DF640 DF2560

Δ
P

-D
il

1
[%

]

Dilution factor injection solution in PBS

Verdünnungslinearität

 DF2560 liegt unter LLOQ (Ausschluss)

 Alle weiteren Proben erfüllen Kriterium ± 30%

ULOQ



Interferenzen

 Antikörper bindet ebenfalls  analog MYH7 Peptide von Pferd und Rind

 Einfluss von MBM‘s mit Rind und Pferd??
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Verdünnung Rind Anteil MBM von Rind 

(IC) [%]

IC-Dil0 10

IC-Dil1 2,5

IC-Dil2 0,63

IC-Dil3 0,16

IC-Dil4 0,039

Verdünnung Pfer Anteil MBM von Pferd 

(IH) [%]

IH-Dil0 10

IH-Dil1 2,5

IH-Dil2 0,63

ICH-Dil3 0,16

IH-Dil4 0,039



Interferenzen 

 Abweichung von Schwein MBM max. ± 30%

Vincent Blaschke | BfR-Workshop "Authentifizierung von allergenen Bestandteilen, Tierarten und Geweben in Lebens- und Futtermitteln" | 23.11.2023 | Berlin10

-40

-20

0

20

40

IC-Dil0 IC-Dil1 IC-Dil2 IC-Dil3 IC-Dil4

Δ
S

ch
w

e
in

e
 M

B
M

 [
%

]

Interferenz Abweichung
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Interferenz Abweichung

Zusätze von bis zu 10% MBM von Rind und  Pferd haben keinen Einfluss auf 

die Performance des Assays

10% 2,5% 0,63% 0,16% 0,039% 10% 2,5% 0,63% 0,16% 0,039%



Selektivität: Matrixeffekte?
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Selektivität Schweinefutter

-50

-30

-10

10

30

50

PoF1 PoF2 PoF3 PoF4 PoF5

Δ
P

o
F

 -
p

o
o

le
d

 [
%

]

Selektivität Geflügelfutter
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Selektivität Aquakulturfuttermittel

Entfettung?

 Test auf Selektivität bei Schweine- und Geflügelfutter bestanden 

 Aquakulturfuttermittel zu fettig  Homogenität???



Selektivität: Proteinhydrolysate

 Können Futtermittel legal zugesetzt werden

 Nachweis ob positive Ergebnisse von Schwein-Hydrolysaten stammen!
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Probe Gewebe

H1 Darmschleimhaut

H2 Fleisch, Knochen

H3 Fleisch, Knochen

H4 Fleisch, Knochen

H5 Unbekannt

H6 Unbekannt

H7 Gelatine, Haut

H8 Gelatine, Knochen

H9 Gelatine, Schwarte

LLOQ



Proteinhydrolysate
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Probe Gewebe

H1 Darmschleimhaut

H2 Fleisch, Knochen

H3 Fleisch, Knochen

H4 Fleisch, Knochen

H5 Unbekannt

H6 Unbekannt

H7 Gelatine, Hauts

H8 Gelatine, Knochen

H9 Gelatine, Schwarte

 Nur 3 von 9 Proben erzielen Ergebnisse unterhalb LLOQ (0.37 µg/g)

 Hydrolysate können zu falsch-positivem Ergebnissen führen

 Probenzusammensetzung 10% (m/m) Hydrolysat in Schweinefuttermittel

 Du sagtest regeln von weniger als 10 kDA stimmt nicht?
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Verschleppung

Letzter Punkt – Validierung von Verschleppungen

 Verschleppungen können nachfolgende Messungen verfälschen

 Verschleppter Gehalt < LLOQ (0.37 µg/g)
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Standard Massenanteil ωMYH7 [µg/g]

S2 31,93

S1 95,79

LLOQ

Injektionsreihenfolge

 Bei Proben oberhalb des Massenanteils von S2 

kann es zu Verschleppungen kommen
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