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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) bzw. Eignungsprifun-
gen (PT) ist ein wunverzichtbares Element flir das Qualitats-Manage-
ment-System eines jeden, mit der Untersuchung von Lebensmitteln, Futter-
mitteln, kosmetischen Mitteln und Bedarfsgegenstanden befassten Labors.
Die Durchfiithrung von Laborvergleichsuntersuchungen erméglicht den teil-
nehmenden Laboren die eigene analytische Kompetenz unter realen Bedingun-
gen nachzuweisen. Gleichzeitig erhalten sie wertvolle Daten flr die er-
forderliche Verifizierung oder Validierung der durchgefihrten Untersu-
chungsmethode [1, 5].

Das Ziel wvon DLA 1ist es, LVU fir ausgesuchte Parameter in praxis-
relevanten Konzentrationen und Matrices anzubieten.

Durchfiihrung und Auswertung der vorliegenden Laborvergleichsuntersuchung
erfolgten nach den technischen Anforderungen der DIN EN ISO/IEC 17043
(2010) und DIN ISO 13528-2009 bzw. ISO 13528-2015 [2, 3].

2. Durchfihrung

2.1 Untersuchungsmaterial

Es wurden 4 unterschiedliche Proben mit moglichen Gehalten an erhitzten,
tierischen Lebensmitteln von Esel, Rind, Pferd, Huhn und Pute zur quali-
tativen Bestimmung zur Verfiigung gestellt. Die Parameter lagen in der Ma-
trix erhitztes Fleischprodukt (Basis Schwein) mit Gehalten von 1 - 10%
vor.

Die Rohstoffe fiir die verwendeten Tierarten waren handelsiibliche Fleisch-
waren. Die entsprechenden, mengenmédfigen Anteile der Fleischarten fir die
jeweilige Probe (s. Tab. 2) wurden zerkleinert. Mittels eines Fleisch-
Kutters und unter Zugabe von weiteren Zutaten (s. Tab. 1) wurde ein
Wurstbrat daraus hergestellt. Das Wurstbrat wurde nach dem Homogenisieren
zu Portionen von ca. 25 g in Kunststoffbehdlter abgefiillt und anschlie-
Rend fiir eine Stunde bei 100 °C im Wasserbad erhitzt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben

Zutaten Proben 1 - 4
Wasser 26 - 29 %
Natriumchlorid 0,3 - 0,4 %
Natriumcitrat*2H,0 0,3 - 0,4 %
Schweinegelatine (100% Schwein) * 3,4 - 3,8 %
Fleischanteil gesamt 69 - 74 %

*Probe 1 wurde keine Gelatine zugesetzt
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Tabelle 2: Gehalte (in %) der Jjeweiligen Tierarten in den Wurstbrat
Proben 1-4.

Zutaten* Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Schweinefleisch positiv positiv positiv positiv
(69%) (65%) (62%) (64%)
Pferdefleisch positiv negativ negativ negativ
(4,9%)
Eselfleisch (getrocknet) negativ positiv negativ negativ
(6,5%*%)
Putenfleisch negativ negativ positiv negativ
(5,0%)
H&hnchenfleisch negativ negativ negativ positiv
(5,3%)
Rindfleisch negativ negativ positiv negativ
(4,0%)

*Tierarten-Gehalte in Klammern als ,Lebensmittel"™ wie in Spalte Zutaten angegeben (Ausnahme Esel-
fleisch s.**) gemdB gravimetrischer Mischung

** Der Gehalt von 6,5% Eselfleisch ist angegeben als Frischfleisch und wurde unter Berilicksichtigung
eines Trockengewichts von 27,7% berechnet [20].

Hinweis: Die metrologische Riickfiihrung von Temperatur, Masse und Volumen bei der Herstellung der
LVU-Proben wird mittels DAkkS-kalibrierter Referenzmaterialien gewdhrleistet.

2.1.1 Homogenitdt

Die Homogenitdt der abgefiillten DLA-Proben wurde anhand einer 5 fach Be-
stimmung von Chlorid mittels Titration nach Mour iUberprift. Die Wieder-

holstandardabweichung liegt bei allen wvier Proben unter 5 % und somit im
akzeptablen Bereich.

2.1.2 Stabilitdt

Bei dem Probenmaterial handelt es sich um Wurstbrdt,das nach der Herstel-
lung und Abfillung fiur 1 h auf 100°C erhitzt wurde. Die Lagerstabilitat
bzw. Haltbarkeit der Proben (mikrobieller Verderb) ist somit erfahrungs-
gemall wahrend des Untersuchungszeitraums unter den angegebenen Lagerbe-
dingungen gewahrleistet.
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2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 26. Kalenderwoche 2019 je eine Portion
der Untersuchungsmaterialien Proben 1 bis 4 verschickt. Die Untersu-
chungsverfahren wurden freigestellt. Die Untersuchungen waren durchzufiih-
ren bis spatestens 9. August 2019.

Mit dem Proben-Anschreiben wurden den Teilnehmern u.a. nachstehende In-
formationen mitgeteilt:

Es werden 4 unterschiedliche Proben mit mdglichen Gehalten an erhitzten,
tierischen Lebensmitteln von Esel, Rind, Pferd, Huhn und Pute zur qualita-
tiven Bestimmung angeboten. Die Parameter liegen in der Matrix Fleischpro-
dukt (Basis Schwein) mit Gehalten von 1 - 10% vor.

Die Analysenmethoden zur Bestimmung sind freigestellt.
Ergebnisangabe und Auswertung erfolgen rein qualitativ (positiv / negativ).

Bitte beachten Sie die beiliegenden Informationen zur Eignungsprifung.
(siehe Dokumentation unter Punkt 5.3 EP-Informationen)

2.3 Ergebnisiibermittlung

Die Ergebnisabgabe erfolgte einheitlich auf, an die Teilnehmer versandten
Ubermittlungsbdgen bzw. -dateien. Zur Auswertung kamen die Ergebnisse als
positiv/negativ Angaben fir die Analyten.

Abgefragt und dokumentiert wurden die o.g. Ergebnisse sowie Angaben zu
den Testmethoden wie Spezifitaten, Testkit-Hersteller und Stichpunkte zur
Durchfiihrung der Methoden.

Falls Teilnehmer mehrere Ergebnisse fiir denselben Parameter abgegeben ha-
ben, die mit unterschiedlichen Methoden erhalten wurden, wurden diese Er-
gebnisse mit derselben Auswertenummer mit einem Buchstaben als Suffix un-
ter Angabe der jeweiligen Methode ausgewertet.

Alle 10 Teilnehmer haben fristgerecht Ergebnisse abgegeben.
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3. Qualitative Auswertung

Verschiedene ELISA- und PCR-Methoden zum Nachweis wvon Tierarten in Le-
bensmitteln kénnen verschiedene Antikdrper- bzw. Ziel-DNA-Spezifitaten
aufweisen, mit unterschiedlichem Referenzmaterial kalibriert worden sein
und sich unterschiedlicher Extraktionsverfahren bedienen. Die verschiede-
nen Methoden k&énnen daher zu einer unterschiedlichen Bewertung des Ge-
halts eines Analyten fiihren. Dartber hinaus kdénnen Matrix- und/oder Pro-
zessierung, sowie die Art des eingesetzten Fleischanteils (Muskulatur
oder innere Organe wie beispielsweise Leber) die Nachweisbarkeit wvon
Tierarten insbesondere mittels ELISA-Verfahren stark beeinflussen [19].

3.1 Ubereinstimmung mit Konsenswerten der Teilnehmer

Die qualitative Bewertung der ELISA- und PCR-Ergebnisse jedes Teilnehmers
erfolgte anhand der Ubereinstimmung der angegebenen Ergebnisse (positiv
oder negativ) mit dem Konsenswert der Teilnehmer. Ein Konsenswert wird ab
4 Ergebnissen festgestellt sofern 2 75 % positive oder negative Ergebnis-
se flir einen Parameter vorliegen.

Die Bewertung erfolgt in der Form, dass die Anzahl ibereinstimmender Er-
gebnisse gefolgt von der Anzahl an Proben, flir die ein Konsenswert erhal-
ten wurde, angegeben wird. Dahinter wird in Klammern die Ubereinstimmung
als Prozentsatz ausgedriuckt.

3.2 Ubereinstimmung mit Dotierungen der Proben

Die qualitative Bewertung der ELISA- und PCR-Ergebnisse jedes Teilnehmers
erfolgte anhand der Ubereinstimmung der angegebenen Ergebnisse (positiv
oder negativ) mit den Dotierungen der vier LVU-Proben.

Hierzu wird die Anzahl Ubereinstimmender Ergebnisse gefolgt von der An-
zahl an Proben angegeben. Dahinter wird in Klammern die Ubereinstimmung
als Prozentsatz ausgedruckt angegeben.
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4. Ergebnisse

Alle folgenden Tabellen sind anonymisiert. Den teilnehmenden Laboratorien
wird mit dem Versand dieser Auswertung ihre individuelle Auswertenummer
mitgeteilt.

Die qualitative Auswertung erfolgt fiir jeden Parameter getrennt nach ELI-
SA- und PCR-Methoden. Lateral Flow Methoden werden, da sie i.d.R. Anti-
korper-basierte Testverfahren sind, gemeinsam mit den ELISA-Methoden be-
wertet.

Die Ergebnisse der Teilnehmer und die Bewertung sind tabellarisch folgen-
dermaBen aufgefihrt:

Auswerte- | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative | Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg rm“ ,,' L - L mn;_ i 7

Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4

/Anzahl positiv

Anzahl negativ

Prozent positiv

Prozent negativ

Konsenswert

Dotierung
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4.1 Vergleichsuntersuchung Gefligelfleisch

4.1.1 ELISA-Ergebnisse: Gefliigel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg fmi' ¢ mit
5 negativ negativ positiv positiv - 4/4 (100%) ETM
9 negativ negativ positiv positiv = 4/4 (100%) ETM3
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
/Anzahl positiv 0 0 2 2 ETM = ELISA-TEK™ Cooked Meat Species Kits
Anzahl negativ 2 2 0 0 ETM3= ELISA-TEK™ Cooked Meat 3 Species Kit
Prozent positiv 0 0 100 100
Prozent negativ 100 100 0 0
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung negativ negativ positiv positiv

Anmerkung:
Die Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung mit den Dotierun-
gen von Probe 3 und 4.

Ein Konsenswert flr ilbereinstimmende Ergebnisse unabhdngig von der Do-
tierung der Proben wird erst festgelegt, wenn mindestens 4 Ergebnisse
vorliegen.
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4.1.2 PCR-Ergebnisse: Gefliigel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Huhn
Auswerte- Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 | Qualitative Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg mit instil . mit‘r‘ 1

4 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 414 (100%) ASU

7 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU

3 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) BS

6 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) CcP

2 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) MS

1 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF

10 negativ negativ positiv negativ 2/4 (50%) 2/4 (50%) SFA-4P

9 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-ID

5 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) div

8 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 414 (100%) div

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:

Anzahl positiv 0 0 1 9 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 10 10 9 1 BS= Qualyfast® MEAT ID, Bioside
Prozent positiv 0 0 10 90 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Prozent negativ 100 100 90 10 MS = Microsynth
Konsenswert negativ negativ negativ positiv RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Dotierung negativ negativ negativ positiv SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm/ Congen

SFA-ID= SureFood Animal ID, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode

Anmerkung:

Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit der Dotierung von Probe 4.

Teilnehmer 10 hat ein positives Ergebnis filir Probe 3 und ein negatives
Ergebnis fiir Probe 4 angegeben, was moéglicherweise auf ein Vertauschen
der beiden Proben zuriickgeht.
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Pute
Auswerte- Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg posineg pos/neg pos/neg :nil et U e
4 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
7 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
6 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP
2 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) MS
1 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF
10 negativ negativ negativ positiv 2/4 (50%) 2/4 (50%) SFA-4P
9 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-ID
5 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
8 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 0 0 8 1 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 9 9 1 8 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Prozent positiv 0 0 89 11 MS = Microsynth
Prozent negativ 100 100 1 89 RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Konsenswert negativ negativ positiv negativ SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm / Congen
Dotierung negativ negativ positiv negativ SFA-ID= SureFood Animal ID, R-Biopharm / Congen

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit der Dotierung von Probe 3.
Teilnehmer 10 hat ein negatives Ergebnis filir Probe 3 und ein positives
Die beiden Proben wurden vermutlich vom

Ergebnis filir Probe 4 angegeben.

Tellnehmer vertauscht.

div = keine genaue Angabe / andere Methode
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4.2 Vergleichsuntersuchung Pferdefleisch

4.2.1 ELISA-Ergebnisse: Pferd

Qualitative Auswertung

der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg ';"it instil ¢ mit n
5 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) ETM
9 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) ETM
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 2 0 0 0 ETM = ELISA-TEK Cooked Meat species ELISA Kit
Anzahl negativ 0 2 2 2
Prozent positiv 100 0 0 0
Prozent negativ 0 100 100 100
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung positiv negativ negativ negativ
Anmerkung:

Die Ergebnisse stehen 1in

von Probe 1.

qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotierung

Ein Konsenswert filir lbereinstimmende Ergebnisse unabhdngig der Dotierung

der Proben wird erst festgelegt,

wenn mindestens 4 Ergebnisse vorliegen.
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4.2.2 PCR-Ergebnisse: Pferd

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg ':"k .,' i ton U mi‘: i
4 positiv positiv negativ negativ 3/3 (100%) 3/4 (75%) ASU
Kreuzreaktionen zu Esel nicht
5 positiv positiv negativ negativ 3/3 (100%) 3/4 (75%) ASU ::;Zlisrﬁzgﬁg;n ,(\g;ev;e;?;u;glzgm;n_
spezifisch
7 positiv negativ | negativ negativ 3/3 (100%) 414 (100%) ASU ?(f;'ﬂff’ejl‘(’t:’;:"zfgg li” L2) evt
3 positiv positiv negativ negativ 3/3 (100%) 3/4 (75%) BS
6 positiv positiv negativ negativ 3/3 (100%) 3/4 (75%) CP Pferd und Esel nicht unterscheidbar
2 positiv negativ negativ negativ 3/3 (100%) 4/4 (100%) MS
1 positiv positiv negativ negativ 3/3 (100%) 3/4 (75%) RF
10 positiv positiv negativ negativ 3/3 (100%) 3/4 (75%) SFA-4P
9 positiv negativ negativ negativ 3/3 (100%) 4/4 (100%) SFA-ID
8 positiv positiv negativ | negativ 3/3 (100%) 314 (75%) div E;‘:}:‘f:;:l:‘gifg: CEIpELh S %,
Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 10 7 0 0 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 0 3 10 10 BS= Qualyfast® MEAT ID, Bioside
Prozent positiv 100 70 0 0 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Prozent negativ 0 30 100 100 MS = Microsynth
Konsenswert positiv keiner negativ negativ RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Dotierung positiv negativ negativ negativ SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm/ Congen

SFA-ID= SureFood Animal ID, R-Biopharm/ Congen

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse flir die Proben 1, 3 und 4 stehen in qua-

litativer Ubereinstimmung mit der Dotierung von Probe 1.

Fiir Probe 2 (ohne Zusatz von Pferdefleisch, jedoch Dotierung mit Esel-
fleisch) wurden uneinheitliche Ergebnisse erhalten, sodass kein Konsens-
wert 275% festgestellt werden konnte.

Bei Probe 2 wurden sieben positive Ergebnisse angegeben, die wahrschein-
lich auf eine Kreuzreaktion mit Esel zurilickzufiihren sind. Zwei Teilneh-
mer weisen darauf hin, dass eine Unterscheidung von Pferd und Esel mit
der eingesetzten Methode ASU bzw. CP nicht sicher méglich sei.

Zwel welitere Teilnehmer haben auf eine schwache Kreuzreaktivitdt hinge-
wiesen. Mdégliche Kreuzreaktivitdten sollen in den Testkit-Informationen
der Hersteller dokumentiert sein.
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4.3 Vergleichsuntersuchung Rindfleisch

4.3.1 ELISA-Ergebnisse: Rind

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg rmit .,‘ ; v mit ;.M: 3
5 negativ negativ positiv negativ - 4/4 (100%) ETM
9 negativ negativ positiv negativ - 4/4 (100%) ETM3
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 0 0 2 0 ETM = ELISA-TEK™ Cooked Meat Species Kits
Anzahl negativ 2 2 0 2 ETM3= ELISA-TEK™ Cooked Meat 3 Species Kit: beef, pork,
Prozent positiv 0 0 100 0
Prozent negativ 100 100 0 100
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung negativ negativ positiv negativ
Anmerkung:

Die Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotierung
von Probe 3.

Ein Konsenswert fiir ilibereinstimmende Ergebnisse unabhdngig der Dotierung
der Proben wird erst festgelegt, wenn mindestens 4 Ergebnisse vorliegen.
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4.3.2 PCR-Ergebnisse: Rind

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg ;nit reinsti e mit ;)oﬁ-em“gm

4 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU

7 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU

3 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) BS

6 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP

2 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) MS

1 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF

10 negativ negativ negativ positiv 2/4 (50%) 2/4 (50%) SFA-4P

9 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-ID

) negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div

8 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div

Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 Methoden:

Anzahl positiv 0 0 9 1 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 10 10 1 9 BS= Qualyfast® MEAT ID, Bioside
Prozent positiv 0 0 90 10 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Prozent negativ 100 100 10 90 MS = Microsynth
Konsenswert negativ negativ positiv negativ RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Dotierung negativ negativ positiv negativ SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm/ Congen

SFA-ID= SureFood Animal ID, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit der Dotierungen von Probe 3.

Teilnehmer 10 hat ein negatives Ergebnis flir Probe 3 und ein positives
Ergebnis fiir Probe 4 angegeben.
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4.4 Vergleichsuntersuchung Eselfleisch

4.4.1 ELISA-Ergebnisse: Esel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Es wurden keine Ergebnisse fiir den Parameter Esel mittels ELISA-Methoden
abgegeben.

4.4.2 PCR-Ergebnisse: Esel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg mit ,,‘ L ten C mit;. L a
4 positiv positiv negativ negativ 3/4 (75%) 3/4 (75%) ASU Spezifitat: Esel/Pferd
6 negativ negativ negativ negativ 3/4 (75%) 3/4 (75%) CP
9 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-3P
10 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
2 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
7 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div if;izfree:&:ﬁzfs{e?g%) inL1 evil
Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 1 5] 0 0 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 5 1 6 6 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Prozent positiv 17 83 0 0 SFA-3P= SureFood® ANIMAL ID 3plex, R-Biopharm / Congen
Prozent negativ 83 17 100 100 SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm/ Congen
Konsenswert negativ positiv negativ negativ div = keine genaue Angabe / andere Methode
Dotierung negativ positiv negativ negativ

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit der Dotierung von Probe 2.

Fiir Probe 1 (ohne Zusatz von Eselfleisch, jedoch Dotierung mit Pferde-
fleisch) wurde ein positives Ergebnis erhalten. Der Teilnehmer weist
darauf hin, dass eine Unterscheidung von Esel und Pferd mit der einge-
setzten Methode ASU nicht méglich ist.
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4.5 Vergleichsuntersuchung Schweinefleisch
4.5.1 ELISA-Ergebnisse: Schwein

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg [':"i',, I g mi!;‘ 1
5 positiv positiv positiv positiv - 4/4 (100%) ETM
9 positiv positiv positiv positiv - 4/4 (100%) ETM3
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
\Anzahl positiv 2 2 2 2 ETM = ELISA-TEK™ Cooked Meat Species Kits
Anzahl negativ 0 0 0 0 ETM3= ELISA-TEK™ Cooked Meat 3 Species Kit
Prozent positiv 100 100 100 100
Prozent negativ 0 0 0 0
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung positiv positiv positiv positiv

Anmerkung:
Die Ergebnisse stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung mit der Basis

,Schweinefleisch" der Proben.

Ein Konsenswert filir lbereinstimmende Ergebnisse unabhdngig der Dotierung
der Proben wird erst festgelegt, wenn mindestens 4 Ergebnisse vorliegen.
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4.5.2 PCR-Ergebnisse: Schwein

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg r:“it .,‘ i U mit I')oﬁ'emng
4 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) ASU
7 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) ASU
5 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) BS
6 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) CP
2 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) MS
9 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) SFA-ID
5 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
8 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 8 8 8 8 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 0 0 0 0 BS= Qualyfast® MEAT ID, Bioside
Prozent positiv 100 100 100 100 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Prozent negativ 0 0 0 0 MS = Microsynth
Konsenswert positiv positiv positiv positiv SFA-ID= SureFood Animal ID, R-Biopharm / Congen
Dotierung positiv positiv positiv positiv div = keine genaue Angabe / andere Methode

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung

mit der Basis , Schweinefleisch"“ der Proben.
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

Hinweis: Angaben in englischer Sprache wurden von DLA nach bestem Wissen ins Deutsche
ibersetzt (ohne Gewdhr der Richtigkeit).

5.1.1 ELISA: Gefliigel

Primédrdaten
Meth. |Auswerte- [Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |[Nachweisgrenze Methode
Abk. |nummer Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
ETM 5 negativ negativ positiv positiv 2 Fleisch r-biopharm/ Elisa

Technologies
Cooked Meat ELISAKIt
Beef, Pork,Poultry von
ETM3 9 negativ negativ positiv* positiv* 0,01 Protein ELISA
Technologies/Vertrieb
uber R-biopharm

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. |nummer [Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
ETM 5 n. Testkitbes chreibung Gefllgel be'pzrs"i:s 4 schwach

*Der ELISA-TEK diskriminert
nicht zwischen Huhn und Pute,
sondern erkennt beide als
"Geflugel".

ETM3 9 510603 gemal Test-Anleitung
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5.1.2 ELISA: Pferd

Primdrdaten
Meth. |Auswerte- [Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- [Nachweisgrenze Methode
Abk. |nummer Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
. . . . . r-biopharm/ Elisa
ETM 5 positiv negativ negativ negativ 2 Fleisch Technologies
Cooked Meat Horse Kit
- . . . . von ELISA
ETM 9 positiv negativ negativ negativ 0,01 Protein Technologies/Vertrieb
Uber R-biopharm

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- [Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. |nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikérper z.B. Extraktionsiésung / Zeit / Temperatur

laut Kitbeschreibung
ETM 5 n. Testkitbeschreibung schwache Kreuzreaktivitat zu
Esel oder Maultier mdglich

ETM 9 510651 gemaf Test-Anleitung

5.1.3 ELISA: Rind

Primdrdaten

Meth. |Auswerte- [Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter

r-biopharm/ Elisa

ET™M 5 negativ negativ positiv negativ 2 Fleisch Technologies

Cooked Meat ELISAKit
Beef, Pork,Poultry von
ETM3 9 negativ negativ positiv negativ 0,01 Protein ELISA
Technologies/Vertrieb
Uber R-biopharm

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- Methoden-Nr. / Spezifitiat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
ETM 5 n. Testkitbeschreibung
ETM3 9 510603 gemaf Test-Anleitung

5.1.4 ELISA: Esel

Primdrdaten
Meth. |Auswerte- [Ergebnis Ergebnis Ergebnis Ergebnis Nachweis- [Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
Cooked Meat Horse Kit
von ELISA
ET™ & - - - - Technologies/Vertrieb
Uber R-biopharm
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Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- |Methoden-Nr./  Spezifitéat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikérper z.B. Extraktionslosung / Zeit / Temperatur
Der ELISATEK ist auf Pferd
ausgelegt, kann aber auch
Kreuzreaktionen mit Esel
haben. In Probe 2 lag eine
Extinktion kanpp unter dem
. . Cut off vor, die den Verdacht
ETM 9 510651 gemal Test-Anleitung .
nahelegt, dass in Probe 2
eventuell Esel enthalten sein
kénnte. Offiziell wird aber
mittels ELSE keine Aussage
zu Eselin allen 4 Proben
gemacht.
5.1.5 ELISA: Schwein
Primdrdaten
Meth. |Auswerte- [Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |[Nachweisgrenze Methode
Abk. |nummer Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
- . . L. . r-biopharm/ Elisa
ETM 5 positiv positiv positiv positiv 2 Fleisch Technologies
Cooked Meat ELISA Kit
L. e e . . Beef, Pork,Poultry von
ETM3 9 positiv positiv positiv positiv 0,01 Protein ELISA Technologies
/Nertrieb Uber R-biopharm

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- Methoden-Nr./ |Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und [Sonstige Hinweise
Abk. \nummer [Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikorper z.B. Extraktionslosung / Zeit / Temperatur
ETM 5 n. Testkitbeschreibung
ETM3 9 510603 geman Test-Anleitung
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5.1.8 PCR: Gefliigel

Primdrdaten Huhn

Meth. |Auswerte- |[Ergebnis |Ergebnis |[Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer |Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
ASU 4 negativ negativ negativ positiv 0,1 DNA
ASU 7 negativ negativ negativ positiv 0,001 DNA RT-PCR, Hausmethode
Nucleo Spin Food - MN
BS 3 negativ negativ negativ positiv 0,001 wiw Qualyfast® MEAT ID-
Bioside
cP negativ negativ negativ positiv DNA LCD Arra)g;:;':genat 5.0; Fa.
MS negativ negativ negativ positiv 0,005 DNA Microsynth
. . . - . Thermo Fisher
RF 1 negativ negativ negativ positiv 0,1 Fleisch Rapidfinder Kit
. . - . SureFood Animal 4plex
SEA4P 10 negativ negativ positiv negativ 0,1 DNA Pork/Chicken/Turkey+IAAC
SureFood Animal ID
9 negativ negativ negativ positiv 0,1 Fleisch Chicken IAAC; Congen/R-
SFA-ID biopharm
PCR-RFLP nach
Literaturmethode (Meyer et
al., 1995 - modifiziert nach
) . . . " ) §64 LFGB RV-Script)
div 5 negativ negativ negativ positiv 1 Fleisch mitiels fir Gefliigel
optimierter Cytochrom b
Gen spezfischer
Consensusprimer-Primer
div 8 negativ negativ negativ positiv 0,001 DNA Hausmethode

Weitere Angaben zu den Methoden Huhn

Meth. |Auswerte- Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Target z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
ASU L 08.00-61 Huhn CTAB-Extraktion, Tagman PCR, 45 Zyklen
CTAB/Proteinase K/Chloroformextraktion/FFS-
ASU L08.00-61 / 2016-03 Cytochrom B Kit Promega/RT-PCR/45 Zyklen
FC140945L-
2 A3.01017
CP A-500-12
DNA Extraktion mit Proteinase K, Clean Up mit
MS 2 1204 TF-GB3X6009 Chloroform und S&ulchen /Amplif m RealTlme
PCR 45 Zyklen
RF 1 A24393 Thermo Fisher GMO Extraction Kit 4466336
SFA4P 10 S6132 Gallus gallus SureFood Prep Basic
9 S6115 200mg Probe, DNeasy Mericon Food; Qiagen; msf%?:ﬁ;yigg:?;?:gels
SFA-ID Real Time PCR 35 Zyklen Chipron
Extraktion nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
(SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit Proteinase
div 5 cytb (359 bp) K, Aufrelnlgungpn:;trtﬁlesg\al\;l;zard Kit der Fa.
konventionelle PCR mit 30 Zyklen und
anschlieBender RFLP-Analyse
div 8 Cytochrom B Real Time PCR
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Primdrdaten Pute

Meth. |Auswerte- |[Ergebnis |Ergebnis [Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer |Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
ASU 4 negativ negativ positiv negativ 0,1 DNA
ASU 7 negativ negativ positiv negativ 0,001 DNA RT-PCR, Hausmethode
. . " . LCD Array Kit Meat 5.0; Fa.
CP 6 negativ negativ positiv negativ DNA )(I:hipron
MS 2 negativ negativ positiv negativ 0,005 DNA Microsynth
RF 1 negativ negativ positiv negativ 0,1 Fleisch ;Ziri?rﬁ]zzhz;
SFA-4P 10 negativ negativ negativ positiv 0,1 Fleisch Posri;gi?gfemumriga)lﬁo
SureFood Animal ID
SFA-ID 9 negativ negativ positiv negativ 0,1 DNA Turkey IAAC; Congen/R-
biopharm
PCR-RFLP nach
Literaturmethode (Meyer et
al.,1995 - modifiziert nach
div 5 negativ negativ positiv negativ 1 Fleisch §r?q‘i‘n|;'|:stBuch;g :SSZ: )
optimierter Cytochrom b
Gen spezfischer
Consensusprimer-Primer
div 8 negativ negativ positiv negativ 0,001 DNA Hausmethode

Weitere Angaben zu den Methoden Pute

Meth. |Auswerte- Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Target z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
ASU L 08.00-61 Pute CTAB-Extraktion, Tagman PCR, 45 Zyklen
. CTAB/Proteinase K/Chloroformextraktion/FFS-
ASU L08.00-61 / 2016-03| Prolactin-Rezeptor Kit Promega/RT-PCR/45 Zyklen
CP A-500-12
Prolactin Rezeptor DNA Extraktion mit Proteinase K, Clean Up mit
MS 2 1204 L76587 PLOT. | Ghioroform und Saulchen /Amplif m RealTlme
PCR 45 Zyklen
RF 1 A24394 Thermo Fisher GMO Extraction Kit 4466336
SFA-4P 10 S6132 Meleagris gallopavo SureFood Prep Basic
. o~ . | zusatzlicher Nachweis mittels
SFA-ID 9 S6116 200mg Probe, DNeasy Mericon Food; Qiagen; LCD-Array, Meat 5.0, Fa.
Real Time PCR 35 Zyklen .
Chipron
Extraktion nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
(SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit Proteinase
div 5 cytb (359 bp) K, Aufrelnlgungpmlttels W!zard—K|tder Fa.
romega);
konventionelle PCR mit 30 Zyklen und
anschlieRender RFLP-Analyse
div 8 Cytochrom B Real Time PCR
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5.1.9 PCR: Pferd

Primdrdaten
Meth. |Auswerte- Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |[Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer |Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
ASU 4 positiv positiv negativ negativ 0,1 DNA
PCR-RFLP nach § 64
ASU 5 positiv positiv negativ negativ 0,1 Fleisch LFGB Methode L 06.26/27-
2 (Dezember 2007)
ASU 7 positiv negativ negativ negativ 0,001 DNA RT-PCR, Hausmethode
Nucleo Spin Food - MN
BS 3 positiv positiv negativ negativ 0,001 w/w Qualyfast® MEAT ID-
Bioside
CP positiv positiv negativ negativ DNA LCD Arraé';:;’;f;at 5.0; Fa.
MS 2 positiv negativ negativ negativ 0,005 DNA Microsynth
. . . . . Thermo Fisher
RF 1 positiv positiv negativ negativ 0,1 Fleisch Rapidfinder Kit
SureFood Animal 4plex
SFA-4P 10 positiv positiv negativ negativ 0,1 Fleisch Camel/Horse/Donkey+IAA
C
SureFood Animal ID 3plex
SFA-ID 9 positiv negativ negativ negativ 0,1 DNA Horse/Donkey + IAAC;
Congen/R-biopharm
div 8 positiv positiv negativ negativ 0,001 DNA Hausmethode

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Target z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
ASU 4 L 08.00-62 Esel/ Pferd CTAB-Extraktion, Tagman PCR, 45 Zyklen
Extraktion nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1 Kreuzreaktionen zu Esel nicht
(SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit Proteinase auszuschlieRen
ASU 5 L 06.26/27-2 cytb (146 bp) K, Aufreinigung mittels W!zard-Klt der Fa. (Differenzierung nicht sicher
(Dezember 2007) Promega); N .
. . moglich); Nachweis eher
konventionelle PCR mit40 Zyklen und Equiden-spezifisch
anschlieRender RFLP-Analyse a P
Wachstumshormon- | CTAB/Proteinase K/Chloroformextraktion/FFS- | geringe Spuren (<1% in L2)
ASU 7 L08.00-62 / 2016-03 Rezeptor Kit Promega/RT-PCR/45 Zyklen evil. Kreuzreaktion zu Esel
FC140945L -
BS s A3.01017
cP 6 A-500-12 Pferd und Es'el nicht
unterscheidbar
DNA Extraktion mit Proteinase K, Clean Up mit
MS 2 1206 WaCh;i:zr‘r(;Sroorrmon Chloroform und S&ulchen /Amplif m RealTlme
P PCR 45 Zyklen
RF 1 A15570 Thermo Fisher GMO Extraction Kit 4466336
SFA-4P 10 S6131 Equus caballus SureFood Prep Basic
. A . | zusatdicher Nachweis mittels
SFA-ID 9 S6119 200mg Probe, Dl_\leasy Mericon Food; Qiagen; LCD-Array, Meat 5.0, Fa.
Real Time PCR 35 Zyklen .
Chipron
Probe 2 ist nur schwach
div 8 Cytochrom B Real Time PCR positiv, <1%, kdnnte auch Esel
sein
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5.1.10 PCR: Rind
Primdrdaten
Meth. |Auswerte- Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |[Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer |Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
ASU 4 negativ negativ positiv negativ 0,1 DNA
ASU 7 negativ negativ positiv negativ 0,001 DNA RT-PCR, Hausmethode
Nucleo Spin Food - MN
BS 3 negativ negativ positiv negativ 0,001 w/w Qualyfast® MEAT ID-
Bioside
. . . . LCD Array Kit Meat 5.0; Fa.
CP negativ negativ positiv negativ DNA Chipron
MS 2 negativ negativ positiv negativ 0,005 DNA Microsynth
. . - . . Thermo Fisher
RF negativ negativ positiv negativ 0,1 Fleisch Rapidfinder Kit
. . . . . SureFood Animal 4plex
SFA-4P 10 negativ negativ negativ positiv 0,1 Fleisch Beef/Sheep/Goat+IAAC
. . . . SureFood Animal ID Beef
SFA-ID 9 negativ negativ positiv negativ 0,1 DNA IAAC: Congen/R-biopharm
PCR-RFLP nach
Literaturmethode (Wolf et
. . . " . . al.,1999) mittels
div 5 negativ negativ positiv negativ 1 Fleisch Erseinem 5@
spezfischer
Consensusprimer-Primer
div 8 negativ negativ positiv negativ 0,001 DNA Hausmethode

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- |Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Target z.B. Extraktionslosung / Zeit / Temperatur
ASU L 08.00-61 Rind CTAB-Extraktion, Tagman PCR, 45 Zyklen
. CTAB/Proteinase K/Chloroformextraktion/FFS-
ASU L08.00-61 / 2016-03 b-Actin Kit Promega/RT-PCR/45 cycles
FC140945L -
— A3.01017
CP A-500-12
A DNA Extraktion mit Proteinase K, Clean Up mit
MS 2 1206 Beé?_'-‘la;ggé%en Chloroform und Saulchen /Amplif m RealTime
PCR 45 Zyklen
RF 1 A24391 Thermo Fisher GMO Extraction Kit 4466336
SFA-4P 10 S6121 Bos taurus SureFood Prep Basic
. . zuséatzdicher Nachweis mittels
200mg Probe, DNeasy Mericon Food; Qiagen;
SFA-ID 9 S6113 Real Time PCR 35 Zyklen LCD—Array,.Meat 5.0, Fa.
Chipron
Extraktion nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
(SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit Proteinase
&fv 5 cytb (464 bp) K, Aufrelmgungpmlttels WI-Zal‘d—KIt der Fa.
romega);
konventionelle PCR mit40 Zyklen und
anschlieBRender RFLP-Analyse
div 8 Satelliten IV DNA Real Time PCR
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5.1.11 PCR: Esel
Primdrdaten
Meth. |Auswerte- |[Ergebnis |Ergebnis |[Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer |Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
ASU 4 positiv positiv negativ negativ 0,1 DNA
. . . . LCD Array Kit Meat 5.0; Fa.
CP 6 negativ negativ negativ negativ DNA liaren
SureFood Animal ID 3plex
SFA-3P 9 negativ positiv negativ negativ 0,1 DNA Horse/Donkey + IAAC;
Congen/R-biopharm
SureFood Animal 4plex
SFA-4P 10 negativ positiv negativ negativ 0,1 Fleisch Camel/Horse/Donkey+IAA
C
div 2 negativ positiv negativ negativ 0,005 DNA Hausmethode
div 7 negativ positiv negativ negativ 0,001 RT-PCR, Hausmethode

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- [Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Target z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
ASU 4 L 08.00-62 Esel/ Pferd CTAB-Extraktion, Tagman PCR, 45 Zyklen
CP 6 A-500-12
. . . | zusatdicher Nachweis mittels
SFA-3P 9 S6119 200mg Probe, DNeasy Mericon Food; Qiagen; LCD-Array, Meat 5.0, Fa.
Real Time PCR 35 Zyklen .
Chipron
SFA-4P 10 S6131 Equus asinus SureFood Prep Basic
X97337, DNA Extraktion mit Proteinase K, Clean Up mit
div 2 mitochondrial Chloroform und Saulchen /Amplif m RealTlme
cytochrome b PCR 45 Zyklen
. . CTAB/Proteinase K/Chloroformextraktion/FFS- | geringe Spuren (ca. 0,1%) in
div 7 Literaturmethode cytochrome b Kit Promega/RT-PCR/45 cycles L1 ewl. Kreuzreaktion zu Pferd

5.1.12 PCR: Schwein

Primdrdaten
Meth. |Auswerte- Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Ergebnis |Nachweis- |[Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer |Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ qualitativ qualitativ qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
ASU 4 positiv positiv positiv positiv 0,1 DNA
ASU 7 positiv positiv positiv positiv 0,001 DNA RT-PCR, Hausmethode
Nucleo Spin Food - MN
BS 3 positiv positiv positiv positiv 0,001 wiw Qualyfast® MEAT ID-
Bioside
CP positiv positiv positiv positiv DNA LCD Arrag;::)l;/(l;at 50;Fa.
MS 2 positiv positiv positiv positiv 0,01 DNA Micros ynth
SFA-ID positiv positiv positiv positiv 0,5 DNA Ii:g?;:gﬁ:,g_a;igﬁg:;
PCR-RFLP nach
Literaturmethode (Meyer et
. " " . . . al.,1995) mittels
div 5 positiv positiv positiv positiv 1 Fleisch Cytochroin b Gen
spezfischer
Consensusprimer-Primer
div 8 positiv positiv positiv positiv 0,001 DNA Hausmethode
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Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte- |Methoden-Nr. / Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und (Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Target z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
ASU 4 L 08.00-61 Schwein CTAB-Extraktion, Tagman PCR, 45 Zyklen

CTAB/Proteinase K/Chloroformextraktion/FFS-

ASU 7 L08.00-61 / 2016-03 b-Actin Kit Promega/RT-PCR/45 Zyklen
BS FC140945L -
A3.01017
CP 6 A-500-12

DNA Extraktion mit Proteinase K, Clean Up mit
Chloroform und Saulchen /Amplif m RealTlme
PCR 45 Zyklen

Beta-actin-gen

B 2 aee DQ452569

zusatzlicher Nachweis mittels
LCD-Array, Meat 5.0, Fa.
Chipron

200mg Probe, DNeasy Mericon Food; Qiagen;

SFA-ID S S6114 Real Time PCR 35 Zyklen

Extraktion nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
(SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit Proteinase
K, Aufreinigung mittels Wizard-Kit der Fa.
Promega);
konventionelle PCR mit 35 Zyklen und
anschlieRender RFLP-Analyse

div 5 cytb (359 bp)

div 8 Hausmethode Cytochrom B Real Time PCR




November 2019

DLA 44/2019 — Tierarten-Screening I1

5.2 Homogenitéat

5.2.1 Homogenitidtsuntersuchung der abgefiillten LVU-Proben

Homogenitédtspriifung anhand der Bestimmung von Chlorid mittels Titration

nach MoHR

Homogenitatstest Probe 1

Wiederholmessungen

mg/100g

229,0

237,5

237,5

250,9

ABhON-

250,8

Allgemeiner Mittelw ert
Wiederholstandardabw eichung

Homogenitatstest Probe 3

2411
9,52

Wiederholmessungen

mg/100g

212,4

223,0

223,0

198,2

B WN|-

212,4

Allgemeiner Mittelw ert
Wiederholstandardabw eichung

213,8
10,20

3,9%

4,8%

Homogenitdtstest Probe 2

Wiederholmessungen

mg/100g

225,9

218,9

232,9

232,7

Al WNI=

219.3

Allgemeiner Mittelw ert

Wiederholstandardabw eichung

2259
6,85 3,0%

Homogenitidtstest Probe 4

Wiederholmessungen

mg/100g

260,0

261,5

260,3

254,5

A WN| -

268,5

Allgemeiner Mittelw ert

Wiederholstandardabw eichung

261,0
5,01 1,9%
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5.3 Informationen zur Eignungsprifung (EP)

Vor der LVU wurden den Teilnehmern im Proben-Anschreiben folgende
Informationen mitgeteilt:

EP-Nummer DLA 44-2019
EP-Name Tierarten-Screening Il — 4 Proben qualitativ: Esel, Rind, Pferd,
Huhn und Pute in Fleischprodukt (Schwein)
Probenmatrix Proben 1-4:
Waurstbrét (erhitzt)/ Zutaten: Schweinefleisch, Wasser, Schweine-
Gelatine ,Salz, Natriumcitrat und weitere Fleischspezies
Probenzahl und 4 unterschiedliche Proben 1-4: je 25 g
Probenmenge
Lagerungsinformation Proben 1-4: gekiihlt 2 - 10 °C (Langzeit tiefgefroren < -18 °C)
Verwendungszweck AusschlieB3lich fiir Laboruntersuchungen (Qualitédtskontroliproben)
Parameter qualitativ: Esel, Rind, Pferd, Huhn und Pute

Proben 1-4: ca. 1-10%

Untersuchungsmethoden

Die Analysemethoden sind freigestellt

Hinweis zur Analyse

Die Untersuchung der Eignungspriifung soll entsprechend einer
labortiblichen Routineanalyse vorgenommen werden.

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen
Analyseeinwaagen, eine représentative Probenmenge entsprechend
guter Laborpraxis zu homogenisieren.

Ergebnisangabe

Es werden fiir jede Probe 1 - 4 je ein Ergebnis ermittelt.
Die Einzelergebnisse sind in die Ergebnisabgabe-Datei einzutragen.

Einheiten

positiv / negativ (Nachweisgrenze in %)

Anzahl von Dezimalstellen

mindestens 2 signifikante Stellen

Ergebnisabgabe Die Ergebnisabgabe-Datei wird per eMail ibermittelt an:
pt@dla-lvu.de

Abgabetermin spétestens 23. August 2019

Auswertebericht Der Auswertebericht wird voraussichtlich 6 Wochen nach Abgabe-
termin der Ergebnisse fertiggestellt und per eMail als PDF-Datei
zugesandt.

Koordinator und Alexandra Scharf M.Sc.

Ansprechpartner der EP

* Die Kontrolle der Mischungshomogentitd wird von DLA durchgefiihrt. Die Priifung der Gehalte, Homogenitét und Stabilitdt von EP-
Parametern wird von DLA im Unterauftrag vergeben.
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6. Verzeichnis der Teilnehmer in alphabetischer
Reihenfolge

Teilnehmer / Participant ort / Town Land / Country
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
ITALIEN
Deutschland
OSTERREICH
GROSSBRITANNIEN
Deutschland

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden fiir die allgemeine Verdffentlichung des Auswerte-
Berichts nicht angegeben. ]

[The address data of the participants were deleted for publication of the evaluation
report.]
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7. Verzeichnis relevanter Literatur

10

11

12

13

14.

15

16

17

18.

19.

20.

DIN EN ISO/IEC 17025:2005; Allgemeine Anforderungen an die Kompetenz von
Priif- und Kalibrierlaboratorien / General requirements for the competence
of testing and calibration laboratories

DIN EN ISO/IEC 17043:2010; Konformitdtsbewertung - Allgemeine Anforderun-
gen an Eignungspriifungen / Conformity assessment - General requirements
for proficiency testing

ISO 13528:2015 & DIN ISO 13528:2009; Statistische Verfahren fir Eignungs-
prifungen durch Ringversuche / Statistical methods for use in proficiency
testing by interlaboratory comparisons

. ASU §64 LFGB: Planung und statistische Auswertung von Ringversuchen zur

Methodenvalidierung / DIN ISO 5725 series part 1, 2 and 6 Accuracy (truen-
ess and precision) of measurement methods and results

. Verordnung / Regulation 882/2004/EU; Verordnung iber iber amtliche Kon-

trollen zur Uberpriifung der Einhaltung des Lebensmittel- und Futtermittel-
rechts sowie der Bestimmungen uber Tiergesundheit und Tierschutz / Regula-
tion on official controls performed to ensure the verification of compli-
ance with feed and food law, animal health and animal welfare rules
Evaluation of analytical methods used for regulation of food and drugs; W.
Horwitz; Analytical Chemistry, 54, 67-76 (1982)

The International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of Anan-
lytical Laboratories ; J.AOAC Int., 76(4), 926 — 940 (1993)

. A Horwitz-like funktion describes precision in proficiency test; M. Thomp-

son, P.J. Lowthian; Analyst, 120, 271-272 (1995)
Protocol for the design, conduct and interpretation of method performance
studies; W. Horwitz; Pure & Applied Chemistry, 67, 331-343 (1995)

.Recent trends in inter-laboratory precision at ppb and sub-ppb concentra-

tions in relation to fitness for purpose criteria in proficiency testing;
M. Thompson; Analyst, 125, 385-386 (2000)

.The International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of Ana-

lytical Chemistry Laboratories; Pure Appl Chem, 78, 145 - 196 (2006)

.AMC Kernel Density - Representing data distributions with kernel density

estimates, amc technical brief, Editor M Thompson, Analytical Methods Com-
mittee, AMCTB No 4, Revised March 2006 and Excel Add-in Kernel.xla 1.0e by
Royal Society of Chemistry

.EURACHEM/CITAC Leitfaden, Ermittlung der Messunsicherheit bei analytischen

Messungen (2003); Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement (1999)
GMP+ Feed Certification scheme, Module: Feed Safety Assurance, chapter 5.7
Checking procedure for the process accuracy of compound feed with micro
tracers in GMP+ BA2 Control of residues, Version: 1lst of January 2015 GMP+
International B.V.

.MTSE SOP No. 010.01 (2014): Quantitative measurement of mixing uniformity

and carry-over in powder mixtures with the rotary detector technique, MTSE
Micro Tracers Services Europe GmbH

.Homogeneity and stability of reference materials; Linsinger et al.; Accred

Qual Assur, 6, 20-25 (2001)

.AOAC Official Methods of Analysis: Guidelines for Standard Method Perfor-

mance Requirements, Appendix F, p. 2, AOAC Int (2016)

Codex Alimentarius Commission (2010) - Guidelines on performance criteria
and validation of methods for detection, identification and quantification
of specific DNA sequences and specific proteins in foods, CAC/GL 74-2010
Lebensmittelchemische Gesellschaft [LChG der GDCh] ,Stellungnahme der AG
zu: Methoden zur Differenzierung von Tierarten in Lebensmitteln - Status
quo, (2016), Food Chemistry Society of the GDCh]

Carcass analysis and meat composition of the donkey; A.A. Aganga, A.O.
Aganga, T. Thema, K.O. Obocheleng; Pakistan Journal of Nutrition, 2(3)
138-147 (2003)

4
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DLA 44/2019 - Tierarten-Screening II

Von 10 Teilnehmern haben alle mindestens ein ELISA- oder PCR-Ergebnis
eingereicht. Die Auswertung der 4 Proben erfolgte rein qualitativ hin-
sichtlich der Parameter Schwein, Huhn, Pute, Esel Rind und Pferd. Es
wurden jeweils die Ubereinstimmungen beziiglich der Konsenswerte der
Teilnehmer und beziiglich der Dotierungen der Proben bewertet. Details zu
den einzelnen Parametern sind dem Auswertebericht zu entnehmen.

Alle Teilnehmer hatten ihren Sitz in Deutschland oder im Europaischen
Ausland (GroBbritannien, Osterreich, Italien).




