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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) bzw. Eignungspriifun-
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 Durchfihrung wvon Laborvergleichsuntersuchungen ermdglicht den teil-
nehmenden Laboren die eigene analytische Kompetenz unter realen Bedingun-
gen nachzuweisen. Gleichzeitig erhalten sie wertvolle Daten fir die er-
forderliche Verifizierung oder Validierung der durchgefiihrten Untersu-
chungsmethode [1, 5].

Das Ziel wvon DLA 1ist es, LVU fir ausgesuchte Parameter 1in 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 mdglichen Gehalten an Biffelmilch
und Kuhmilch in der Matrix Mozzarella, sowie Kuhmilch, Schafmilch und
Ziegenmilch in der Matrix Hirtenkdse zur qualitativen Bestimmung angebo-
ten. Die Parameter waren mit Gehalten von 9 - 13% in der Jjeweiligen
Milchproduktmatrix enthalten.

Bei den Rohstoffen fiir die verwendeten Tierarten handelte es sich um han-
delsltbliche Hirtenkédse bzw. Mozzarella-Zubereitungen, die Jjeweils aus-
schlieRlich aus der Milch einer Tierart hergestellt waren. Die entspre-
chenden, mengenmafigen Anteile der Rohstoffe flir die jeweilige Probe (s.
Tab. 1) wurden mittels eines Kutters zerkleinert, durchmischt und so lan-
ge gerihrt bis eine cremige, homogene Masse entstanden war. AnschlieBend
wurden die Proben lyophilisiert. Die gefriergetrockneten Proben wurden
erneut zerkleinert und homogenisiert und zu Portionen wvon ca. 25 g in
Kunststoffbehdlter abgefullt.
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Tabelle 1: Gehalte (in %) der Jjeweiligen Tierarten 1in den Hirtenkase-
Proben (1-2) und Mozzarella-Proben (3-4).

Zutaten* Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Kuhmilch-Hirtenkése positiv positiv negativ negativ
(91%) (87%)

Ziegenmilch-Hirtenkdase negativ positiv negativ negativ

(13%)
Schafmilch-Hirtenkése positiv negativ negativ negativ
(9%)
Kuhmilch-Mozzarella negativ negativ positiv positiv
(89%) (11%)
Buffelmilch-Mozzarella negativ negativ positiv positiv
(11%) (89%)

*Tierarten-Gehalte in Klammern als ,Lebensmittel" wie in Spalte Zutaten angegeben gemdB gravimetri-

scher Mischung
Hinweis: Die metrologische Riickfithrung von Temperatur, Masse und Volumen bei der Herstellung der

LVU-Proben wird mittels DAkkS-kalibrierter Referenzmaterialien gewdhrleistet.

Die Identifizierung der jeweiligen Tierarten in den Proben erfolgte mit-
tels DNA-basiertem LCD-Array Kit MEAT 5.0 (Chipron GmbH) und steht in
Ubereinstimmung mit den Dotierungen der LVU-Proben 1-4 (s. Tab. 2).

Tabelle 2: Uberpriifung der Nachweisbarkeit der enthaltenen Tierarten
mittels LCD-Array Kit MEAT 5.0 (Chipron GmbH)

(chipron LCD-Array
Kit MEAT 5.0%*
Probe 1 | Probe 2| Probe 3| Probe 4
Rind / Cattle positiv | positiv | positiv | positiv
Ziege / Goat negativ | positiv | negativ | negativ
Schaf / Sheep positiv | negativ | negativ | negativ

Wasserbiffel / Water Buffalo| negativ | negativ | positiv | positiv
*LCD-Array Kit MEAT 5.0 Nachweisgrenze: 0.5% (w/w)

2.1.1 Stabilitdt

Eine Wasseraktivitat (ay) von < 0,5 ist ein wichtiger Faktor um die Sta-
bilitat von trockenen und getrockneten Produkten wadhrend der Lagerung zu
gewdhrleisten, optimale Bedingungen fir die Lagerung ist der ay-Wert-Be-
reich von 0,15 - 0,3. In diesem Bereich ist die geringstmdgliche Degrada-
tionsrate zu erwarten [16].

Die Erfahrungen mit diversen DLA-Referenzmaterialien =zeigen bei ver-
gleichbarer Matrix und Wasseraktivitat (ay—-Wert < 0,5) eine gute Haltbar-
keit der Probe und Lagerstabilitédt gegeniiber mikrobiellem Verderb und be-
ziglich des Gehalts an den EP-Parametern.

Der ay—-Wert der EP-Proben lag bei 0,31 - 0,35 (21-22°C). Die Stabilitéat
des Probenmaterials war somit wahrend des Untersuchungszeitraums unter
den angegebenen Lagerbedingungen gewadhrleistet.
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2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 29. Kalenderwoche 2020 je eine Portion
der Untersuchungsmaterialien Proben 1 bis 4 verschickt. Die Untersu-
chungsverfahren wurden freigestellt. Die Untersuchungen waren durchzufih-
ren bis spatestens 25. September 2020.

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

Es werden 4 unterschiedliche Proben mit moéglichen Gehalten an Biliffel-
milch und Kuhmilch (in der Matrix Mozzarella) sowie Kuhmilch, Schaf-
milch und Ziegenmilch (in der Matrix Hirtenkdse) zur qualitativen Be-
stimmung angeboten. Die Parameter sind mit Gehalten von 5 - 20% in der
jeweiligen Milchproduktmatrix enthalten.

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

Hinweis: Bei Ankunft der Proben sollten diese kiihl gelagert werden
(2-10°C) .

Vor der Analyse soll jeweils die gesamte Probenmenge homogenisiert wer-
den, da sich bei der Herstellung/Verarbeitung der Proben Bestandteile

wie beispielsweise Fett absetzen kdénnen.

Bitte beachten Sie die beiliegenden Informationen zur Eignungsprifung.
(siehe Dokumentation unter Punkt 5.2 EP-Informationen)

2.3 Ergebnisibermittlung

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
Durchfihrung 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.

Von 18 Teilnehmern haben 17 Teilnehmer fristgerecht Ergebnisse abgegeben.
Ein Teilnehmer hat keine Ergebnisse eingereicht.
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3. Qualitative Auswertung

Verschiedene Protein-basierende Methoden (z.B. Isoelektrische Fokussie-
rung, ELISA) oder DNA-basierende Methoden zum Nachweis von Tierarten in
Lebensmitteln kénnen verschiedene pH-Gradienten, Antikorper- bzw. Ziel-
DNA-Spezifitdten aufweisen, mit unterschiedlichem Referenzmaterial kali-
briert worden sein und sich unterschiedlicher Extraktionsverfahren bedie-
nen. Die verschiedenen Methoden konnen daher zu einer unterschiedlichen
Bewertung des Gehalts eines Analyten fihren. Daritber hinaus kdnnen Ma-
trix- und/oder Prozessierung, sowie Lagerung und Reifezeit (bei Kase) die
Nachweisbarkeit von Tierarten stark beeinflussen [19].

3.1 Ubereinstimmung mit Konsenswerten der Teilnehmer

Die qualitative Bewertung der DNA bzw. Protein-basierenden Ergebnisse
jedes Teilnehmers erfolgte anhand der Ubereinstimmung der angegebenen Er-
gebnisse (positiv oder negativ) mit dem Konsenswert der Teilnehmer. Ein
Konsenswert wird festgestellt sofern 2 75 % positive oder negative Ergeb-
nisse fiir 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 DNA bzw. Protein-basierenden Ergebnisse
jedes Teilnehmers erfolgte anhand der Ubereinstimmung der angegebenen Er-
gebnisse (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 ausgedrickt 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 flir jeden Parameter getrennt nach Pro-
tein- und DNA-basierten Methoden.

Die Ergebnisse der Teilnehmer und die Bewertung sind tabellarisch folgen-
dermalen 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 '“mit.,- ; ton L mi“-_ i -

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 Biffelmilchkéase

4.1.1 DNA-basierte Ergebnisse:

Biuffel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 | Probe2 | Probe 3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg -;“it K-ons;nswmm ! mit ;)m;mngm

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

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

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

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

15 negativ negativ positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) RF

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

13 negativ negativ positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS

17 negativ negativ positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS

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

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

14 positiv positiv 2/2 (100%) 2/2 (100%) div

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:

Anzahl positiv 0 0 11 11 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Anzahl negativ 10 10 0 0 RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Prozent positiv 0 0 100 100 SFA-ID= SureFood Animal ID, R-Biopharm/ Congen
Prozent negativ 100 100 0 0 SGS=SGS™ All Species ID MEAT DNA Analyser Kit, ThermoFisher
Konsenswert negativ negativ positiv positiv div = keine genaue Angabe / andere Methode
Dotierung negativ negativ positiv positiv

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung

mit der Dotierung von Probe 3

(89% Biiffelmilch-Mozzarella).

(113

Biiffelmilch-Mozzarella) und Probe 4

Alle Teilnehmer haben positive Ergebnisse filir die Proben 3 und 4 erhal-

ten.



November 2020 DLA ptAUS3 (2020) - Tierarten-Screening III 1. Korrektur

4.1.2 Protein-basierte Ergebnisse: Biliffel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe 1 | Probe2 | Probe 3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg ';"“ insti ! mn- !
9 positiv 1/1 (100%) 1/1 (100%) MAL’\DAIéTOF-
12 negativ negativ negativ positiv 1/1 (100%) 3/4 (75%) MAL,\DAIéTOF_
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 0 0 0 2 MALDI-TOF-MS= Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Anzahl negativ 1 1 1 0 Time of Flight Mass Spectrometry
Prozent positiv 0 0 0 100
Prozent negativ 100 100 100 0
Konsenswert keiner keiner keiner positiv
Dotierung negativ negativ positiv positiv
Anmerkung:

Die Ergebnisse beider Teilnehmer stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung
mit der Dotierung von Probe 4 (89% Biiffelmilch-Mozzarella).
Teilnehmer 12 hat filir die niedriger dotierte Probe 3 (11% Biiffel-

milch-Mozzarella) ein negatives Ergebnis erhalten, wdhrend Teilnehmer 9
kein Ergebnis fiir Probe 3 ermittelt hat.

Fiir die Proben 1-3 konnten keine Konsenswerte ermittelt werden, da je-
weils nur ein Ergebnis vorlag.
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4.2 Vergleichsuntersuchung Kuhmilchkéase

4.2.1 DNA-basierte Ergebnisse: Kuh

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 r:nn .,' d L mn' L o
1 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP
2 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP
8b positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP
13a positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) EF-ID
12 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) Gl-2
8a positiv positiv 2/2 (100%) 2/2 (100%) MS
11 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF
15 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) RF
3 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
4 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
16 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
13b positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
17 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) 4/4 (100%) SGS
6 positiv positiv positiv negativ 3/4 (75%) 3/4 (75%) div
7 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
9 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
14 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) div Ergebnis Probe 4 nicht gesichert
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 17 17 16 15 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Anzahl negativ 0 0 0 1 EF-ID= DNAnimal Ident IPC, Eurofins
Prozent positiv 100 100 100 94 Gl-2= GEN-IAL® First-duplex PCR kit
Prozent negativ 0 0 0 6 MS= Microsynth
Konsenswert positiv positiv positiv positiv RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Dotierung positiv positiv positiv positiv SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm/ Congen

SGS=SGS™ All Species ID MEAT DNA Analyser Kit, ThermoFisher

div = keine genaue Angabe / andere Methode

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung

mit der Dotierung der Proben 1-2 (Kuhmilch-Hirtenkdse) bzw. 3-4 (Kuh-
milch-Mozzarella).

Ein Teilnehmer hat mit einer nicht ndher beschriebenen Methode (div) fir
die niedriger dotierte Probe 4 (11% Kuhmilch-Mozzarella) ein negatives
Ergebnis erhalten.
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4.2.2 Protein-basierte Ergebnisse: Kuh

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- | Probe1 | Probe 2 | Probe3 | Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung Bewertung
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg r:“it D=L o mil;‘ {
14 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) EP
) positiv positiv positiv 3/3 (100%) 3/3 (100%) IEF Keine Unterscheidung von Biiffel/Kuh
9 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) _I'_\g":l‘als
- . - . MALDI-
12 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) TOF-MS
Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 Methoden:
/Anzahl positiv 4 4 4 3 EP = EuroProxima ELISA Bovine Milk
Anzahl negativ 0 0 0 0 IEF = Isoelektrische Fokussierung
Prozent positiv 100 100 100 100 MALDI-TOF-MS= Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Prozent negativ 0 0 0 0 Time of Flight Mass Spectrometry
Konsenswert positiv positiv positiv positiv
Dotierung positiv positiv positiv positiv

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung

mit der Dotierung der Proben 1-2 (Kuhmilch-Hirtenkdse) bzw. 3-4 (Kuh-
milch-Mozzarella) .

Teilnehmer 5 weist darauf hin, dass eine Unterscheidung von Biliffel- und
Kuhmilch mit der eingesetzten Methode IEF bisher nicht méglich ist.
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4.3 Vergleichsuntersuchung Schafmilchkéase

4.3.1 DNA-basierte Ergebnisse: Schaf

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 ':nn e ten U m";. L
1 positiv negativ negativ negativ 414 (100%) 4/4 (100%) CcP
2 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP
8b positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) CcP
12 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) e]]
8a positiv 1/1 (100%) 1/1 (100%) MS
11 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF
15 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF
3 negativ negativ negativ negativ 3/4 (75%) 3/4 (75%) SFA-4P
4 positiv | negativ | negativ | negativ 4/4 (100%) 474 (100%) SFA4P Qe Z”mz?;'gggl’;'; g’g'g';f"cas
16 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
13 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
17 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
6 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
7 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
9 positiv negativ negativ 3/3 (100%) 3/3 (100%) div
14 fraglich div
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 14 0 0 0 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Anzahl negativ 1 13 14 14 Gl= GEN-IAL® First-Meat PCR kit
Prozent positiv 93 0 0 0 MS = Microsynth
Prozent negativ 7 100 100 100 RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Konsenswert positiv negativ negativ negativ SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm / Congen
Dotierung positiv negativ negativ negativ SGS=SGS™ All Species ID MEAT DNA Analyser Kit, ThermoFisher

div = keine genaue Angabe / andere Methode

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit der Dotierung von Probe 1 (9% Schafmilch-Hirtenkdse).

Ein Teilnehmer hat mit der verwendeten Methode SFA-4P filir Probe 1 ein
negatives Ergebnis erhalten. Teilnehmer 14 konnte kein eindeutiges Er-
gebnis flir den Parameter Schaf in Probe 1 erhalten.
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4.3.2 Protein-basierte Ergebnisse: Schaf

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 insti U mi“'. {
5 positiv negativ negativ negativ 3/3 (100%) 414 (100%) IEF
9 positiv negativ positiv negativ 3/3 (100%) 3/4 (75%) %’A’;L“DAIS Spuren von Schafkise
Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 Methoden:
/Anzahl positiv 2 0 1 0 IEF = Isoelektrische Fokussierung
Anzahl negativ 0 2 1 2 MALDI-TOF-MS= Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Prozent positiv 100 0 50 0 Time of Flight Mass Spectrometry
Prozent negativ 0 100 50 100
Konsenswert positiv negativ keiner negativ
Dotierung positiv negativ negativ negativ

Anmerkung:

Die Konsenswerte der Ergebnisse filir die Proben 1, 2 und 4 stehen in qua-
litativer Ubereinstimmung mit der Dotierung von Probe 1 (9% Schaf-
milch-Hirtenkdse) .

Fiir die undotierte Probe 3 lagen ein positives und ein negatives Ergeb-
nis vor.
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4.4 Vergleichsuntersuchung Ziegenmilchkéase
4.4.1 DNA-basierte Ergebnisse: Ziege
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 r:“it insti ton L mi‘;. 1
1 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP
2 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) CP
8b negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 414 (100%) CP
12 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) Gl
8a positiv 1/1 (100%) 1/1 (100%) MS
11 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF
15 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) RF
3 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
4 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
16 negativ positiv negativ negativ 414 (100%) 4/4 (100%) SFA-4P
18 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
17 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
6a negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
6b negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
7 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 414 (100%) div
9 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) div
14 positiv 1/1 (100%) 1/1 (100%) div
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 0 17 0 0 CP = Chipron LCD Array Kit MEAT 5.0
Anzahl negativ 15 0 15 15 Gl= GEN-IAL® First-Meat PCR kit
Prozent positiv 0 100 0 0 MS = Microsynth
Prozent negativ 100 0 100 100 RF= RapidFinder™ ID Kit, ThermoFisher
Konsenswert negativ positiv negativ negativ SFA-4P= SureFood® ANIMAL ID 4plex, R-Biopharm/ Congen
Dotierung negativ positiv negativ negativ SGS=SGS™ All Species ID MEAT DNA Analyser Kit, ThermoFisher

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit der Dotierung von Probe 2 (13% Ziegenmilch-Hirtenkdse).

div = keine genaue Angabe / andere Methode



November 2020 DLA ptAUS3 (2020) - Tierarten-Screening III 1. Korrektur

4.4.2 Protein-basierte Ergebnisse: Ziege

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 imit insti T mi“'_ L a
5 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) IEF
Probe 1 Probe 2 | Probe 3 Probe 4 Methoden:
/Anzahl positiv 0 1 0 0 IEF = Isoelektrische Fokussierung
Anzahl negativ 1 0 1 1
Prozent positiv 0 100 0 0
Prozent negativ 100 0 100 100
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung negativ positiv negativ negativ

Anmerkung:
Die Ergebnisse von Teilnehmer 5 stehen in qualitativer Ubereinstimmung

mit der Dotierung von Probe 2, sowie mit den Ergebnissen der DNA-basier-
ten Methoden.
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4.5 Vergleichsuntersuchung Rindernachweis

4.5.1 DNA-basierte Ergebnisse:

Rind (Biuffel/Kuh)

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 insti L mi" i &
10 positiv positiv positiv positiv 414 (100%) div
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 1 1 1 1 div = keine genaue Angabe / andere Methode
/Anzahl negativ 0 0 0 0
Prozent positiv 100 100 100 100
Prozent negativ 0 0 0 0
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung positiv positiv positiv positiv

4.5.2 Protein-basierte Ergebnisse:

Rind (Biuffel/Kuh)

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 [mn inti mnlc i g
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
/Anzahl positiv 1 1 1 1 EP = EuroProxima ELISA Bovine Cheese
/Anzahl negativ 0 0 0 0
Prozent positiv 100 100 100 100
Prozent negativ 0 0 0 0
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung positiv positiv positiv positiv
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4.6 Verqgleichsuntersuchung Wiederkduernachweis

4.6.1 DNA-basierte Ergebnisse: Wiederkduer

Qualitative Auswertung der Ergebnisse

Auswerte- Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 | Qualitative | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung | Bewertung
pos/neg pos/neg posineg pos/neg I:nit K;ns;nsmnen 5 mit I‘)oti‘erungen
10 positiv positiv positiv positiv 4/4 (100%) div
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 1 1 1 1 div = keine genaue Angabe / andere Methode
/Anzahl negativ 0 0 0 0
Prozent positiv 100 100 100 100
Prozent negativ 0 0 0 0
Konsenswert keiner keiner keiner keiner
Dotierung positiv positiv positiv positiv
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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 Gewahr der Richtigkeit).
5.1.1 DNA-basierte Methoden: Biiffel
Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis | Ergebnis| Ergebnis| Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. | nummer Analye Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % zB. Lgtr’:t';is:““e” Test-Kit + Anbieter
CP 1 28./29.07. | negativ | negativ positiv positiv 1% DNA Chipron
CP 2 negativ negativ positiv positiv DNA Chip (Chipron)
CP negativ negativ positiv positiv. | 100-250 fg DNA ChlpronA\rAEAT .5'0 LCD-
ray Kit
. " o o RapidFinder Water Buffalo
RF 1" 4.9.20 negativ negativ positiv positiv 0,1 DNA D Kit, Thermofisher
RF 15 negativ negativ positiv positiv 2 DNA Imegen Rapid Finder
. . ™ " . . SureFood® Animal ID
SFA-ID 4 30.7.20 negativ negativ positiv positiv 0,1 Lebensmittel/Fleisch Water Buffalo IAAC
. . " . All Species ID Meat DNA
SGS 13 negativ negativ positiv positiv 0,05 Anzahl der reads Anlyser Kit; SGS Molecular
. . . . All Species ID, SGS
SGS 17 negativ negativ positiv positiv 0,3 DNA MOLECULAR
Hausmethode (konv.
. . . . " PCR-RFLP mittels
div 6 13.8.20 negativ negativ positiv positiv Consensusprimer-Primer
nach Meyer et al.,1995)
div 7 30.7.20 negativ negativ positiv positiv 1 DNA
Jirg Rentsch etal.; Eur
div 14 18.9.20 - - positiv positiv 0,05 ng DNA/ PCR Food Res Technol (2013)
236:217-227

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte- | Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. | nummer Test-Kit Nr. Bestimmung)
. Target-Sequenz/ | z.B. Extraktion /En e /Clean-Up / Real Time
e ’ -DNqA PCR/GeIeIzyI:;ophoreselgyclen
mitochondrial 16S | Durchfiihrung nach Kitanleitung, jedoch mit nur
cP 1 A-300-12 rRNA 30 PCR-Zyklen
CP 2
CP A-500-04/-12 CTAB-Extraktion
RF 11 N/A N/A GMO Extraktions-Kit, Real-time PCR
RF 15 DNA gemaf Testkit-Anleitung
SFA-ID S6117 Bubalus arnee SureFood® Prep Basic K01
Extraktion mit Macherey Nagel NucleoSpin Food
Kit, Quantifiziierung mit Qubit Assay, PCR mit All
sSGS 13 Species ID Kit, Gelelek_trophorese), Aufreinigt,_lng
mit AMPure xp magnetic beads, Next Generation
Sequencing auf lon Torrent Plattform (lon Chef
+ lon S5)
SGS 17 Marchery-Nagel NucleoMag LOD 130 in 43320 pg
Extraktionen nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
1. SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit ProtK, NG fiir Matrices
Aufreinigung mittels Wizard-Kit der Fa. Milchprodukte/Kasen nicht
div 6 cytb (359 bp) Promega; abschlieRend validiert
2. CTAB basiert mit ProtK und Glycogen; (fehlende
Konwvent. PCR mit 35 Zyklen und Kontroll-/Referenzmaterialien)
anschlieBender Restriktionsanalyse
div 7
div 14 Wizard; real-time PCR nicht untersucht
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5.1.2 DNA-basierte Methoden: Kuh
Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis | Ergebnis| Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. | nummer Analyse | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % 2B Lgtr);r;isr:nlttel b Test-Kit + Anbieter
CP 1 28./29.07. positiv positiv positiv positiv 1% DNA Chipron
CP 2 positiv positiv positiv positiv DNA Chip (Chipron)
cP 8b positiv | positiv | positiv | positiv | 100-250 fg DNA Chipron MEAT .0 LCD-
ray Kit
EFD| 13a positiv | positiv | positiv | positiv 0,01 DNA DNAnimal Ident BeefIPC;
urofins
- " " . GEN-IAL®
Gl-2 12 14.8.20 positiv positiv positiv positiv 0,01 DNA First-Cattle PCR Kit
MS 8a positiv positiv AllMilch, Microsynth
- " " ™. RapidFinder Beef ID Kit,
RF 11 4.9.20 positiv positiv positiv positiv 0,1 DNA Thermofisher
RF 15 positiv positiv positiv positiv 2 DNA Imegen Rapid Finder
SFEA- Surefood ANIMAL ID
4P 3 22.7.20 positiv positiv positiv positiv 0,05 Lebensmittel Beef/Sheep/Goat (r-
biopharm)
SFA- SureFood® Animal ID
4P 4 30.7.20 positiv positiv positiv positiv 0,1 Lebensmittel/Fleisch 4plex
Beef/Sheep/Goat+IAAC
SFA- " " " " SureFood Animal ID 4plex
4P 16 23.9.20 positiv positiv positiv positiv 0,1 DNA Beef/Sheep/Goat
- " " . All Species ID Meat DNA
SGS 13b positiv positiv positiv positiv 0,05 Anzahl der reads Anlyser Kit: SGS Molecular
- " " -, All Species ID, SGS
SGS 17 positiv positiv positiv positiv 0,3 DNA MOLECULAR
Hausmethode (konv.
div 6 18.8.20 positiv positiv positiv | negativ PCR-RFLP mittels Con-
sensusprimer- Primer
nach Wolf et al.,1999)
div 7 30.7.20 positiv positiv positiv positiv 1 DNA
Rentsch et al; European
div 9 positiv positiv positiv positiv 0,1 DNA Food Research and
Technology 2013
Jirg Rentsch et al.; Eur
div 14 18.9.20 positiv positiv positiv positiv 0,05 ng DNA/ PCR Food Res Technol (2013)
236:217—228
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Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte- | Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. P Bestimmung) g
. Target-Sequenz/ z.B. Extraktion / En e /Clean-Up /Real Time
PSITREHNTR f ASTUANT: ¢ -DNi PCR/ Gelelzylig'ophorese / ?)yclen
mitochondriale 16S | Durchfiihrung nach Kitanleitung, jedoch mit nur
cP 1 A-300-13 rRNA 30 PCR-Zyklen
CcP 2
CP 8b A-500-04/-12 CTAB-Extraktion
EF-ID 13a 5422220610
die fur Rinder (bos
taurus) spezfische
Art. No.: PHC Region des .
Gl-2 12 zyklisgz:hen GMP Real time PCR,
Phospho-diesterase-
Gens (102bp)
MS 8a 1217 CTAB
RF 11 N/A N/A GMO Extraktions-Kit, Real-time PCR
RF 15 DNA geman Testkit-Anleitung
SFA- Extraktion, Aufreinigung, Enzyme, Real time
4P 3 S6121 DNA PCR
SFA- .
4P 4 S6121 Bos taurus SureFood® Prep Basic K01
S"‘:;\_ 16 Sﬁlil‘léi?uenrgars Dneay s Mericon Food, 35 Zyklen
Extraktion mit Macherey Nagel NucleoSpin Food
Kit, Quantifizierung mit Qubit Assay, PCR mit All
sSGS 13b Species ID Kit, Gelelektrophorese), Aufreinigung
mit AMPure xp magnetic beads, Next Generation
Sequencing auf lon Torrent Plattform (lon Chef
+ lon S5)
SGS 17 Marchery-Nagel NucleoMag Ergebnis Rrobe 4 nicht
gesichert
Extraktionen nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
1. SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit ProtK, NG fiir Matrices
Aufreinigung mittels Wizard-Kit der Fa. Milchprodukte/Késen nicht
div 6 cytb (464 bp) Promega; abschlieRend validiert
2. CTAB basiert mit ProtK und Glycogen; (fehlende
Konvent. PCR mit 40 Zyklen und Kontroll-/Referenzmaterialien)
anschlieRender Restriktionsanalyse
div 7
div 9 M&N Food Kit. Quantinova Mastermix
div 14 Wizard; Real-time PCR
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5.1.3 DNA-basierte Methoden: Schaf
Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis| Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. | nummer Analyse | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % zB. Lgl:;r;is:mel / Test-Kit + Anbieter
CP 1 28./29.07. positiv negativ | negativ negativ 1% DNA Chipron
CP 2 positiv negativ | negativ negativ DNA Chip (Chipron)
CP 8b positiv negativ negativ negativ | 100-250 fg DNA Ch|pronAl\:IEAT .5'0 LCD-
ray Kit
" . . . GEN-IAL®
Gl 12 14.8.20 positiv negativ | negativ negativ 0,01 DNA First-Sheep PCR Kit
MS 8a positiv AllMilch, Microsynth
" . . . RapidFinder Sheep ID Kit,
RF 11 4.9.20 positiv negativ | negativ negativ 0,1 DNA Thermofisher
RF 15 positiv negativ | negativ negativ 2 DNA Imegen Rapid Finder
SFA- Surefood ANIMAL ID
4P 3 22.7.20 negativ negativ | negativ negativ 0,05 Lebensmittel Beef/Sheep/Goat (r-
biopharm)
SFA- SureFood® Animal ID
4P 4 11.8.20 positiv negativ | negativ negativ 0,1 Lebensmittel/Fleisch 4plex
Beef/Sheep/Goat+IAAC
SFA- " . . . SureFood Animal ID 4plex
4P 16 23.9.20 positiv negativ | negativ | negativ 0,1 DNA Beef/Sheep/Goat
" n n ; All Species ID Meat DNA
SGS 13 positiv negativ | negativ | negativ 0,05 Anzahl der reads e
. . . . All Species ID, SGS
SGS 17 positiv negativ | negativ negativ 0,3 DNA MOLECULAR
Hausmethode (konv.
. " . . . PCR-RFLP mittels
div 6 18.8.20 positiv negativ | negativ negativ Consensusprimer-Primer
nach Wolf et al.,1999)
div 7 30.7.20 positiv negativ | negativ negativ 1 DNA
Rentsch et al; European
div 9 positiv - negativ negativ | 0,000002 DNA Food Research and
Technology 2013
Jurg Rentsch etal.; Eur
div 14 18.9.20 fraglich - - - 0,05 ng DNA/ PCR Food Res Technol (2013)
236:217-229
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Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte- | Methoden-Nr. / s ifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hi .
Abk. | nummer Test-Kit Nr. pezitl Bestimmung) onstige Hinwelse
. Target-Sequenz/ z.B. Extraktion / En. e /Clean-Up / Real Time
AR DB ’ —DNX PCR/ Gelelzylg:'ophorese /E)yclen
mitochondriale 16S | Durchflihrung nach Kitanleitung, jedoch mit nur
cP 1 A-300-14 rRNA ° 30 PCR—ZykIeng :
CP 2
CP 8b A-500-04/-12 CTAB-Extraktion
fur Schaf (ovis aries)
spezifisches
Gl 12 Art. No.: PHSP zyklisches GMP- Real time PCR,
Phosphodiesterase-
Gen (97bp)
MS 8a 1217 CTAB
RF 11 N/A N/A GMO Extraktions- Kit, Real-time PCR
RF 15 DNA gemaR Testkit-Anleitung
SFA- Extraktion, Aufreinigung, Enzyme, Real time
4P 3 S6121 DNA PCR
S;F'?- 4 S6121 Ovis aries SureFood® Prep Basic QEmZ;Jrfsgir;%g?ﬁlgéA;:dlfé:as
S;;A\_ 16 S6'1Ail‘le,igt3:nn;af5 Dneays Mericon Food, 35 Zyklen
Extraktion mit Macherey Nagel NucleoSpin Food
Kit, Quantifizierung mit Qubit Assay, PCR mit All
SGS 13 Sp_ecies ID Kit, Gelelek.trophorese), Aufreinigu.ng
mit AMPure xp magnetic beads, Next Generation
Sequencing auf lon Torrent Plattform (lon Chef +
lon S5)
SGS 17 Marchery-Nagel NucleoMag
Extraktionen nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
1. SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit ProtK, NG flir Matrices
Aufreinigung mittels Wizard-Kit der Fa. Milchprodukte/Késen nicht
div 6 cytb (464 bp) Promega; abschlieRend validiert
2. CTAB basiert mit ProtK und Glycogen; (fehlende
Konvent. PCR mit40 Zyklen und Kontroll-/Referenzmaterialien)
anschlielender Restriktionsanalyse
div 7
div 9 M&N Food Kit. Quantinova Mastermix
div 14 Wizard; Real-time PCR
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5.1.4 DNA-basierte Methoden: Ziege
Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. | nummer | Analyse | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % zB. L;l:str;isr:mttell Test-Kit + Anbieter
CP 1 28./29.07. | negativ | positiv | negativ | negativ 1% DNA Chipron
CP 2 negativ positiv negativ | negativ DNA Chip (Chipron)
CP 8b negativ | positiv | negativ | negativ | 100-250 fg DNA Chipron A\rﬂ EAT .5'0 LCD-
ray Kit
. L . . GEN-IAL®
Gl 12 14.8.20 negativ | positiv | negativ | negativ 0,01 DNA First-Goat PCR Kit
MS 8a positiv AllMilch, Microsynth
. " . . RapidFinder Goat ID Kit,
RF 11 4.9.20 negativ | positiv | negativ | negativ 0,1 DNA Thermofisher
RF 15 negativ | positiv | negativ | negativ 2 DNA Imegen Rapid Finder
SFA- Surefood ANIMAL ID
4P 3 22.7.20 negativ positiv negativ | negativ 0,05 Lebensmittel Beef/Sheep/Goat (r-
biopharm)
SFA- SureFood® Animal ID
4P 4 30.7.20 negativ | positiv | negativ | negativ 0,1 Lebensmittel/Fleisch 4plex
Beef/Sheep/Goat+IAAC
SFA- . . . . SureFood Animal ID 4plex
4p 16 23.9.20 negativ | positiv | negativ | negativ 0,1 DNA Beef/Sheep/Goat
. . . . All Species ID Meat DNA
SGS 13 negativ | positiv | negativ | negativ 0,05 Anzahl der reads e e e e
. . . . All Species ID, SGS
SGS 17 negativ | positiv | negativ | negativ 0,3 DNA MOLECULAR
Hausmethode (konv.
. . . . . PCR-RFLP mittels
div 6a 18.8.20 negativ | positiv | negativ | negativ Consensusprimer-Primer
nach Wolf etal.,1999)
Hausmethode (konv. PCR
. . " . . mittels tierartspezfischer
div 6b 11.8.20 negativ | positiv | negativ | negativ Primer nach Altmann et
al.,2003)
div 7 30.7.20 negativ | positiv | negativ | negativ 1 DNA
Rentsch et al; European
div 9 negativ | positiv | negativ | negativ | 0,000005 DNA Food Research and
Technology 2013
Jirg Rentsch etal.; Eur
div 14 18.9.20 - positiv - - 0,05 ng DNA/ PCR Food Res Technol (2013)
236:217-230
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Weitere Angaben zu den Methoden

Meth.

Auswerte-

Methoden-Nr. /

Hinweise zur Methode (Extraktion und

Abk. nummer Test-Kit Nr. Spezifitat Bestimmung) Sonstige Hinweise
. Target-Sequenz/ z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time
(ATEIHNIR f AN -DNA PCR / Gelelektrophorese / Cyclen
_ mitochondriale 16S | Durchfiihrung nach Kitanleitung, jedoch mit nur
cP 1 A-300-15 rRNA 30 PCR-Zyklen
CP 2
CP 8b A-500-04/-12 CTAB-Extraktion
fir Ziege (capra)
. spezfisches
Gl 12 (i N FIHIE zyklisches GMP- Real time PCR,
Phosphodiesterase-
Gen (96bp)
MS 8a 1217 CTAB
RF 11 N/A N/A GMO Extraktions-Kit, Real-time PCR
RF 15 DNA gemaR Testkit-Anleitung
SFA- Extraktion, Aufreinigung, Enzyme, Real time
4P 3 S6121 DNA PCR
SFA- . .
4p 4 S6121 Capra hircus SureFood® Prep Basic K01
SFA- S6121,geman .
ap 16 Anleitung Dneays Mericon Food, 35 Zyklen
Extraktion mit Macherey Nagel NucleoSpin Food
Kit, Quantifizierung mit Qubit Assay, PCR mit All
sGs 13 Species ID Kit, Gelelektrophorese), Aufreinigung
mit AMPure xp magnetic beads, Next Generation
Sequencing auf lon Torrent Plattform (lon Chef +
lon S5)
SGS 17 Marchery-Nagel NucleoMag
Extraktionen nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1
1. SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit ProtK, NG fiir Matrices
Aufreinigung mittels Wizard-Kit der Fa. Milchprodukte/Kasen nicht
div 6a cytb (464 bp) Promega; abschlieBend validiert
2. CTAB basiert mit ProtKk und Glycogen; (fehlende
Konvent. PCR mit 40 Zyklen und Kontroll-/Referenzmaterialien)
anschlieBender Restriktionsanalyse
Extraktionen nach ASU § 64 LFGB L 15.05-1 " .
S X . NG fiir Matrices
1. SDS/Guanidiniumchlorid-Puffer mit ProtK, . . .
Aufreinigung mittels Wizard-Kit der Fa Milchprodukte/Kasen nicht
div 6b beta-casein (161 bp) gung Promega: . abschlieRend validiert
2. CTAB basiert mit Protk und Glycogen; Kontroll-/Rg?:::::riateriaIien)
Konvent. PCR mit 33 Zyklen
div 7
div 9 M&N Food Kit. Quantinova Mastermix
div 14 Wizard; real-time PCR
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5.1.5 DNA-basierte Methoden: Wiederkduernachweis
Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. | nummer | Analyse | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % B L;?;Z?nmme” TestKit + Anbieter
div 10 27.7.20 positiv positiv positiv positiv

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte- | Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. P Bestimmung) 9
i | Target-Sequenz/ z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time
COTEIHNG AU -DNA PCR / Gelelektrophorese / Cyclen
div 10

nach Verordnung (EU) Nr. 51/2013

5.1.6 DNA-basierte Methoden:

Rindernachweis (Biiffel/Kuh)

Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer Analyse Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % ZE Leben_smittel/ Test-Kit + Anbieter
Protein
10 div 27.7.20 positiv positiv positiv positiv

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte- | Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. | nummer Test-Kit Nr. P Bestimmung) 9
. Target-Sequenz/ | zB. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time
kel-Nr./ ASU-Nr.
e -DNA PCR / Gelelektrophorese / Cyclen
. Real-time PCR, eigene
div 10 Methode
5.1.7 Protein-basierte Methoden: Biffel
Primdrdaten
Meth. | Auswerte-|Datum der| Ergebnis| Ergebnis | Ergebnis| Ergebnis| Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer | Analyse Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % 2B Lgtr);r;isnmittel 4 Test-Kit + Anbieter
MALDI- 9 iti
TOE-MS - - - positiv n.a.
MALDI- . . . L .
TOFE-MS 12 13.8.20 negativ negativ negativ positiv 5 Protein

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte-| Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. p Bestimmung) g
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit/ Temperatur
Aufarbeitung mit organischen Losemitteln, http:/maldi-tof-ms-user-
MALDI- Aufzeichnen de§ Gesamt_spektru.ms am MALDI- platform.ua-
TOF-MS 9 Fingerprinting TOF. Evaluation des Fingerprints anhand bw.de/docs/CVUAS_Stoll_Rau
eigener DB + Einzelspektrumanalyse fur _Tierarten_ MALDITOFMS_201
Spurennachweis 50914 .pdf

MALDI- 12 Maldi Tof MS; Biotyper microflex LT/SH, Bruker

TOF-MS

mit selbsterstellten Datenbankeintragen
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5.1.8 Protein-basierte Methoden: Kuh
Primdrdaten
Meth. | Auswerte-|Datum der| Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis| Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer | Analyse Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % ZE Leben§mitte| 4 Test-Kit + Anbieter
Protein
L e . . . EuroProxima Milk
EP 14 7.8.20 positiv positiv positiv positiv 10 Protein Fraud/Bovine ELISA
IEF, Fertiggelplatten Firma
IEF 5 positiv positiv positiv - 2 Serva (Precotes pH 3-10
und pH 4-6)
MALDI- L e . . . MALDI-TOF-MS mit
TOF-MS 9 positiv positiv positiv positiv 0,1 Lebensmittel Einzelspektrumsanalyse
MALDI- 12 13.8.20 ositiv ositiv ositiv ositiv 5 Protein
TOF-MS -S- P P P P

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte-| Methoden-Nr. / s ifitst Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonsti Hi .
Abk. nummer Test-Kit Nr. pezifi Bestimmung) onstige Hinwelse
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikorper z.B. Extraktions|6sung / Zeit / Temperatur
EP 14 5171BKCM kappa-Casein
EF Keine Unt?rscheidung von
Biffel/Kuh
Aufarbeitung mit organischen Losemitteln, http://maldi-tof-ms-user-
MALDI- ) o Aufzeichnen des_ Gesamt_spektru_ms am MALDI- platform.ua-
TOF-MS 9 Fingerprinting TQF. Evaluatlon_des Fingerprints anhar}d bw..de/docs/CVUAsistolIiRau
eigener DB + Einzelspektrumanalyse fur _Tierarten_MALDITOFMS_201
Spurennachweis 50914 .pdf
MALDI- 12 Maldi Tof MS; Biotyper microflex LT/SH, Bruker
TOF-MS mit selbsterstellten Datenbankeintragen
5.1.9 Protein-basierte Methoden: Schaf
Primdrdaten
Meth. | Auswerte-|Datum der| Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer | Analyse | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % =2 Lgt:;r;isl:mttell Test-Kit + Anbieter
IEF, Fertiggelplatten Firma
IEF 5 positiv negativ negativ negativ 5 Serva (Precotes pH 3-10
und pH 4-6)
WEALIDY- 9 positiv negativ positiv negativ n.a. Lebensmittel WALDIFVOLYES it
TOF-MS Einzelspektrumsanalyse

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte-| Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. P Bestimmung) 9
Artikel-Nr. / ASU-NTr. Antikdrper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
IEF 5
Aufarbeitung mit organischen Lésemitteln,
Aufzeichnen des Gesamtspektrums am MALDI-
WAL 9 Fingerprinting
TOF-MS

TOF. Evaluation des Fingerprints anhand
eigener DB + Einzelspektrumanalyse fir
Spurennachweis

Spuren von Schafkase
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5.1.10 Protein-basierte Methoden: Ziege
Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis| Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer Analyse Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % zE Ls:ﬁgisnm'tte' b Test-Kit + Anbieter
|IEF, Fertiggelplatten Firma
IEF 5 negativ positiv negativ negativ 5 Serva (Precotes pH 3-10
und pH 4-6)

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte- | Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. P Bestimmung) g
Artikel-Nr. / ASU-Nr. Antikérper z.B. Extraktions|6sung / Zeit / Temperatur
IEF 5

5.1.11 Protein-basierte Methoden:

Rind (Biiffel/Kuh)

Primdrdaten
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. | nummer Analyse | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze angegeben als
qualitativ | qualitativ | qualitativ | qualitativ % 2, Lli‘:jt';isr:“'ﬁe” Test-Kit + Anbieter
EP 16 positiv positiv positiv positiv 1 Kuhmilch/Kase EuroProxima R-Biopharm

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. | Auswerte- | Methoden-Nr. / Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
Abk. nummer Test-Kit Nr. p Bestimmung) 9
Artikel-Nr. / ASU-Nr. AntikSrper z.B. Extraktionsl6sung / Zeit/ Temperatur
. (Test kann nicht zwischen
EP 16 5171BKCC, bovines para-kappa Charge VN5962 Milch vom Rind und Milch vom
gemafd Anleitung Casein

Buffel differenzieren)
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5.2 Informationen zur Eignungsprifung (EP)

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

Informationen zur Eignungsprifung (EP)

EP-Nummer DLA ptAUS3 (2020)

EP-Name Tierarten-Screening Ill — 4 Proben qualitativ: Biiffelmilch,
Kuhmilch, Schafmilch und Ziegenmilch in Milchprodukt
(Mozzarella und Hirtenkése, gefriergetrocknete Mischungen)

Probenmatrix Proben 1-2: Hirtenkése (gefriergetrocknet),

Proben 3-4: Mozzarella (gefriergetrocknet)

Probenzahl und

4 unterschiedliche Proben 1-4: je 25 g

Probenmenge

Lagerungsinformation Proben 1-4: geklihlt 2 - 10 °C (Langzeit tiefgefroren < -18 °C)
Verwendungszweck AusschlieBlich fiir Laboruntersuchungen (Qualitédtskontrollproben)
Parameter/Matrix qualitativ: Biiffelmilch, Kuhmilch, Schafmilch und Ziegenmilch

Proben 1-4: ca. 5-20%

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 Stellen

mindestens 2 signifikante Stellen

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

Abgabetermin spétestens 25. September 2020

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

Koordinator und Alexandra Scharf M.Sc.

Ansprechpartner der EP

* Die Kontrolle der Mischungshomogentitdt wird von DLA durchgefiihrt. Ggf. werden die Priifung der Gehalte, Homogenitét und
Stabilitét von EP-Parametern von DLA im Unterauftrag vergeben.
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6. Verzeichnis der Teilnehmer in alphabetischer
Reihenfolge

Land / Country

Teilnehmer / Participant Oort / Town

[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

1.

3.

5.

6.

8.

9.

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

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

ISO 13528:2015 & DIN ISO 13528:2009; Statistische Verfahren fiir Eignungsprifungen
durch Ringversuche / Statistical methods for use in proficiency testing by inter-
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validierung / DIN ISO 5725 series part 1, 2 and 6 Accuracy (trueness and precisi-
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Verordnung / Regulation 882/2004/EU; Verordnung lber iber amtliche Kontrollen zur
Uberpriifung der Einhaltung des Lebensmittel- und Futtermittelrechts sowie der Be-
stimmungen tuber Tiergesundheit und Tierschutz / Regulation on official controls
performed to ensure the verification of compliance with feed and food law, animal
health and animal welfare rules

Evaluation of analytical methods used for regulation of food and drugs; W. Hor-
witz; Analytical Chemistry, 54, 67-76 (1982)

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

A Horwitz-like funktion describes precision in proficiency test; M. Thompson, 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)

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

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

11.The International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of Analytical

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

12.AMC Kernel Density - Representing data distributions with kernel density estima-

tes, amc technical brief, Editor M Thompson, Analytical Methods Committee, AMCTB
No 4, Revised March 2006 and Excel Add-in Kernel.xla 1.0e by Royal Society of Che-
mistry

13 .EURACHEM/CITAC Leitfaden, Ermittlung der Messunsicherheit bei analytischen Messun-

gen (2003); Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement (1999)

14 .GMP+ Feed Certification scheme, Module: Feed Safety Assurance, chapter 5.7 Che-

cking 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.

15.MTSE SOP No. 010.01 (2014): Quantitative measurement of mixing uniformity and car-

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

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

Assur, 6, 20-25 (2001)

17.A0AC Official Methods of Analysis: Guidelines for Standard Method Performance Re-

quirements, Appendix F, p. 2, AOAC Int (2016)

18.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

19.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]

20.ASU nach § 35 LMBG Untersuchung von Lebensmitteln: Nachweis der Tierart bei Milch,

Milchprodukten wund Kédse mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung (PAGIF) .
Methode L 01.00-39 (1995)

21 .Meister, A., Janzen, H., Kauer, T., Schiffer, B., & Schlicht, C. PAGIF method to

verify animal species in dairy ©products: improved separation performance,
sensitivity and efficiency. Journal of Consumer Protection and Food Safety, 14(4),
421-428 (2019)
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DLA ptAUS3 (2020) - Tierarten-Screening III

Von 18 Teilnehmern haben 17 Teilnehmer mindestens ein DNA-basiertes Er-
gebnis oder ein Protein-basiertes Ergebnis eingereicht. Die Auswertung
der 4 Proben erfolgte rein qualitativ hinsichtlich der Parameter Blffel-
milch, Kuhmilch, Schafmilch und Ziegenmilch. Es wurden jeweils die Uber-
einstimmungen bezlUglich der Konsenswerte der Teilnehmer und beziglich
der Dotierungen der Proben bewertet. Details zu den einzelnen Parametern
sind dem Auswertebericht zu entnehmen.

7 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europdischen Ausland (GroBbritannien,
Italien, Frankreich, Schweiz, Niederlande).




