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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 vier unterschiedliche LVU-Proben mit moglichen Gehalten an ge-
friergetrockneten, tierischen Lebensmitteln von Schwarzem Heilbutt
(Reinhardtius hippoglossoides), Atlantischem Lachs (Salmo salar), See-
lachs (Pollachius virens) und einer Forellenart zur qualitativen Bestim-
mung zur Verfigung gestellt. Die Parameter lagen gemischt mit Maltodex-
trin mit Gehalten von 25-39% vor.

Die jeweiligen Rohstoffe fiur die verwendeten Fischarten waren handelsiib-
liche Fischwaren (ganze Fische). Die Fische wurden bei -20°C gelagert.
AnschlieBend wurden sie manuell zerkleinert und fir 72 Stunden bei -50°C
lyophilisiert. Die Anteile der Wasserverluste wurden entsprechend der zu-
vor ermittelten Nassgewichte durch Zugabe von Maltodextrin auf 100% er-
ganzt(s. Tab. 1). Diese Mischungen wurden vermahlen und anschlieRend ge-
siebt (mesh 800 pm). Die entsprechenden Fischarten in den Proben 1-4 sind
Tab. 2 zu entnehmen.

Die Proben wurden nach dem Homogenisieren 2zu Portionen von ca. 25 g in
metallisierte PET-Folienbeutel abgeftullt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben.

Zutaten Proben 1 - 4

Maltodextrin 6l - 75 %

Fischanteile (Trockengewicht) 25 - 39 %
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Tabelle 2: Fischarten in den Proben 1-4.

Zutaten Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

Atlantischer Lachs positiv negativ negativ negativ
(Salmo solar)
(Protein 22,5%)

Schwarzer Heilbutt negativ positiv negativ negativ
(Rheinhardtius hipoglos-
soides) (Protein 14%)

Seelachs (Pollachius negativ negativ positiv negativ
virens) (Protein 22,2%)

Regenbogenforelle negativ negativ negativ positiv

(Oncorhynchus mykiss) **

(Protein 20,2%)
* Proteingehalte der EP-Proben (inklusive Maltodextrinanteil) gemaB Laboranalyse
(Gesamtstickstoff nach Kjeldahl mit allgemeinem Faktor F=6,25)

** Die angekindigte Forelle (Salmo trutta) wurde als Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) identifiziert.

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

2.1.1 Homogenitdt

Die Mischungshomogenitat vor der Abfiullung von den Proben 2-4 wurden in
8-fach Bestimmung mittels Microtracer-Analyse untersucht. Es handelt sich
um eine normierte Methode, die Bestandteil des internationalen GMP-Zerti-
fizierungssystems fiur Futtermittel ist [14].

Vor der Mischung werden mit Farbstoff beschichtete Eisenpartikel in pm-
GroRe zur Probe gegeben und die Partikelzahl wird nach der Homogenisie-
rung in entnommenen Aliquoten bestimmt. Die Bewertung der Mischungshomo-
genitat erfolgt auf Grundlage der Poissonverteilung anhand des chi-Qua-
drat-Tests und auf Grundlage der Normalverteilung anhand des HorRat-Wer-
tes. Fir die Beurteilung nach Poisson: Eine Wahrscheinlichkeit von 2 5%
ist gleichzusetzen mit einer guten homogenen Mischung und von 2 25% mit
einer exzellenten Mischung [14, 15].

Fiir die Beurteilung nach der Normalverteilung: Nach [17] sind die HorRat-
Werte zwischen 0,3 und 1,3 unter Wiederholbedingungen (Messungen inner-
halb des Labors) zu akzeptieren. Die Microtracer-Analyse der vorliegenden
LVU-Proben 2 - 4 hat eine Wahrscheinlichkeit von 80%, 89% bzw. 40%
ergeben. Die Partikel-Ergebnisse wurden zusatzlich in Konzentrationen um-
gerechnet, statistisch als Normalverteilung ausgewertet und mit der Stan-
dardabweichung nach Horwitz verglichen. Es wurden HorRat-Werte wvon 1,2,
1,0 bzw. 1,8 erhalten. Die Ergebnisse der Microtracer-Analyse sind in der
Dokumentation angegeben.
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2.1.2 Stabilitdt

Eine Wasseraktivitdt (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 Lagerstabilitadt gegeniiber mikrobiellem Verderb und be-
zilglich des Gehalts an den EP-Parametern. Die ay—Werte der EP-Proben la-
gen zwischen 0,25 und 0,31 (21,1°C-20,2°C). Die Stabilitdt des Probenma-
terials war somit wahrend des Untersuchungszeitraums unter den angegebe-
nen Lagerbedingungen gewahrleistet.
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2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 22. Kalenderwoche 2020 je eine Portion
der Untersuchungsmaterialien Proben 1 bis 4 verschickt. Die Untersu-
chungsverfahren wurden freigestellt. Die Untersuchungen waren durchzufih-
ren bis spatestens 07. August 2020.

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

Es handelt sich um vier unterschiedliche Proben, die jeweils eine der
folgenden Fischarten enthalten: Schwarzer Heilbutt (Reinhardtius hippo-
glossoides), Atlantischer Lachs (Salmo salar), Seelachs (Pollachius vi-
rens) oder Forelle (Salmo trutta).

Die Parameter liegen in der Matrix Fischprodukt (gefriergetrocknet) vor.
Die Ergebnisangabe und Auswertung erfolgt rein qualitativ (positiv / ne-
gativ).

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

Bitte beachten Sie die beiliegenden Informationen zur Eignungspriifung.
(siehe Dokumentation unter Punkt 5.3 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 fiur die Analyten.

Abgefragt und dokumentiert wurden die o.g. Ergebnisse sowie Angaben =zu
den Testmethoden wie Spezifitdten, 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 8 Teilnehmern haben 7 Teilnehmer ihre Ergebnisse fristgerecht abgege-
ben. Ein Teilnehmer hat keine Ergebnisse abgegeben.
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3. Qualitative Auswertung

Verschiedene Protein- und DNA-basierte Methoden zur Bestimmung von Fisch-
arten in Lebensmitteln koénnen verschiedene pH-Gradienten, Antikorper-
bzw. Ziel-DNA-Spezifitdten aufweisen, mit unterschiedlichem Referenzmate-
rial kalibriert worden sein und sich unterschiedlicher Extraktionsverfah-
ren bedienen. Die verschiedenen Methoden kénnen daher zu einer unter-
schiedlichen Bewertung des Gehalts eines Analyten fihren. Daritber hinaus
kénnen Matrix- und/oder Prozessierung die Nachweisbarkeit von Fischarten
insbesondere bei der Anwendung Protein-basierter Verfahren stark beein-
flussen [19].

3.1 Ubereinstimmung mit Konsenswerten der Teilnehmer

Die qualitative Bewertung der Protein- und DNA-basierten Ergebnisse jedes
Teilnehmers erfolgte anhand der Ubereinstimmung der angegebenen
Ergebnisse (positiv oder negativ) mit dem Konsenswert der Teilnehmer. Ein
Konsenswert wird festgestellt sofern 2 75 % positive oder negative
Ergebnisse fiir einen Parameter vorliegen.

Die Bewertung erfolgt in der Form, dass die Anzahl Ubereinstimmender Er-
gebnisse gefolgt von der Anzahl an Proben, flr 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 Protein- und DNA-basierten Ergebnisse jedes
Teilnehmers erfolgte anhand der Ubereinstimmung der angegebenen Ergebnis-
se (positiv oder negativ) mit den Dotierungen der vier LVU-Proben.

Hierzu wird die Anzahl tbereinstimmender 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.

Es wurden keine Protein-basierten Ergebnisse eingereicht, daher erfolgte
ausschlieBlich eine qualitative Auswertung fir jeden Parameter fiir DNA-
basierte Methoden, wie PCR und Sequenzierung.

Die Ergebnisse der Teilnehmer und die Bewertung sind tabellarisch folgen-
dermallen aufgefiuhrt:

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 K. mit Dotierungen

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 Atlantischer lLachs (Salmo salar)

Qualitative Auswertung der DNA-basierten 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:it ,,' ; - o mit Doth
1 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
3 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
7 positiv negativ negativ | negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
5 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) BDT
2 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFF-ID
4 positiv negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 6 0 0 0 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 0 6 6 6 BDT = BigDyeTerminator V1.1, AppliedBiosystems/
Prozent positiv 100 0 0 0 ThermoFisher
Prozent negativ 0 100 100 100 SFF-ID = Sure Food Fish ID, R-Biopharm / Congen
Konsenswert positiv negativ negativ negativ SGS = SGS All Species ID DNA Analyser, ThermoFisher
Dotierung positiv negativ negativ negativ
Anmerkung:

Die Konsenswerte der Ergebnisse

mit den Dotierungen der Proben.

stehen in qualitativer Ubereinstimmung
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4.2 Vergleichsuntersuchung Forelle (Salmo trutta)

Qualitative Auswertung der DNA-basierenden 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 .,- i ton a mit Dotierung
1 negativ | negativ | negativ | negativ | 44(100%) | 44 (100%) ASU | S anitsirtas Rogenbogentorele
3 negativ negativ negativ positiv 3/4 (75%) 3/4 (75%) ASU
7 negativ negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
5 negativ negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) BDT
2 negativ positiv negativ negativ 3/4 (75%) 3/4 (75%) SFF-ID
6 negativ negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFF-ID
4 negativ negativ negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 0 1 0 1 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 7 6 7 6 BDT = BigDyeTerminator V1.1, AppliedBiosystems/
Prozent positiv 0 14 0 14 ThermoFisher
Prozent negativ 100 86 100 86 SFF-ID = Sure Food Fish ID, R-Biopharm / Congen
Konsenswert negativ negativ negativ negativ SGS = SGS All Species ID DNA Analyser, ThermoFisher
Dotierung negativ negativ negativ negativ

Anmerkung:

Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit den Dotierungen der Proben.

Salmo trutta war in keiner der Proben zugesetzt. Die Fischart in Probe 4
wurde als Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) identifiziert. Je ein
Teilnehmer hat fiir Probe 2 bzw. 4 filir Salmo trutta ein positives Ergeb-
nis angegeben.
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4.3 Vergleichsuntersuchung Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss)

Qualitative Auswertung der DNA-basierten 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 'mi' ,,‘ ; ten ¢ mit Dot
1 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
. . . s o Probe 4 von DLA positiv gew ertet, da
7 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU identifziert als Regenbogenforelle
) negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) BDT
. . . " Probe 4 von DLA positiv gew ertet, da
4 negativ negativ negativ positiv 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS identifziert als Regenbogenforelie
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 0 0 0 4 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 4 4 4 0 BDT = BigDyeTerminator V1.1, AppliedBiosystems/
Prozent positiv 0 0 0 100 ThermoFisher
Prozent negativ 100 100 100 0 SGS = SGS All Species ID DNA Analyser, ThermoFisher
Konsenswert negativ negativ negativ positiv
Dotierung negativ negativ negativ positiv

Anmerkung:
Die Konsenswerte der Ergebnisse stehen in qualitativer Ubereinstimmung
mit dem experimentellen Nachweis von Regenbogenforelle in der Probe 4.
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4.4 Vergleichsuntersuchung Schwarzer Heilbutt (Reinhardtius

hippoglossoides)

Qualitative Auswertung

der DNA-basierten Ergebnisse

Anmerkung:

Die Konsenswerte der Ergebnisse
mit den Dotierungen der Proben.

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., ton a m";: i o
1 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
3 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
7 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
5 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) BDT
2 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFF-ID
4 negativ positiv negativ negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
/Anzahl positiv 0 6 0 0 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 6 0 6 6 BDT = BigDyeTerminator V1.1, AppliedBiosystems/
Prozent positiv 0 100 0 0 ThermoFisher
Prozent negativ 100 0 100 100 SFF-ID = Sure Food Fish ID, R-Biopharm / Congen
Konsenswert negativ positiv negativ negativ SGS = SGS All Species ID DNA Analyser, ThermoFisher
Dotierung negativ positiv negativ negativ

stehen in qualitativer Ubereinstimmung
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4.5 Vergleichsuntersuchung Seelachs (Pollachius virens)

Qualitative Auswertung

der DNA-basierten Ergebnisse

Anmerkung:

Die Konsenswerte der Ergebnisse
mit den Dotierungen der Proben.

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,, ton a mit Dotierung
1 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
3 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
7 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) ASU
) negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) BDT
2 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFF-ID
6 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SFF-ID
4 negativ negativ positiv negativ 4/4 (100%) 4/4 (100%) SGS
Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 Methoden:
Anzahl positiv 0 0 7 0 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 7 7 0 7 BDT = BigDyeTerminator V1.1, AppliedBiosystems/
Prozent positiv 0 0 100 0 ThermoFisher
Prozent negativ 100 100 0 100 SFF-ID = Sure Food Fish ID, R-Biopharm / Congen
Konsenswert negativ negativ positiv negativ SGS = SGS All Species ID DNA Analyser, ThermoFisher
Dotierung negativ negativ positiv negativ

stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung
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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: Atlantischer Lachs (Salmo salar)

Primdrdaten

Meth. |Auswerte-|Datum der| Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis |[Nachweis-| Nachweisgrenze

Abk. nummer | Analyse | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | grenze | angegeben als Methode
positi\(/ positi\(/ positi\(/ positi\(/ % zB. Leben§miﬂell TestKit + Anbieter
negativ negativ negativ negativ Protein

ASU 1 19.06.20 positiv negativ negativ negativ 0,001 DNA

ASU 3 15.06.20 positiv negativ negativ negativ 5 DNA 0.A

ASU 7 16.06.20 positiv negativ negativ negativ Cyib PCR mitanschliessender

Sequenzierung nach §64

BigDyeTerminator Cycle
BDT 5 positiv negativ negativ negativ Sequencing Kit V1.1; Fa.

AppliedBiosystems/ThermoFisher

SFF-ID 2 positiv negativ negativ negativ <1 Lebensmittel IiuArgFood® Fish ID Salmo salar
DNAin 60 - 43320 [SGS All Species ID Fish DNA Analy-
SGS 4 positiv negativ negativ negativ | 10 - 60 pg | pg Hintergrund- |ser - Next Generation Sequencing
DNA auf lon Torrent Plattform

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte-| Methoden-Nr. /

Abk. nummer Test-Kit Nr. Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und Bestimmung) Sonstige Hinweise
ol q Target-Sequenz/ zB. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR /
(LSRR AR -DNA Gelelektrophorese / Cyclen
ASU 1 ASU L10.00-12
ASU 3 L 10.00-12:2012-08 |Cytochrom b CTAB, Proteinase K, Chloroform; DNeasy Mericon Food Kit; RT-PCR

(QuantStudio/ABI): 45 Zyklen

DNA Extraktion mittels Wizard, Cytb PCR 50 Zyklen, Gelelektrophore-
ASU 7 Cytb se, Elution mittels ReliaPrep von Promega, Sequenzerung, Se-
quenzvergleich in GenBank mittels BLAST

Extraktion: DNeasy Mericon Food; Qiagen/PCR: GoTaq G2 Flexi DNA

§64 LFGB, L10.00- Cytochrom B; Polymerase; Promega (CytB), HotStar Taqg DNA Polymerase; Qiagen i;%ﬂ?i?;iggtum;sls
BDT 5 12; CEN/TS 17303: ! (COl); 40 Zyklen/ Microchipelektrophores e/ QIAQuick-PCR-Purificati- |- o 0
Col . ) ; ) . Ubereinstimmung 100%
2019 (2019-03) on Kit, Fa. Qiagen/Sequenzierungs-PCR BigDye Terminator Cycle (CytB); 99-100% (COI)
Sequencing Kit V1.1, Fa. AB/ThermoF./DyeEx Spin 2.0 Kit : °
SFF-ID 2 S6306 Salmo salar SureFood® Prep Basic K00

SGS 4
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5.1.2 DNA-basierte Methoden:
(Oncorhynchus mykiss)

Forelle (Salmo trutta)/ Regenbogenforelle

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
positi\'// positi\{/ positi\'// positi\'// % zB. Leben§miuell Test-Kit + Anbieter
negativ negativ negativ negativ Protein
ASU 1 19.06.20 negativ negativ negativ positiv 0,001 DNA
ASU 3 15.06.20 negativ negativ negativ positiv 5 DNA oA
. . . . Cytb PCR mit anschliessender
ASU 7 16.06.20 negativ negativ negativ negativ Sequenzierung nach §64
FEsEy BigDyeTerminator Cycle
BDT 5 negativ negativ negativ E 9 I Sequencing Kit V1.1; Fa.
(Forelle) AppliedBiosystems/ThermoFisher
positiv BigDyeTerminator Cycle
BDT 5 negativ negativ negativ | (Regenbog Sequencing Kit V1.1; Fa.
enforelle) AppliedBiosystems/ThermoFisher
SFF-ID 2 negativ positiv negativ negativ <0,1 Lebensmittel Iil:gFood@ Fish ID Salmo trutta
SFF-ID 6 03.08.20 negativ negativ negativ negativ 0,01 DNA Congen SureFood Fish ID
DNAIin 60 - 43320 |SGS All Species ID Fish DNA Ana-
SGS 4 negativ negativ negativ negativ | 10-60 pg | pg Hintergrund- |lyser - Next Generation Sequen-
DNA cing auf lon Torrent Plattform
Weitere Angaben zu den Methoden
Meth. |Auswerte-| Methoden-Nr. / i . . . . . . .
Abk. nummer Test-Kit Nr. Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und Bestimmung) Sonstige Hinweise
. Target-Sequenz/ z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR /
e -DNA Gelelektrophorese / Cyclen
Regenbogenforelle
ASU 1 ASUL10.00-12 (Oncorhynchus mykiss)
. CTAB, Proteinase K, Chloroform; DNeasy Mericon Food Kit; RT-PCR
ASU 3 L 10.00-12:2012-10 |Cytochrom b (QuantStudio/ABI): 45 cycles
DNA Extraktion mittels Wizard, Cytb PCR 50 Zyklen, Gelelektrophore- |Bei Probe 4 handeltes
ASU 7 Cytb se, Elution mittels ReliaPrep von Promega, Sequenzierung, Se- sich nach Sequenzierung
quenzvergleich in GenBank mittels BLAST um Oncorhynchus mykiss.
Extraktion: DNeasy Mericon Food; Qiagen/PCR: GoTaq G2 Flexi DNA |Forelle (Salmo trutta);
8§64 LFGB, L10.00- Cytochrom B: Polymerase; Promega (CytB), HotStar Taqg DNA Polymerase; Qiagen |Sequenzierung mittels
BDT 5 12; CEN/TS 17303: col ’ |(COI); 40 Zyklen/Microchipelektrophorese/QIAQuick-PCR-Purification |ABI310; Prozentuale
2019 (2019-03) Kit, Fa. Qiagen/Sequenzierungs-PCR BigDye Terminator Cycle Se- |Ubereinstimmung 90%
quencing Kit V1.1, Fa. AB/ThermoF./DyeEx Spin 2.0 Kit (CytB); 88% (COI)
Extraktion: DNeasy Mericon Food; Qiagen/PCR: GoTaq G2 Flexi DNA ?Sfi,rlﬁ°gfhnjirem'§iss>s-
8§64 LFGB, L10.00- Cytochrom B: Polymerase; Promega (CytB), HotStar Tag DNA Polymerase; Qiagen e uenzinr]un mittels ’
BDT 51 12; CEN/TS 17303: ’ |(COl); 40 Zyklen/Microchipelektrophores e/QIAQuick-PCR-Purification q ) 9
COl ] ’ ) . ) ABI310; Prozentuale
2019 (2019-03) Kit, Fa. Qiagen/Sequenzierungs-PCR BigDye Terminator Cycle Se- Ubereinstimmuna 99-
quencing Kit V1.1, Fa. AB/ThermoF./DyeEx Spin 2.0 Kit 100% ¢
()
SFF-ID 2 S6305 Salmo trutta SureFood® Prep Basic KOO
SFF-ID 6 Gemal Kit Gema Kit GemaR Kit-Anweisungen
Anweisungen Anweisungen
Anstatt Salmo trutta wurde
SGS 4 Oncorhynchus mykiss
identifziert (Probe 4)
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5.1.3 DNA-basierte Methoden:

Schwarzer Heilbutt (Reinhardtius

hippoglossoides)
Primdrdaten
Meth. |Auswerte-|Datum der| Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis | Ergebnis |Nachweis-| Nachweisgrenze Methode
Abk. nummer | Analyse | Probe1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 grenze | angegeben als
positi\{/ positi\(/ positi\(/ positi\(/ % zB. Leben'smittell TestKit + Anbiecter
negativ negativ negativ negativ Protein
ASU 1 19.06.20 negativ positiv negativ negativ 0,001 DNA
ASU 3 15.06.20 negativ positiv negativ negativ 5 DNA oA
. . . . Cytb PCR mitanschliessender
ASU 7 16.06.20 negativ positiv negativ negativ Sequenzierung nach §64
BigDyeTerminator Cycle
BDT 5 negativ positiv negativ negativ Sequencing Kit V1.1; Fa.
AppliedBiosystems/ThermoFisher
SFF-ID 2 negativ positiv negativ negativ <1 Lebensmittel ﬁ;{gFow@ Fish ID 3plexHalibut
DNAin 60 - 43320 |SGS All Species ID Fish DNA Analy-
SGS 4 negativ positiv negativ negativ. | 10-60 pg | pg Hintergrund- |ser - Next Generation Sequencing
DNA auf lon Torrent Plattform

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth.

Auswerte-

Methoden-Nr. /

Abk. nummer TestKit Nr. Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und Bestimmung) Sonstige Hinweise
Deefld ¥ Target-Sequenz/ z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR /
A ERNRHEEEAT, -DNA Gelelektrophorese / Cyclen
ASU 1 ASU L10.00-12 DNA-Extr. MN spin-food Kit, PCR, Ident iiber Sequenzierung
. CTAB, Proteinase K, Chloroform; DNeasy Mericon Food Kit; RT-PCR
ASU 3 L 10.00-12:2012-07 |Cytochrom b (QuantStudio/ABI): 45 cycles
DNA Extraktion mittels Wizard, Cytb PCR 50 Zyklen, Gelelektrophore-
ASU 7 Cytb se, Elution mittels ReliaPrep von Promega, Sequenzierung, Se-
quenzvergleich in GenBank mittels BLAST
Extraktion: DNeasy Mericon Food; Qiagen/PCR: GoTaq G2 Flexi DNA Sequenzierung mittels
§64 LFGB, L10.00- Cytochrom B: Polymerase; Promega (CytB), HotStar Taqg DNA Polymerase; Qiagen AB::‘310' Prozegtuale
BDT 5 12; CEN/TS 17303: col ’ |(COQl); 40 Zyklen/Microchipelektrophorese/QlAQuick-PCR-Purification Ubereir;stimmun 09-
2019 (2019-03) Kit, Fa. Qiagen/Sequenzierungs-PCR BigDye Terminator Cycle Se- 100% g
quencing Kit V1.1, Fa. AB/ThermoF./DyeEx Spin 2.0 Kit °
Reinhardtius
SFF-ID 2 S6201 hippoglossoi-  |SureFood® Prep Basic K00
des
Extraktions-Kit: Macherey-Nagel Nucleo Spin Food/Quantifizierung
SGS 4

court/lon Chef/lon S5 Sequencer

Qubit/PCR All Species ID/Gelelektrophorese/Aufreinigung mit Agent-
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5.1.4 DNA-basierte Methoden:

Seelachs (Pollachius virens)

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
positi\(/ positi\_// positi\_// positi\(/ % z.B. Leben§miﬂell TestKit + Anbicter
negativ negativ negativ negativ Protein
ASU 1 19.06.20 negativ negativ positiv negativ 0,001 DNA
ASU 3 15.06.20 negativ negativ positiv negativ 5 DNA oA
. . . . Cytb PCR mitanschliessender
ASU 7 16.06.20 negativ negativ positiv negativ Sequenzierung nach §64
BigDyeTerminator Cycle
BDT 5 negativ negativ positiv negativ Sequencing Kit V1.1; Fa.
AppliedBiosystems/ThermoFisher
. . . . SureFood® Fish ID Pollachius
SFF-ID 2 negativ negativ positiv negativ <1 virens 1AAC
SFF-ID 6 03.08.20 negativ negativ positiv negativ 0,01 DNA Congen SureFood Fish ID
DNAin 60 - 43320 |SGS All Species ID Fish DNA Analy-
SGS 4 negativ negativ positiv negativ. | 10-60 pg | pg Hintergrund- |ser - Next Generation Sequencing
DNA auf lon Torrent Plattform

Weitere Angaben zu den Methoden

Meth. |Auswerte-| Methoden-Nr. / . - . - . . . .
ADK. nummer TestKit Nr. Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und Bestimmung) Sonstige Hinweise
—_— T Target-Sequenz/ z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR /
(LSRR AR -DNA Gelelektrophorese / Cyclen
ASU 1 ASU L10.00-12
. CTAB, Proteinase K, Chloroform; DNeasy Mericon Food Kit; RT-PCR
ASU 3 L 10.00-12:2012-09 |Cytochrom b (QuantStudio/ABI): 45 cycles
DNA Extraktion mittels Wizard, Cytb PCR 50 Zyklen, Gelelektrophore-
ASU 7 Cytb se, Elution mittels ReliaPrep von Promega, Sequenzierung, Se-
quenzvergleich in GenBank mittels BLAST
Extraktion: DNeasy Mericon Food; Qiagen/PCR: GoTaq G2 Flexi DNA Sequenzieruna mittels
§64 LFGB, L10.00- Cytochrom B: Polymerase; Promega (CytB), HotStar Tag DNA Polymerase; Qiagen AB?310' Prozegtuale
BDT 5 12; CEN/TS 17303: col *|(COl); 40 Zyklen/Microchipelektrophorese/QIAQuick-PCR-Purification Ubereirlnstimmun 99-
2019 (2019-03) Kit, Fa. Qiagen/Sequenzierungs-PCR BigDye Terminator Cycle Se- 100% 9
quencing Kit V1.1, Fa. AB/ThermoF./DyeEx Spin 2.0 Kit °
SFF-ID 2 $6309 Pollachius SureFood® Prep Basic K00
virens
SFF-ID g  |CemaRKit Gemal Kit- | 41 Kit-Anweisungen
Anweisungen Anweisungen
SGS 4
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5.2 Homogenitat
5.2.1 Mischungshomogenitdt vor der Abfillung
Microtracer Homogenitatste st
DLA -ptAUS4 Probe 2
Gewicht Gesamtprobe 0,34 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengroRe 75-300 pm
Gewicht pro Partikel 2,0 Mg
Tracerzugabe 48,0 mg/kg
Analysenergebnisse:
Probe Einwaage [g] ii;tg(:ll [Prf Er;t;ll:g]l
1 2,52 46 36,5
2 2,51 54 43,0
3 2,51 50 39,8
4 2,51 46 36,7
5 2,53 39 30,8
6 2,49 50 40,2
7 2,49 47 378
8 2,48 54 43,5
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 38,5 mg/kg
Mittelwert 48,3 Partikel Standardabweichung 4,09 mg/kg
Standardabweichung 5,13 Partikel rel. Standardabweichung 10,6 %
%2 (CHI-Quadrat) 3,81 Horwitz Standardabweichung 9,2 %
Wahrscheinlichkeit 80 % HorRat-Wert 1,2
Wiederfindungsrate 80 % Wiederfindungsrate 80 %
Microtracer Homogenitatste st
DLA -ptAUS4 Probe 3
Gewicht Gesamtprobe 0,40 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengroRe 75-300 pm
Gewicht pro Partikel 2,0 Mg
Tracerzugabe 43,9 mg/kg
Analysenergebnisse:
Probe Einwaage [g] ii;tg(:ll [Prf Er;t;ll:g]l
1 2,52 56 44 4
2 2,49 47 37,8
3 2,49 55 44,2
4 2,50 57 45,6
5 2,52 62 49,2
6 2,53 48 37,9
7 2,52 54 429
8 2,49 55 442
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 43,3 mg/kg
Mittelwert 54,2 Partikel Standardabweichung 3,83 mg/kg
Standardabweichung 4,80 Partikel rel. Standardabweichung 8,9 %
%2 (CHI-Quadrat) 2,98 Horwitz Standardabweichung 9,1 %
Wahrscheinlichkeit 89 % HorRat-Wert 1,0
Wiederfindungsrate 99 % Wiederfindungsrate 99 %
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Microtracer Homogenitatste st
DLA -ptAUS4 Probe 4

Gewicht Gesamtprobe 0,34 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengréRe 75-300 pm
Gewicht pro Partikel 2,0 ug
Tracerzugabe 40,3 mg/kg
Analysenergebnisse:
Probe Einwaage [g] Z?]rztg(:ll E:;‘ ;t/'::g]l

1 2,53 40 31,6

2 2,51 31 24,7

3 2,48 27 21,8

4 2,51 27 21,5

5 2,51 39 311

6 2,54 38 29,9

7 2,52 25 19,8

8 2,50 32 25,6
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 25,8 mg/kg
Mittelwert 32,4 Partikel Standardabweichung 4,63 mag/kg
Standardabweichung 5,82 Partikel rel. Standardabweichung 18,0 %
%2 (CHI-Quadrat) 7,32 Horwitz Standardabweichung 9,8 %
Wahrscheinlichkeit 40 % HorRat-Wert 1,8
Wiederfindungsrate 64 % Wiederfindungsrate 64 %
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5.3 Informationen zur Eignungsprifung (EP)

Vor der LVU

wurden

den Teilnehmern 1im Proben-Anschreiben folgende

Informationen mitgeteilt:

EP-Nummer DLA ptAUS4 (2020)

EP-Name Fisch-Screening - 4 Proben qualitativ: Schwarzer Heilbutt
(Reinhardtius hippoglossoides), Atlantischer Lachs (Salmo salar),
Seelachs (Pollachius virens) und Forelle (Salmo ftrutta) in Fischprodukt
(gefriergetrocknet, eine Species pro Probe)

Probenmatrix Proben 1-4:

Fischpulver/ Zutaten: gefriergetrockneter Fisch, Maltodextrin
(der Fischgehalt entspricht 100% frischem Fisch)

Probenzahl und

4 unterschiedliche Proben 1-4: je 25 g

Probenmenge
Lagerungsinformation Proben 1-4:

Raumtemperatur (EP-Zeitraum), gekiihit 2 - 10 °C (Langzeit)
Verwendungszweck AusschlieB8lich fiir Laboruntersuchungen (Qualitdtskontrollproben)
Parameter qualitativ: Schwarzer Heilbutt (Reinhardtius hippoglossoides),

Atlantischer Lachs (Salmo salar), Seelachs (Pollachius virens) und
Forelle (Salmo trutta)
Proben 1-4: eine Fischart pro Probe

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 reprasentative 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

Letzter Abgabetermin

spédtestens 07. August 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 Mischungshomogentitét 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 Ort / Town

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden flir 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.

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

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

ISO 13528:2015 & DIN ISO 13528:2009; Statistische Verfahren fiir Eignungspriifungen
durch Ringversuche / Statistical methods for use in proficiency testing by inter-
laboratory comparisons

ASU §64 LFGB: Planung und statistische Auswertung von Ringversuchen zur Methoden-
validierung / DIN ISO 5725 series part 1, 2 and 6 Accuracy (trueness and precisi-
on) of measurement methods and results

Verordnung / Regulation 882/2004/EU; Verordnung uber {ber amtliche Kontrollen zur
Uberpriifung der Einhaltung des Lebensmittel- und Futtermittelrechts sowie der Be-
stimmungen {ber 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
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Von 8 Teilnehmern haben 7 mindestens ein DNA-basiertes Ergebnis einge-
reicht. Die Auswertung der 4 Proben erfolgte rein qualitativ hinsicht-
lich der Parameter Schwarzer Heilbutt (Reinhardtius hippoglossoides),
Atlantischer Lachs (Salmo salar), Seelachs (Pollachius virens) und Fo-
relle (Salmo trutta) bzw. Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss). 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.

2 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europ&ischen Ausland (GroBbritannien,
Schweiz) und ein Teilnehmer in den USA.




