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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) ist ein unverzicht-
barer Baustein flur das Qualitats-Management-System eines jeden, mit der
Untersuchung von Lebensmitteln, Futtermitteln, kosmetischen Mitteln und
Bedarfsgegenstanden befassten Labors. Die Durchfithrung wvon Laborver-
gleichsuntersuchungen ermdéglicht den teilnehmenden Instituten die eigene
analytische Kompetenz unter realen Bedingungen nachzuweisen. Gleichzeitig
erhalten sie wertvolle Daten fir die erforderliche Verifizierung oder Va-
lidierung der durchgefiihrten Untersuchungsmethode [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

Zur Untersuchung wurden zweil LVU-Proben fiir den Nachweis von Allergenen
im mg/kg-Bereich und eine Dotierungsmaterialprobe zur Verfiigung gestellt.
Die Dotierungsmaterialprobe enthalt die betreffenden allergenen Zutaten
im Bereich von 1-10 % und wurde der dotierten LVU-Probe zugesetzt. Die
Untersuchungsergebnisse der Dotierungsmaterialprobe sollen im Vergleich
zur dotierten LVU-Probe die Moglichkeit geben, die Nachweisbarkeit der
Allergene ohne und mit Einfluss der Lebensmittelmatrix bzw.

-prozessierung zu charakterisieren.

Bei dem Untersuchungsmaterial handelt es sich um ein Gemisch zweier
handelsiiblicher Kindernahrungsmittel "Hirse-Brei" ab dem 4. Monat und

"Reis-Brei" ab dem 6. Monat (gekennzeichnet als milchfrei und
glutenfrei). Die Grundzusammensetzung war flir beide Proben A und B gleich
(s. Tabelle 1). Nach Zerkleinern, Sieben und Homogenisieren der

Grundmischung wurde zur Herstellung von Probe B stufenweise jeweils ein
Aliquot der Grundmischung dem Dotierungsmaterial mit den allergenen
Zutaten Magermilchpulver und Weizenmehl zugesetzt und Jjeweils
homogenisiert.

Die Zusammensetzung der Dotierungsmaterialprobe und die Gehalte der
allergenen Zutaten in Probe B sind Tabelle 2 zu entnehmen.

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



Juni 2016 DIA - 03/2016 - Allergene IT1

Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben

Zutaten Probe A Probe B

Bio-Hirse-Brei mit Reis, 50,0 g/100 g 48,5 g/100 g
Kinderbrei nach dem 4. Monat
Zutaten:

Hirsevollkornmehl (75%), Reisvollkornmehl
(25%), Vitamin Bl

Nahrwertangaben pro 100 g:

Eiweil 11 g, Kohlenhydrate 78 g, Fett 3,7 g

Bio-Reis-Brei mit Mais und Hirse, 50,0 g/100 g 48,5 g/100 g
Kinderbrei nach dem 6. Monat

Zutaten:

Reisvollkornmehl (70%), Maismehl (20%), Hir-

sevollkornmehl (10%), Vitamin Bl
Nahrwertangaben pro 100 g:
Eiweil 8,6 g, Kohlenhydrate 80 g, Fett 2,8 g

Dotierungsmaterialprobe - 2,97 g/100 g

Tabelle 2: Zugesetzte Mengen allergener Zutaten

Zutaten Dotierungsmaterialprobe Probe B
Kartoffelmehl 93 % 2,76 %
Milch:

- als Magermilchpulver 19600 mg/kg (1,96 %) 582 mg/kg
- davon Gesamtprotein* 5740 mg/kg 192 mg/kg
- davon Casein* 4590 mg/kg 154 mg/kg
- davon R-Lactoglobulin* 574 mg/kg 19,2 mg/kg
Weizen:

- als Weizenmehl Typ 1050 15300 mg/kg (1,53 %) 349 mg/kg
- davon Gesamtprotein* 1840 mg/kg 41,8 mg/kg
- davon Gluten** 1650 mg/kg 37,6 mg/kg
Sojamehl 2,01 % 0,060 %
Haselnussmus 1,18 % 0,035 %

* gemaB Deklaration und Literaturangaben berechnet
** Definition fir "Gluten" der Glutenunvertridglichkeit-Kennzeichnungs-Verordnung
(EU/41/2009) entspricht laut Literaturdaten ca. 85-91% des Weizenproteins
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2.1.1 Homogenitdt

Die Mischungshomogenitat vor der Abfillung wurde in 8-fach Bestimmung
mittels Microtracer-Analyse untersucht. Es handelt sich um eine normierte
Methode, die Bestandteil des internationalen GMP-Zertifizierungssystems
fir Futtermittel ist [14]. Vor der Mischung werden mit Farbstoff be-
schichtete Eisenpartikel in pum-GroRe zur Probe gegeben und die Partikel-
zahl wird nach der Homogenisierung in entnommenen Aliquoten bestimmt. Die
Bewertung der Mischungshomogenitat erfolgt auf Grundlage der Poissonver-
teilung anhand des chi-Quadrat-Tests. Eine Wahrscheinlichkeit von 2 5%
ist gleichzusetzen mit einer guten homogenen Mischung und von 2 25% mit
einer exzellenten Mischung [14, 15]. Die Microtracer-Analyse der vorlie-
genden LVU-Proben hat eine Wahrscheinlichkeit von 43% fir die Dotierungs-
materialprobe und von 49% fir die dotierte Probe B ergeben. Die Partikel-
Ergebnisse wurden zusdtzlich in Konzentrationen umgerechnet, statistisch
als Normalverteilung ausgewertet und mit der Standardabweichung nach Hor-
witz verglichen. Es wurden HorRat-Werte von 1,0 bzw. 1,3 erhalten. Die
Ergebnisse der Microtracer-Analyse sind in der Dokumentation angegeben.

Die Homogenitdt der abgefiillten DLA-Proben (Dotierungsmaterialprobe und
dotierte Probe B) wurde anhand des Glutengehalts mittels ELISA-Tests ge-
pruft (s. Abb. 1) und mit einer Standardabweichung zwischen den Proben
von < 15% fir das verwendete Verfahren als hinreichend gesichert angese-
hen [1l6, 17, 20, 21]. Falls die Kriterien fiir eine ausreichende Homogeni-
tdt des Probenmaterials beziiglich eines Parameters nicht erfillt sind,
werden die Auswirkungen auf die Zielstandardabweichung gepruft. Ggf. er-
folgt die Bewertung der Ergebnisse der Teilnehmer unter Beriicksichtigung
der Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes (s. 3.8 und 3.11) [3].

Homogenitat / Homogeneity Test - ELISA

125
120
115
110 A

100 | { \g” J Sample B, SD=14,2%
95 — ' ——n— _ y Spiking Sample, SD=5,8%

Ergebnisse in % des MW
results in % of mean

Unabhangige Proben, independant samples n =5

Abb. 1: Homogenitatsprifung der DLA-Probe B und Dotierungsmaterialprobe

Darstellung der Ergebnisse relativ in Prozent des arithmetischen
Mittelwerts
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2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jedes teilnehmende Institut wurden in der 9. Kalenderwoche 2016 Tje
eine Portion der Untersuchungsmaterialien A und B sowie eine
Dotierungsmaterialprobe verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden
freigestellt. Die Untersuchungen waren durchzufithren bis spatestens 15.
April 2016.

2.3 Ergebnisiibermittlung

Die Ergebnisabgabe erfolgte einheitlich auf, an die teilnehmenden Insti-
tute versandten Ubermittlungsbdgen bzw. -dateien. Zur Auswertung kamen
einerseits die Ergebnisse als positiv/negativ Angaben und andererseits
angegebene Gehalte an allergenen Zutaten in mg/kg z.B. als beta-Lactoglo-
bulin, Casein und Gluten.

Im Zuge der Auswertung wurde bei einigen Teilnehmern die Art der Angabe
der quantitativen Ergebnisse wvon DLA durch Nachfragen per eMail abgesi-
chert.

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.

Ein Teilnehmer hat in Absprache mit DLA verspéadtet Ergebnisse eingereicht.
Alle anderen Teilnehmer haben fristgerecht Ergebnisse abgegeben.
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3. Auswertung

Verschiedene ELISA-Methoden zur quantitativen Bestimmung von Allergenen
in Lebensmitteln konnen verschiedene Antikorper-Spezifitaten aufweisen,
mit unterschiedlichem Referenzmaterial kalibriert worden sein und sich
unterschiedlicher Extraktionsverfahren bedienen. Die verschiedenen ELISA-
Methoden konnen daher zu einer unterschiedlichen Bewertung des Gehalts

eines Analyten fihren [23, 24, 25, 26]. Aus diesem Grund werden die Er-
gebnisse, wenn moglich in der Auswertung verschiedenen Bezugswerten ge-
genubergestellt.

Dadurch soll jedes einzelne Ergebnis im Vergleich mit dem Mittelwert al-
ler eingesandten Ergebnisse und/oder im Vergleich mit dem Mittelwert der
Ergebnisse derselben Methode bewertet werden koénnen. Zum Vergleich mit
der rechnerisch zugesetzten Menge wurde das Zusatzniveau in den graphi-
schen Darstellungen der Ergebnisse mit angegeben.

Fir quantitative Ergebnisse der Dotierungsmaterialprobe und der dotierten
Probe wurden anhand der bekannten Zusammensetzung Wiederfindungsraten be-
rechnet und zur Information angegeben. Hierbei erfolgte keine statisti-
sche Auswertung. Die angegebenen Wiederfindungsraten dienen ausschliel-
lich einer Einschatzung von Matrix- und/oder Prozessierungseinfliissen.

Die ELISA- und PCR-Ergebnisse wurden qualitativ anhand des Prozentsatzes
positiver bzw. negativer Ergebnisse bewertet. Sofern 2 75 % positive oder
negative Ergebnisse vorlagen, wurde fir die betreffende Probe ein Kon-

sens-Ergebnis (positiv oder negativ) festgestellt.

3.1 Konsenswert der Teilnehmer (zugewiesener Wert)

Fiir die Auswertung wurde als zugewiesener Wert (Xpt) der robuste Mittel-
wert der eingesandten Ergebnisse verwendet (,,Konsenswert der
Teilnehmer“) . Die Berechnung erfolgt nach Algorithmus A gemdl Anhang C
der ISO 13528 [3].

Voraussetzung ist, dass die Mehrzahl der Ergebnisse der teilnehmenden
Laboratorien einer Normalverteilung unterliegen bzw. unimodal und symme-
trisch verteilt sind. Hierzu erfolgt eine Prifung der Verteilung u.a. an-
hand der Kern-Dichte-Schatzung [3, 12].

Falls Hinweise fiir Quellen von hdherer Variabilitat, wie z.B. eine bimo-
dale Verteilung der Ergebnisse, vorliegen, werden Ursachen dafiir gesucht.
In Frage kommt hdufig die Verwendung unterschiedlicher Untersuchungsme-
thoden. Ist dies der Fall, werden nach Mdglichkeit getrennte Auswertungen
mit eigenen zugewiesenen Werten (Xpti) vorgenommen.

Bei den ELISA-Methoden zur Bestimmung von Allergenen wird, wenn moéglich,
stets so vorgegangen:

i) Robuster Mittelwert aller Ergebnisse - Xpta
ii) Robuster Mittelwert von Einzelmethoden - Xptugraop i
mit mindestens 5 quantitativen Ergebnisangaben.

Einzelergebnisse die auBerhalb des angegebenen Messbereiches eines teil-
nehmenden Labors liegen (z.B. mit der Angabe > 25 mg/kg oder < 2,5 mg/kg)
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oder die Angabe ,0% werden fiir die statistische Auswertung generell nicht
beriicksichtigt [3].

3.2 Robuste Standardabweichung

Zum Vergleich mit der Zielstandardabweichung opt (Standardabweichung flr
die Eignungsbeurteilung) wird die robuste Standardabweichung (S*) verwen-
det. Die Berechnung erfolgt nach Algorithmus A gemal Anhang C der ISO
13528 [3].

Folgende robuste Standardabweichungen werden herangezogen:

i) Robuste Standardabweichung aller Ergebnisse - S*,;

i1) Robuste Standardabweichung von Einzelmethoden - S*wgrmop i
mit mindestens 5 quantitativen Ergebnisangaben.

3.3 Ausschluss von Ergebnissen und Ausreiler

Ergebnisse konnen vorab von der statistischen Auswertung ausgeschlossen
werden, wenn offensichtliche grobe Fehler, wie z. B. falsche Einheiten,
Dezimalstellen oder Angaben fir einen falschen Priifgegenstand vorliegen
[2]. Alle Ergebnisse sollen mit mindestens 2 signifikanten Dezimalstellen
angegeben werden. Die Angabe von 3 Dezimalstellen ist i.d.R. ausreichend.

Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Verfahren erhalten wurden und zu
einer erhdhten Variabilitat und/oder zu einer bi- oder mehrmodalen Ver-
teilung der Ergebnisse filhren, werden separat behandelt oder, wenn dafir
zu wenige Ergebnisse vorliegen, ausgeschlossen. Hierfiir erfolgt die Prii-
fung der Ergebnisse anhand der Kern-Dichte-Schatzung [3, 12].

Auf AusreiBer wird mittels robuster Statistik gepriift: Ergebnisse, die um
mehr als das Dreifache der robusten Standardabweichung vom robusten Mit-
telwert abweichen, werden als AusreiBer eingestuft [3]. Ermittelte Aus-
reiBer werden informativ genannt sofern gleichzeitig der =z-Score des
Teilnehmers < -2 oder > 2 ist. Aufgrund der Anwendung der robusten Sta-
tistik werden AusreiBer nicht ausgeschlossen, sofern keine anderen Grinde
vorliegen [3].
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3.4 Zielstandardabweichung (fur die Eignungsbeurteilung)

Die Zielstandardabweichung des zugewiesenen Wertes opt (= Standardabwei-
chung fiur die Eignungsbeurteilung) kann nach unten dargestellten, unter-
schiedlichen Verfahren bestimmt.

In der vorliegenden LVU wurde die Zielstandardabweichung nach 3.4.3 Werte
aus Erkenntnissen ermittelt.

3.4.1 Allgemeines Modell nach Horwitz

Anhand der in zahlreichen LVUs fur unterschiedliche Parameter und Analy-
senmethoden erhaltenen statistischen Kenndaten hat Horwitz ein allgemei-
nes Modell fiir die Schatzung der Vergleichsstandardabweichung oz abge-
leitet [6]. Spater wurde das Modell von Thompson fiir bestimmte Konzentra-
tionsbereiche modifiziert [10]. Die Vergleichsstandardabweichung oz kann
als relative Zielstandardabweichung Opt in % des zugewiesenen Wertes
verwendet werden und nach untenstehenden Gleichungen berechnet werden

[3]. Dabei wird fiur die Konzentration c der zugewiesene Wert Xpt einge-
setzt.
Gleichungen Konzentrationsbereiche entspricht
or = 0,22c c < 1,2 x 107 < 120 ug/kg
oz = 0,02c084% 1,2 x 107< ¢ £ 0,138 2 120 ng/kg
ox = 0,01c%3 c > 0,138 > 13,8 g/100g

mit ¢ = Massenanteil des Analyten (als relative GrdéBe, z.B. 1 mg/kg = 1 ppm = 10°° kg/kg)

Die Zielstandardabweichung nach Horwitz wird z.Z. 1in der Praxis von
ELISA-Verfahren mit Messwerten im mg/kg Bereich nur in Ausnahmefidllen
erreicht.

3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision

Aus der Vergleichstandardabweichung orx und der Wiederholstandardab-
weichung o, eines Versuchs zur Prédzision einer Methode (Ringversuch oder
LVU) kann unter Bericksichtigung der Anzahl der Wiederholmessungen m der
Teilnehmer in der vorliegenden Vergleichsuntersuchung die Zielstandardab-
weichung opt abgeleitet werden [3]:

Gpt::JGE——GE(mfl/nﬂ

Da in der vorliegenden Vergleichsuntersuchung die Anzahl der Wiederhol-
messungen n = 1 ist, ist die Vergleichsstandardabweichung oz gleich der
Zielstandardabweichung opt.
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Nachstehend sind die relativen Vergleichsstandardabweichungen aus Ring-
versuchen einiger ELISA-Methoden nach ASU §64 angegeben [27, 28, 29]:

Methode Parameter Matrix Mittelwerte Relative oy Literatur

ELISA Sojaprotein Brihwurst 0,36 - 4,07% 14 - 28% L 06.00-56
ELISA Erdnuss Vollmilch- 5,9 - 174 mg/kg 20 - 31% L 00.00-69
(Herst. A) schokolade

ELISA Erdnuss Vollmilch- 10,1 - 216 mg/kg 14 - 32% L 00.00-69
(Herst. B) schokolade

ELISA Erdnuss Feinherb- 5,7 - 148 mg/kg 22 - 33% L 00.00-69
(Herst. A) schokolade

ELISA Haselnuss Feinherb- 1,6 - 16,3 mg/kg 12 - 33% |L 44.00-7

(Herst. A) schokolade

ELISA Haselnuss Feinherb- 2,4 - 21,3 mg/kg 14 - 19% |L 44.00-7

(Herst. A) schokolade

Aus den o.g. Prédzisionsdaten der ASU §64 Methoden ergeben sich relative
Zielstandardabweichungen im Bereich von 12 - 33%.

Stumr et al. haben je einen Ringversuch zur Validierung eines kommerziel-
len ELISA-Test-Kits zur Bestimmung von PR-Lactoglobulin und zur Bestimmung
von Casein durchgefithrt [30, 31].

Es wurden 20 Lebensmittelproben mit p-Lactoglobulin im Bereich wvon 0 -
33 mg/kg von 6 Laboratorien untersucht. Die Wiederfindungsraten lagen bei

91 - 118%. Die relativen Wiederholstandardabweichungen lagen bei 5,8 -
13% und die relativen Vergleichsstandardabweichungen bei 26 - 49% [30].

Casein wurde von 8 Laboratorien in 10 Lebensmittelproben im Bereich wvon 0
- 30 mg/kg und in 3 Lebensmitteln mit >30 mg/kg bestimmt. Die Wiederfin-

dungsraten lagen bei 67 - 81%. Die relativen Wiederholstandardabweichun-
gen lagen bei 11 - 52% und flr eine Probe bei 99% und die relativen Ver-
gleichsstandardabweichungen bei 13 - 61% und fir zwei Proben bei 96% bzw.
111% [31].

Laut der Autoren lieferten beide ELISA-Test-Kits akzeptable Validierungs-
ergebnisse fir die Routinekontrollen von Lebensmitteln [30, 31].

Die Working Group on Prolamin Analysis and Toxicity (WGPAT) hat Ringver-
suche zur Validierung von zwei kommerziellen ELISA-Test-Kits zur Gluten-
Bestimmung mittels monoklonalem R5 Antikdrper durchgefihrt [22]. Es wur-
den 12 Lebensmittelproben mit Gliadingehalten im Bereich wvon 0 -
168 mg/kg von 20 Laboratorien untersucht. Die Wiederfindungsraten lagen
zwischen 65 und 110%, die relativen Wiederholstandardabweichungen lagen
bei 13 - 25% (1. Methode) bzw. 11 - 22% (2. Methode) und die relativen
Vergleichsstandardabweichungen bei 23 - 47% (1. Methode) bzw. 25 - 33%
(2. Methode). Laut den Autoren erfillten beide ELISA-Test-Kits damit die
Validierungskriterien flir ELISA Methoden [22].

Das IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements) hat in ei-
nem Ringversuch die Eignung finf verschiedener ELISA-Test-Kits zur Be-
stimmung von Erdnuss getestet [25}. Die Mittelwerte lagen im Konzentrati-
onsbereich von 0,3 - 16,1 mg/kg bzw. 1,2 - 20,4 mg/kg. Die jeweils nied-
rigsten relativen Vergleichsstandardabweichungen der finf Test-Kits lagen
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fiir die Matrix Bitterschokolade bei 20 - 42% und flir Kekse bei 23 - 61%.

3.4.3 Werte aus Erkenntnissen

Die Zielstandardabweichung kann fiir die Eignungsbeurteilung auf einen
Wert festgesetzt werden, der dem Leistungsfiahigkeitsniveau entspricht,
das der Koordinator filir ein winschenswertes Ziel fiir die teilnehmenden
Laboratorien halt [3].

Anforderungen an die Leistungsféhigkeit der Analysenmethoden zur quanti-
tativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln sind u.a. vom Ministry
of Health and Welfare (MHLW) in Japan [20], von der Arbeitsgruppe 12
,Lebensmittelallergene™ des Technischen Komitees CEN/TC 275 [17-19], von
einer internationalen "Food Allergen Working Group" unter der Leitung der
AOAC Presidential Task Force on Food Allergens [21] und vom Codex Alimen-
tarius Commitee (CAC/GL 74-2010) [16] erarbeitet worden.

Die hier relevanten ELISA- bzw. PCR-Validierungskriterien der Gremien
sind in den Tabellen 3 und 4 angegeben.

Tabelle 3: ELISA-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard-
[16-22] abweichung abweichung

MHLW 2006 50 - 150% < 25%

CEN 2009 < 20%

AOAC 2010 50 - 150% 6,9 - 34,4% @ 19,5 - 57,2 @
CAC 2010 70 - 120% < 25% < 35%

(a) = Beispiel aus hypothetischem Ringversuch im Konzentrationsbereich von 0,5 - 5 mg/kg

Tabelle 4: PCR-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard-

[16] abweichung abweichung
CAC 2010 + 25% @ < 25% < 35%
(a) = Trueness / Richtigkeit

Aufgrund der derzeitigen Leistungsfahigkeiten von ELISA- bzw. PCR-Metho-
den zur quantitativen Bestimmung von Allergenen 1in Lebensmitteln, die
sich aus den Prédzisionsdaten von Versuchen und aus den o.g. Validierungs-
anforderungen ableiten lassen, legen wir fur die relative Zielstandardab-
weichung opt einen Wert von 25% fest.

Diese Zielstandardabweichung wurde zur statistischen Bewertung der Ergeb-
nisse mittels z-Score herangezogen und auf alle unter 3.1 angegebenen Be-
zugswerte angewandt.
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3.5 z-Score

Der z-Score wird herangezogen zur Beurteilung der Ergebnisse der teilneh-
menden Labore. Er besagt um welches Vielfache der Zielstandardabweichung
(opt) das Ergebnis (xi) des betreffenden Teilnehmers vom zugewiesenen
Wert (Xpt) abweicht [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

Die Anforderungen an die Analytik gelten im Allgemeinen als erfillt, wenn

Zur Bewertung wurden nachstehende z-Scores mit einer Zielstandardabwei-
chung von 25% in der Auswertung angegeben:

i) z-Score - Z (bezogen auf alle Ergebnisse)
ii) z-Score - Zugraop i (bezogen auf Einzelmethoden)

3.5.1 Warn—- und Eingriffssignale

GemadB der ISO 13528 fiur statistische Verfahren fiir Eignungsprifungen
wird empfohlen, dass ein Ergebnis, das einen z-Wert > 3,0 oder < - 3,0
ergibt, als ,Eingriffssignal“ zu werten ist [3]. GleichermaRen ist ein z-
Wert > 2,0 oder < -2,0 als ,Warnsignal“ zu beurteilen. Ein einzelnes
sEBingriffssignal“ oder aber ,Warnsignale“ bei zwei aufeinander folgenden
LVU-Runden sind als Beleg dafir zu werten, dass eine Anomalie aufgetreten
ist, die untersucht werden muss. Eine Fehler- bzw. Ursachenanalyse kann
durch Prifung des Analysenablaufs inkl. Verstandnis und Umsetzung der
Messung durch das Personal, Einzelheiten des Messablaufs, Kalibrierung
von Gerdten und Zusammensetzung von Reagenzien, Ubertragungs- bzw. Be-
rechnungsfehler, Richtigkeit und Prazision sowie Einsatz von Referenzma-
terial durchgefiihrt werden. Falls notwendig, muss auf die Probleme durch
angemessene KorrekturmaBnahmen reagiert werden [3].

DLA stellt in den z-Score-Abbildungen die Grenzen fir die Warn- und Ein-
griffssignale als gelbe bzw. rote Linien dar. Die jeweiligen Werte haben

gemaB ISO 13528 nur GUltigkeit sofern 2 10 Ergebnisse vorliegen [3].
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3.6 z'-Score

Der z'-Score kann u.a. zur Beurteilung der Ergebnisse der teilnehmenden
Labore herangezogen werden, wenn die Standardunsicherheit des zugewiese-
nen Wertes berilicksichtigt werden muss (s. 3.8). Der z'-Score drickt das
Verhdltnis der Abweichung des Ergebnisses (xi) des betreffenden Teilneh-
mers vom zugewiesenen Wert zur Wurzel aus der Quadratsumme von Ziel-
standardabweichung (opt) und Standardunsicherheit (Uxpe)) aus [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

z! = 0
2 2
\/O-Pt T U(Xpr)

i
Sofern eine Bewertung der Ergebnisse mittels z'-Score erfolgt, haben wir
im Folgenden den Ausdruck im Nenner als Zielstandardabweichung opt' defi-
niert.

Die Anforderungen an die Analytik gelten im Allgemeinen als erfillt, wenn
-2 < z" <2

Zu Warn- und Eingriffssignalen siehe 3.5.1.

3.7 Quotient S*/opt

In Anlehnung an den HorRat-Wert kann die Bewertung einer Laborvergleichs-
untersuchung als aussagekraftig gelten, wenn der Quotient wvon robuster
Standardabweichung S* und Zielstandardabweichung opt nicht ilber 2 liegt.
Ein iber 2 liegender Wert bedeutet, dass die Pradzision nicht zufrieden-
stellend ist, d.h., dass die Pra&zision aus analytischen Griinden zu varia-
bel ist oder die festgestellte Variation hdéher ist als fir die angewandte
Methode geschatzt wurde. Somit ist eine Vergleichbarkeit der Messergeb-
nisse nicht gewdhrleistet [3].

3.8 Standardunsicherheit des zugewiesenen Werts

Jeder zugewiesene Wert ist mit einer Standardunsicherheit behaftet, die
von der Analysenmethode, Unterschieden der eingesetzten Analysenmethoden,
dem Probenmaterial und der Anzahl der Teilnehmer (P) einer LVU beein-
flusst wird. Die Standardunsicherheit des =zugewiesenen Wertes (U(Xpt))
wird fiir die vorliegende LVU wie folgt berechnet [3]:

S*

p

Ist Uwxpr) £ 0,3 opt muss die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes
nicht beriicksichtigt werden [3]. Ein deutliches Uberschreiten des Wertes
von 0,3 ist ein Hinweis darauf, dass die Zielstandardabweichung ggf. zu

ULX ) = 1,25 X
ot
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gering fiir die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes gewadhlt wur-
de. Der Quotient U(xpt)/0pt ist in den Kenndaten angegeben.

3.9 Graphische Darstellung der Bezugswerte

Die Bezugswerte (zugewiesene Werte und Zusatzniveau) werden als farbige
Linien in den Abbildungen der Ergebnisse dargestellt. Dies ermdglicht
einen optischen Vergleich der Einzelergebnisse mit den verschiedenen
Bezugswerten flir das Zusatzniveau eines Analyten einerseits und die
robusten Mittelwerte Uber alle Methoden Dbzw. iber Einzelmethoden
andererseits.

3.10 Wiederfindungsraten: Dotierung

Fiir die Ergebnisse von Dotierungsmaterialprobe und dotierter Probe werden
Wiederfindungsraten in Bezug auf die zugesetzten Allergene (Zusatzniveau)

berechnet. Die Bezugswerte ergeben sich aus den unter 2.1
Untersuchungsmaterial in Tabelle 1 angegebenen Gehalten. Als
Akzeptanzbereich AB flir die Bewertung der Teilnehmerergebnisse wird der
von der AOAC vorgeschlagene Bereich von 50 - 150% fir die
Wiederfindungsraten von Allergen-ELISAs herangezogen [21]. Far

quantitative PCR-Bestimmungen wird ebenfalls dieser Akzeptanzbereich
herangezogen.
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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 folgenden Ergebnisseiten sind fir die allergenen Bestandteile
jeweils gleich aufgebaut. Es werden zundchst die Ergebnisse aller
Methoden zu einem Parameter fiir die Probe A und dann flir die Probe B
angegeben. Die Ergebnisse der Dotierungsmaterialprobe werden zusammen mit
der jeweiligen dotierten Probe behandelt.

Um die Vergleichbarkeit von quantitativen Ergebnissen zu gewahrleisten,
wurden Teilnehmerergebnisse mit unterschiedlichen Angaben (z.B. als Pro-
tein oder allergenes Lebensmittel) soweit moéglich von DLA harmonisiert.

ELISA-Ergebnisse, die als Gliadin angegeben wurden, sind in Gluten umge-
rechnet worden. Dabei wurde die Gliadin-Angabe mit dem Faktor 2 multipli-
ziert.

Die Auswertung erfolgte getrennt nach ELISA und PCR-Ergebnissen. Die Er-
gebnisse wurden nach durchgefiithrten Methoden zusammengefasst und die Aus-
wertenummern innerhalb der Gruppen aufsteigend sortiert.

Qualitativ werden die Ergebnisse anhand des Prozentsatzes positiver bzw.
negativer Ergebnisse bewertet. Sofern 2 75 % positive oder negative
Ergebnisse vorlagen, wurde fir die betreffende Probe ein Konsens-Ergebnis
(positiv oder negativ) festgestellt. Fir jeden Teilnehmer wird in Bezug
auf die Konsens-Ergebnisse eine qualitative Bewertung vorgenommen. Hier

wurde die Ubereinstimmung mit den Konsens-Werten in Prozent angegeben.

Gegebenenfalls werden anschlieBend die Ergebnisse aller Methoden und von
Einzelmethoden mit mindestens 5 quantitativen Ergebnissen statistisch
ausgewertet.
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In den Fallen, in denen eine statistische Auswertung der quantitativen
Messergebnisse durchgefithrt wurde, werden die Ergebnisse tabellarisch
folgendermaBen aufgefihrt:

Auswerte- | Ergebnis Ergebnis z-Score z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta L Xpty;

pos/neg [mg/kg]

Die Kenndaten der Jjeweiligen Vergleichsuntersuchung werden aufgefihrt,
falls wenigstens 50% positive Ergebnisangaben und mindestens 5
quantitative Messergebnisse vorliegen:

Kenndaten Alle Ergebnisse Methode i
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewlesener Wert (Xpt) Xptarr Xotuzmaon 1

Anzahl der Messergebnisse

Anzahl der AusreilBer
Median

Robuster Mittelwert (Xpt)

Robuste Standardabweichung (S¥*)

Zielkenndaten:

Zielstandardabweichung opt

untere Grenze des Zielbereichs
(Xpt — 20pt)

obere Grenze des Zielbereichs
(Xpt + 20pt)

Quotient S*/opt
Standardunsicherheit U(xpt)

Quotient U(xpt)/Opt

Ergebnisse im Zielbereich

Prozent im Zielbereich

Im Anschluss erfolgt die Darstellung der Wiederfindungsraten fir die
Ergebnisse von Dotierungsmaterialprobe und dotierter Probe. Die Anzahl
der Ergebnisse im Akzeptanzbereich von 50-150% wird aufsummiert.
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4.1 Vergleichsuntersuchung Milch

4.1.1 ELISA-Ergebnisse: B-Lactoglobulin

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative | Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mgl/kg] pos/neg [mg/kg] (ﬁfﬁ:':g':‘:f;"
9 negativ <5 positiv 63 2/2 (100%) BK
6 negativ <0,1 positiv 22 2/2 (100%) ES
13 negativ <0,2 positiv 14,1 2/2 (100%) ES
16 negativ <0,1 positiv 19 2/2 (100%) ES
17 negativ <0,05 positiv >1 2/2 (100%) ES
14 negativ < 0,01 positiv 20 2/2 (100%) IL
1 negativ <0.5 positiv 5,91 2/2 (100%) RS
2 negativ <0.5 positiv 4,3 2/2 (100%) RS
3 negativ positiv 6,9 2/2 (100%) RS
4 negativ <0,5 positiv 31 2/2 (100%) RS Ausreiler Xpt Rs
7 negativ positiv 8,6 2/2 (100%) RS
8 negativ <1 positiv 1,8 2/2 (100%) RS
15 negativ <5 positiv 8,3 2/2 (100%) RS
Probe A Probe B
Anzahl positiv 0 13
Anzahl negativ 13 0
Prozent positiv 0 100
Prozent negativ 100 0
Konsenswert negativ positiv
Methoden:
BK = BioKits, Neogen IL = Immunolab
ES = ELISA Systems RS = Ridascreen®, R-Biopharm
Anmerkung:

Es wurden zum Nachweis von f(-Lactoglobulin mittels ELISA zu 100% negati-
ve Ergebnisse flir Probe A und zu 100% positive Ergebnisse fiir Probe B
erhalten.

Die Konsenswerte stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-
rung von Probe B.
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Quantitative Auswertung der Ergebnisse: Probe B

Auswerte- | B-Lacto- | z-Score | z-Score | Methode Hinweis
nummer | globulin Xpta, Xptgs
[mg/kg]
9 63 BK
6 22 ES
13 14,1 ES
16 19 ES
17 >1 ES
14 20 IL
1 5,91 -0,6 RS
2 4,3 -1,5 RS
3 6,9 0,0 RS
4 31 13,8 RS Ausreiler Xpt Rs
7 8,6 0,9 RS
8 1,8 -3,0 RS
15 8,3 0,8 RS
Methoden:
BK = BioKits, Neogen IL = Immunolab
ES = ELISA Systems RS = Ridascreen®, R-Biopharm
Kernel Density Plot
Fixed h: 3.621
0,05
0,045 -
0,04 4
0,035 -
0,03
0,025 |
0,02
0,015
0,01
0005 | gj/f\\¥ Abb. 2: Kerndichte-Schitzung aller
ELISA-Ergebnisse R-Lactoglobulin
° - - A o o (mit h = Opt von Xptaw)
Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung zeigt eine mehrmodale Verteilung, die sich den
verwendeten Methoden zuordnen ldsst: 1. Methode RS, 2. Methoden ES und IL
und 3. Methode BK. Die Schulter bei 31 mg/kg geht auf einen AusreiBer der
Methode RS zurick (s. Abb. 2).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung R-Lactoglobulin

Probe B

Alle Ergebnisse Methode RS
Kenndaten [ mggkg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xptarr, XptugrHop rs
Anzahl der Messergebnisse 13 7
Anzahl der AusreilBer = 1
Median 11,4 6,90
Robuster Mittelwert (Xpt) 14,5 6,98
Robuste Standardabweichung (S¥*) 11,6 4,05
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 1,75
untere Grenze des Zielbereichs 3,49
obere Grenze des Zielbereichs 10,5
Quotient S*/opt 2,3
Standardunsicherheit U(xpt) 1,91
Quotient U(xpt)/Opt 1,1
Ergebnisse im Zielbereich 6
Prozent im Zielbereich 86%
Methode:

RS = R-Biopharm, Ridascreen Fast®

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Ergebnisse aller Methoden zeigten eine Test-Methoden abhdngige mehr-
modale Verteilung (s. Abb. 2). Eine Methoden-iibergreifende Auswertung
wurde daher nicht vorgenommen.

Die Auswertung der Ergebnisse von Methode RS zeigte eine leicht erhdéhte
Variabilitdt der Ergebnisse. Der Quotient S*/opt lag etwas iber 2,0. Die
robuste Standardabweichung liegt im Bereich von etablierten Werten fir
die Vergleichsstandardabweichung der eingesetzten Bestimmungsmethode
(vgl. 3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus
Erkenntnissen). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist gegeben.

Der robuste Mittelwert der Auswertung der Methode RS lag bei ca. 36%
des Zusatzniveaus von [-Lactoglobulin zu Probe B, und somit unterhalb
der relevanten Anforderungen filir die eingesetzte Methode (s. 3.4.3 und
"Wiederfindungsraten fiir pf-Lactoglobulin”" S.21).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
70
— [ Sample B
60
——— Spike
50 = X ALL
o)
g 40 — X RS
[=)
g 30 e ~—@— BK
20 — — ES
10 L J > = L
0 ol e 1 Lo w —®—RS
9 6 13 16 17 14 1 2 3 4 7 8 15
Auswertenummer / Evaluation number
Abb. 3: ELISA-Ergebnisse B-Lactoglobulin
griine Linie = Zusatzniveau
rote Linie = Bezugswert robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Probe B / Sample B z - Scores
6,0

5,0
4,0
3,0
2,0

10
0,0 m B

|
-1,0
2,0
-3,0

4,0

Zugewiesener Wert: Methode RS / Assigned Value Method R

8 2 1 3 15 7 4

Auswertenummer / evaluation number

Abb. 4: =z-Scores (ELISA-Ergebnisse als p-Lactoglobulin)
Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS
(R-Biopharm, Ridascreen Fast)
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Wiederfindungsraten fir B-Lactoglobulin:
Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- | Methode Hinweis
nummer material dungsrate dungsrate
[mgl/kg] [%] [malkg] [%]
9 1150 200 63 328 BK
6 330 57 22 115 ES
13 NA 14,1 73 ES
16 410 71 19 99 ES
17 >1 ES
14 396 69 20 104 IL
1 315 55 5,91 31 RS
2 4,3 22 RS
3 >13.5 6,9 36 RS
4 1400 244 31 161 RS Ausreiler Xpt Rs
7 280 49 8,6 45 RS
8 1,8 9 RS
15 472 82 8,3 43 RS
AB* 50-150 % AB* 50-150 %
Anzahl im AB 5 Anzahl im AB 4 Wiederfindungsrate
100% Bezugsgrofe:
Prozent im AB 63 Prozent im AB 33 beta-Lactoglobulin, s. Seite 4
* Akzeptanzbereich der AOAC fur Allergen-ELISAs
Methoden:
BK = BioKits, Neogen IL = Immunolab
ES = ELISA Systems RS = Ridascreen®, R-Biopharm
Anmerkung:
63% der Teilnehmer haben 1in der Dotierungsmaterialprobe mittels ELISA

eine Wiederfindungsrate 1im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-150% er-
halten. Bei der mit dem Dotierungsmaterial hergestellten Kinderbrei-Pro-
be B lagen 33% der Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.1.2 ELISA-Ergebnisse: Casein

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative | Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mgl/kg] pos/neg | [mglkg] i‘l:’if',fi"s“mm""f'f
17 negativ <1 positiv >30 2/2 (100%) 4L
2 negativ <0.2 positiv 2/2 (100%) AQ
9 positiv 0,55 positiv 313 1/2 (50%) AQ
12 negativ <1 positiv 435,9 2/2 (100%) AQ
16 negativ <0,2 positiv 450 2/2 (100%) AQ
10 negativ <25 positiv 475 2/2 (100%) BK
13 negativ <0,6 positiv 64,6 2/2 (100%) ES
14 negativ <0,1 positiv 250 2/2 (100%) IL
1 negativ <2.5 positiv 100,58 2/2 (100%) RS
3 negativ positiv 55,7 2/2 (100%) RS
4 negativ <2,5 positiv 36 2/2 (100%) RS
6 negativ <2,5 positiv 155 2/2 (100%) RS
7 negativ positiv 176,3 2/2 (100%) RS
8 negativ <0,5 positiv 269,7 2/2 (100%) RS
11 negativ positiv 254 2/2 (100%) RS
15 negativ <5 positiv 353,6 2/2 (100%) RS
Probe A Probe B

Anzahl positiv 1 16

Anzahl negativ 15 0

Prozent positiv 6 100

Prozent negativ 94 0

Konsenswert negativ positiv

Methoden:

41, = 4LabDiagnostics ES = ELISA Systems

AQ = AgraQuant, RomerLabs IL = Immunolab

BK = BioKits, Neogen RS = Ridascreen®, R-Biopharm

Anmerkung:

Es wurden zum Nachweis von Casein mittels ELISA zu 94% negative Ergeb-
nisse fir Probe A und zu 100% positive Ergebnisse flir Probe B erhalten.
Das positive Ergebnis filir Probe A liegt im Bereich der Nachweis- und Be-
stimmungsgrenzen der betreffenden Methode.

Die Konsenswerte stehen in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-
rung von Probe B.
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Quantitative Auswertung der Ergebnisse: Probe B

Auswerte- Casein z-Score | z-Score | Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptgs
[mglkg]
17 >30 4L
2 AQ
9 313 AQ
12 435,9 AQ
16 450 AQ
10 475 BK
13 64,6 ES
14 250 IL
1 100,58 -1,7 RS
3 55,7 -2,7 RS
4 36 -3,2 RS
6 155 -0,5 RS
7 176,3 0,0 RS
8 269,7 2,2 RS
11 254 1,8 RS
15 353,6 4,1 RS
Methoden:
41, = 4LabDiagnostics ES = ELISA Systems
AQ = Agraguant, RomerLabs IL = Immunolab
BK = BioKits, Neogen RS = Ridascreen®, R-Biopharm

0,0025

Kernel Density Plot
Fixed h: 60.525

0,002

0,0015 -

0,001

0,0005 -

-200 -100

0

100 200

300

T
400 500

600

700

Abb. 5: Kerndichte-Schatzung aller
ELISA-Ergebnisse Casein
(mit h = opt von Xptaw.)

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schétzung zeigt eine

breite Verteilung mit mehreren Moda-
litaten, die sich nicht eindeutig
zuordnen lassen: Die Methode AQ
zeigt hohere Ergebnisse, wahrend die
Ergebnisse von Methode RS tUber einen
weiteren Bereich verteilt liegen.
Von den Methoden BK, ES und IL liegt
jeweils nur ein quantitatives Ergeb-
nis vor (s. Abb. 5).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung Casein

Probe B

Alle Ergebnisse Methode RS
Kenndaten [ mggkg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xptarr, XptugrHop rs
Anzahl der Messergebnisse 14 8
Anzahl der AusreilBer = 0
Median 252 166
Robuster Mittelwert (Xpt) 242 175
Robuste Standardabweichung (S¥*) 171 126
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt’ 70,9
untere Grenze des Zielbereichs 33,4
obere Grenze des Zielbereichs 317
Quotient S*/opt’ 1,8
Standardunsicherheit U(xpt) 55,7
Quotient U(xpt)/Opt’ 0,79
Ergebnisse im Zielbereich 7
Prozent im Zielbereich 88%
Methode:

RS = R-Biopharm, Ridascreen Fast®

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Ergebnisse aller Methoden zeigten eine nicht eindeutig Methoden zu
zuordnende breite mehrmodale Verteilung (s. Abb. 5). Eine Methoden-iiber-
greifende Auswertung wurde daher nicht vorgenommen.

Die Auswertung der Ergebnisse von Methode RS zeigte eine erhdéhte Varia-
bilitdt der Ergebnisse. Die robuste Standardabweichung liegt oberhalb
des Bereichs von etablierten Werten fiir die Vergleichsstandardabweichung
der eingesetzten Bestimmungsmethode (vgl. 3.4.2 Auswertung eines Ver-
suchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Erkenntnissen). Der Quotient
S*/opt lag deutlich tber 2,0, sodass mittels z'-Score unter Beriicksichti-
gung der Standardunsicherheit ausgewertet wurde. Der resultierende Quo-
tient S*/opt' lag unter 2,0 (vgl. 3.6 bis 3.8).

Der robuste Mittelwert der Auswertung der Methode RS lag bei ca. 114%
des Zusatzniveaus von Casein zu Probe B, und somit innerhalb der rele-
vanten Anforderungen filir die eingesetzte Methode (s. 3.4.3 und '"Wieder-
findungsraten flir Casein" S5.26).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
500 . [ Sample B
450 E— . ,kp
400 P
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Abb. 6 ELISA-Ergebnisse Casein
griine Linie = Zusatzniveau
rote Linie = Bezugswert robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
Probe B / Sample B Z' - Scores
50
Zugewiesener Wert: Methode RS / Assigned Value Method RS
4,0
3,0
2,0
n B
0,0 III -
-1’0 .
2,0
-3,0
-4,0
4 3 1 6 7 11 8 15
Auswertenummer / evaluation number
Abb. 7: z'-Scores (ELISA-Ergebnisse als Casein)

Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS

(R-Biopharm,

Ridascreen Fast)
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Wiederfindungsraten fiir Casein:
Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- | Methode Hinweis
nummer material dungsrate dungsrate
[mglkg] [%] [mglkg] [%]
17 >30 4L
2 AQ
9 8873 193 313 203 AQ
12 >3750 435,9 283 AQ
16 13000 283 450 292 AQ
10 19000 414 475 308 BK
13 NA 64,6 42 ES
14 5900 129 250 162 IL
1 4194 91 100,58 65 RS
3 >67.5 55,7 36 RS
4 4300 94 36 23 RS
6 8500 185 155 101 RS
7 8324 181 176,3 114 RS
8 269,7 175 RS
11 6460 14 254 165 RS
15 8462,5 184 353,6 230 RS
AB* 50-150 % AB* 50-150 %
Anzahl im AB 4 Anzahl im AB 3 Wiederfindungsrate
100% Bezugsgrole:
Prozent im AB 40 Prozent im AB 21 Casein, s. Seite 4

* Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs

Methoden:

BK = BioKits, Neogen IL = Immunolab

ES = ELISA Systems RS = Ridascreen®, R-Biopharm
Anmerkung:

40% (4) der Teilnehmer haben in der Dotierungsmaterialprobe mittels ELI-
SA eine Wiederfindungsrate im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-150%
erhalten. Bei der mit dem Dotierungsmaterial hergestellten Kinderbrei-
Probe B lagen 21% (3) der Wiederfindungsraten 1in diesem Akzeptanzbe-
reich.
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4.2 Vergleichsuntersuchung Gluten

4.2.1 ELISA-Ergebnisse: Gluten

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative | Methode Hinweis
nummer Bewertung
posineg | [mg/kg] posineg | [mg/kg] '.'::if':i"s"mm""f'j
7 positiv 19,2 positiv 78,8 1/2 (50%) AQ
14 negativ <1 positiv 100 2/2 (100%) IL Ergebnis umgerechnet *
1 negativ <5 positiv 43,77 2/2 (100%) RS
2 negativ <5 positiv 452 2/2 (100%) RS
3 negativ positiv 40,8 2/2 (100%) RS
4 negativ <5 positiv 33 2/2 (100%) RS
6 negativ <7 positiv 35 2/2 (100%) RS
8 negativ <5 positiv 69 2/2 (100%) RS
9 negativ <5 positiv 17 2/2 (100%) RS
12 negativ <5 positiv 26,22 2/2 (100%) RS
13 negativ <5 positiv 38,1 2/2 (100%) RS
15 negativ <0,25 positiv 44 1 2/2 (100%) RS
16 negativ <5 positiv 41 2/2 (100%) RS
17 negativ <3 positiv 21,9 2/2 (100%) RS
10 negativ <5 positiv 61,4 2/2 (100%) VT
16 negativ <10 positiv 67 2/2 (100%) VT
* Umrechnung S. 15
Probe A Probe B
Anzahl positiv 1 16 Wiederfindungsrate
Anzahl negativ 15 0 100% Bezugsgrofie:
Prozent positiv 6 100 Gluten, s. Seite 4
Prozent negativ 94 0
Konsenswert negativ positiv
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs RS = Ridascreen®, R-Biopharm
IL = Immunolab VT = Veratox, Neogen
Anmerkung:

Es wurden zum Nachweis von Gluten mittels ELISA zu 94% negative Ergeb-
nisse fiir Probe A und zu 100% positive Ergebnisse filir Probe B erhalten.
Ein positives Ergebnis flir Probe A wurde mit der Methode AQ (AgraQuant
G12) erhalten. Laut Testkit-Hersteller detektiert der Kit (im Gegensatz
zu den anderen Methoden) auch Prolamine aus Hafer. Die zwei PCR Ergeb-
nisse der Methode Sure Food Gluten, die laut Testkit-Hersteller eben-
falls Hafer detektiert, sind uneinheitlich beziiglich Probe A. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass Spuren von Hafer in der Probe
vorlagen.

Die Konsenswerte stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-
rung von Probe B.
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Quantitative Auswertung der Ergebnisse: Probe B

Auswerte- Gluten z-Score | z-Score | Methode Hinweis
nummer Xpty, Xptgs
[mg/kg]

7 78,8 2,8 AQ

14 100 4.6 IL Ergebnis umgerechnet *

1 43,77 -0,2 0,7 RS

2 45,2 -0,1 0,9 RS

3 40,8 -0,5 0,4 RS

4 33 -1,2 -0,4 RS

6 35 -1,0 -0,2 RS

8 69 2,0 3,5 RS

9 17 -2,5 -2,2 RS

12 26,22 -1,7 -1,2 RS

13 38,1 -0,7 0,1 RS

15 441 -0,2 0,8 RS

16 41 -0,5 0,4 RS

17 21,9 -2,1 -1,6 RS

10 61,4 1,3 \2)

16 67 1,8 VT

* Umrechnung S. 15

Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs RS = Ridascreen®, R-Biopharm
IL = Immunolab VT =

Kernel Density Plot
Fixed h: 11.025

0,025

0,02 4

0,015 -

0,01

0,005 -

T T
-10 10 30

T T T T
50 70 0 110 130

150

Veratox, Neogen

Abb. 8: Kerndichte-Schatzung aller
ELISA-Ergebnisse Gluten
(mit h = oOpt von Xptau)

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schatzung zeigt eine

Normalverteilung der Ergebnisse mit
zwel leichten Schultern bei 60-80
mg/kg (Methoden AQ u. VT) und 100
mg/kg (Methode IL) (s. Abb. 8).



Juni 2016 DIA - 03/2016 - Allergene IT1

Kenndaten: Quantitative Auswertung Gluten

Probe B

Alle Er ni Meth R
Kenndaten € [mggigj sse e[t'n ;/Ci{eg] S
Zugewiesener Wert (Xpt) Xptarr, XptugrHop rs
Anzahl der Messergebnisse 16 12
Anzahl der AusreilBler 0 0
Median 42,4 39,5
Robuster Mittelwert (Xpt) 46,3 36,9
Robuste Standardabweichung (S¥*) 21,9 11,7
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 11,6 9,23
untere Grenze des Zielbereichs 23,2 18,5
obere Grenze des Zielbereichs 69,5 55,14
Quotient S*/opt 1,9 1,3
Standardunsicherheit U (xpt) 6,86 4,24
Quotient U(xpt)/Opt 0,59 0,46
Ergebnisse im Zielbereich 11 11
Prozent im Zielbereich 69% 92%
Methode:

RS = R-Biopharm, Ridascreen®

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Auswertungen der Ergebnisse aller Methoden und von Methode RS1 zeig-
ten eine normale bis geringe Variabilitdt der Ergebnisse. Der Quotient
S*/opt lag jeweils unter 2,0. Die robuste Standardabweichung liegt im Be-
reich von etablierten Werten flir die Vergleichsstandardabweichung der
eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl. 3.4.2 Auswertung eines Versuchs
zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Erkenntnissen). Die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse 1ist gegeben. Diese Aussage 1ist fiir die methodeniibergrei-
fende Auswertung nur eingeschrdnkt giiltig, da fir die Methoden AQ, IL
und VT jewelils nur wenige Ergebnisse vorlagen und diese sdmtlich iiber
dem robusten Mittelwert aller Ergebnisse lagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 123% bzw. 98% vom
Zusatzniveau von Gluten zu Probe B, innerhalb der relevanten Anforderun-
gen filir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und "wWiederfindungsraten
fiir Gluten" S.32).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
110
100 = [ Sample B
90 ~——— Spike
80
70 — | —/XALL
2 60 m —— XRS
g 50
40 B = - —o—AQ
30 IL
20 RS
10 H
0o '@ & s 2 s 2 ‘e | —* VT
7 14 1 2 3 4 6 8 9 12 13 15 16 17 10 16
Auswertenummer / Evaluation number
Abb. 9: ELISA-Ergebnisse Gluten
griine Linie = Zusatzniveau
rote Linie = Bezugswert robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Probe B / Sample B z - Scores

50 Zugewiesener Wertt: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

4,0
3,0

2,0 .
11
0,0 I I . EE--

-1,0

-2,0
-3,0
4,0

9 1712 4 6 13 3 16 1 156 2 10 16 8 7 14

Auswertenummer / evaluation number

Abb. 10: z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Gluten)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Probe B / Sample B z - Scores
5,0

4,0
3,0
2,0
1,0

0.0 - ——=m BB []
1,0 I I I

-2,0

-3,0
-4,0

Zugewiesener Wert: X Methode RS1 / Assigned Value Method RS1

9 17 12 4 6 13 3 16 1 15 2 8

Auswertenummer / evaluation number

Abb. 11: z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Gluten)
Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS
(R-Biopharm, Ridascreen)
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Wiederfindungsraten fiir Gluten:
Dotierungsmaterialprobe und Probe B
Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- | Methode Hinweis
nummer material dungsrate dungsrate
[mglkg] [%] [mglkg] [%]
7 1035 63 78,8 210 AQ
14 2940 178 100 266 IL Ergebnis umgerechnet *
1 934 57 43,77 116 RS
2 45,2 120 RS
3 >320 40,8 109 RS
4 11021 668 33 88 RS
6 785 48 35 93 RS
8 69 184 RS
9 375 23 17 45 RS
12 735,34 45 26,22 70 RS
13 NA 38,1 101 RS
15 1501,3 91 441 117 RS
16 750 45 41 109 RS
17 21,9 58 RS
10 61,4 163 VT
16 - 67 178 VT
* Umrechnung S. 15
AB* 50-150 % AB* 50-150 %
Anzahl im AB 3 Anzahl im AB 10 Wiederfindungsrate
100% BezugsgroRe:
Prozent im AB 33 Prozent im AB 63 Gluten, s. Seite 4
* Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs RS = Ridascreen®, R-Biopharm
IL = Immunolab VT = Veratox, Neogen
Anmerkung:
33% (3) der Teilnehmer haben in der Dotierungsmaterialprobe mittels ELI-

SA eine Wiederfindungsrate 1im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-150%

erhalten.

Bei

der mit dem Dotierungsmaterial hergestellten Kinderbrei-

Probe B lagen 69% der Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.2.2 PCR-Ergebnisse: Glutenhaltige Getreide

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative | Methode Hinweis
nummer Bewertung
Ubereinsti
pos/neg [mg/kg] pos/neg [Mmalkgl | e Konconoworton,
3 positiv positiv - SFA
17 negativ positiv - SFA
16 negativ positiv - div
Methoden:
SFA = Sure Food Allergen, div = keine genaue Angabe / andere Methode

R-Biopharm / Congen

Anmerkung:

Zum Nachweis von DNA glutenhaltiger Getreide mittels PCR wurden 3 posi-
tive Ergebnisse fiir Probe B erhalten. Dies steht in qualitativer Uber-
einstimmung mit der Dotierung von Probe B.

Fiir Probe A wurden ein positives und zwel negative Ergebnisse erhalten.
Bei den ELISA-Ergebnissen wurde ebenfalls ein positives Ergebnis erhal-
ten (vgl. S.27).
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

5.1.1 ELISA: B-Lactoglobulin

Primdrdaten
Auswerte- |Ergebnis Probe A |Ergebnis Probe B |Ergebnis Angabe quantitatives Meth. |[Methode
nummer Dotierungsprobe |Ergebnis als Abk.
qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
9 negatv | <5 positiv | 63 positv. | 1150 |  beta-Lactoglobulin gk | BioKits B'La";“’e%'ggﬁ“" AssayKit,
. . . 4 . ELISA-Systems B-Lactoglobulin
6 negativ <0,1 positiv 22 positiv 330 beta-Lactoglobulin ES Residue Detection ELISA
. . . ELISA-Systems B-Lactoglobulin
13 negativ <0,2 positiv 14,1 NA NA beta-Lactoglobulin ES Residue Detection ELISA
. - - 4 . ELISA-Systems B-Lactoglobulin
16 negativ <0,1 positiv 19 positiv 410 beta-Lactoglobulin ES Residue Detection ELISA
. - . ELISA-Systems B-Lactoglobulin
17 negativ <0,05 positiv >1 - Given as ES Residue Detection ELISA
14 negativ | <0,01 positiv 20 positiv 396 beta-Lactoglobulin IL Immunolab B-Lactoglobulin ELISA
. . e 4 . Ridascreen Fast -Lactoglobulin
1 negativ <0.5 positiv 5,91 positiv 315 beta-Lactoglobulin RS (R4902), r-Biopharm
. . . Ridascreen Fast -Lactoglobulin
2 negativ <0.5 positiv 4,3 - beta-Lactoglobulin RS (R4902), r-Biopharm
. . . . Ridascreen Fast 3-Lactoglobulin
g negativ positiv 6,9 positiv >13.5 beta-Lactoglobulin RS (R4902), r-Biopharm
. . . . Ridascreen Fast 3-Lactoglobulin
4 negativ <0,5 positiv 31 positiv 1400 beta-Lactoglobulin RS (R4902), r-Biopharm
. . . . Ridascreen Fast B-Lactoglobulin
7 negativ positiv 8,6 positiv 280 beta-Lactoglobulin RS (R4902), r-Biopharm
_ _ _ 4 . Ridascreen Fast -Lactoglobulin
8 <1 1,8 beta-Lactoglobulin RS (R4902), r-Biopharm
. r-biopharm, RIDASCREEN®FAST
15 - <5 - 8,3 - 472 R-Lactoglobulin RS R-Lactoglobulin (R4902)
Methoden:
BK = BioKits, Neogen IL = Immunolab

ES = ELISA Systems RS = Ridascreen®,

R-Biopharm
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Weitere Angaben zu den Methoden

Auswerte- |Meth. |Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und Sonstige Hinweise
nummer Abk. Bestimmung)
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
9 BK
6 ES
13 ES B-Lactoglobulin  |Hersteller Extraktionslésung / 15 min / 60C
16 ES
17 ES
14 IL
Probe w urde fest bei Zugabe der ersten
wie in der Extraktionslésung. Um eine flissige Mischung zu
1 RS Beschreibung nach Herstelleranleitung erhalten, w urde die halbe zw eite Extraktionslésung
angegeben einen Schritt friher zugegeben und die zw eite Halfte im
zw eiten Schritt zugegeben.
2 RS
3 RS
4 RS
7 RS
8 RS spl\ékz)j;gléli?gzlgzn Extraktior}slésung 2/10min/100°C +A-
. |AEP/10min/60°C
beta-Lactoglobulin
15 RS nach Herstelleranleitung




Juni

2016

DIA - 03/2016 - Allergene IT1

5.1.2 ELISA: Casein

Primédrdaten
Auswerte- |Ergebnis Probe A |Ergebnis Probe B  |Ergebnis Angabe quantitatives |Meth. |Methode
nummer Dotierungsprobe Ergebnis als Abk.
qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
17 negativ <1 positiv >30 - Ergebnis als 4L Kit 4LAB MILK ALERT Il
. . . AgraQuant Casein (CO-
2 negativ <02 positiv - Casein AQ KAL1200), RomerLabs
" " " . AgraQuant Casein (CO-
9 positiv 0,55 positiv 313 positiv 8873 Casein AQ KAL1200), RomerLabs
. . . . AgraQuant Casein (CO-
12 negativ <1 positiv 435,9 positiv >3750 Casein AQ KAL1200), RomerLabs
. " . . AgraQuant Casein (CO-
16 negativ <0,2 positiv 450 positiv 13000 Casein AQ KAL1200), RomerLabs
10 negativ |< 2,5ppm| positiv | 475 ppm positiv 1,90% Casein BK BioKits C'\zla:sér;:ssay Kit,
. . . ELISA-Systems Casein
13 negativ <0,6 positiv 64,6 NA NA Casein ES Residue Detection ELISA
14 negativ <01 positiv 250 positiv 5900 Casein IL Immunolab Casein ELISA
. . . . Ridascreen Fast Casein
1 negativ <2.5 positiv 100,58 positiv 4194 Casein RS (R4612), r-Biopharm
. . . . Ridascreen Fast Casein
3 negativ positiv 55,7 positiv >67.5 Casein RS (R4612), r-Biopharm
. " . . Ridascreen Fast Casein
4 negativ <2,5 positiv 36 positiv 4300 Casein RS (R4612), r-Biopharm
. " . . Ridascreen Fast Casein
6 negativ <2,5 positiv 155 positiv 8500 Casein RS (R4612), r-Biopharm
. " - . Ridascreen Fast Casein
7 negativ positiv 176,3 positiv 8324 Casein RS (R4612), r-Biopharm
. Ridascreen Fast Casein
8 - <0,5 - 269,7 - Casein RS (R4612), r-Biopharm
. . Ridascreen Fast Casein
11 negativ - 254 - 6460 Casein RS (R4612), r-Biopharm
r-biopharm,
15 - <5 - 353,6 - 8462,5 Casein RIDASCREEN®FAST
RS Casein (R4612)
Methoden:
41, = 4LabDiagnostics ES = ELISA Systems
AQ = AgraQuant, RomerLabs IL = Immunolab
BK = BioKits, Neogen RS = Ridascreen®, R-Biopharm
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Weitere Angaben zu den Methoden

Auswerte- |Meth. Spezifitat | Hinweise zur Methode (Extraktion |Sonstige Hinweise
nummer Abk. und Bestimmung)
Antikorper z.B. Extraktionslosung / Zeit / Temperatur
17 4L
2 AQ
9 AQ
12 AQ Casein |Extraktionslésung / 15 min / 60°C Spiking sample: 1:4000; sample A/B: 1:500;
16 AQ
10 BK Casein Verw endung von Veratox Casein Allergen
13 ES Casein |Extraktionslésung / 15 min / 60°C
14 IL
wie in der Probe w urde fest bei Zugabe der ersten Extraktionslésung. Um eine
1 RS Beschreib- e st fli]ssig_e Misltl:hung zu erhalterjn, w Hrde die halbe zw eite . .
ung Extraktionslésung einen Schritt friiher zugegeben und die zw eite
angegeben Halfte im zw eiten Schritt zugegeben.
3 RS
4 RS
6 RS
7 Aufarbeitung fur Kindernahrung (Aufarbeitung
RS mit AEP), BG 0,5ppm
8 RS Casein |Allergen Extraktionspuffer verdtinnt/10min/60°C
11 RS Casein
15 RS nach Herstelleranleitung
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5.1.3 ELISA: Gluten

Primdrdaten
Auswerte- |Ergebnis Probe A |Ergebnis Probe B |Ergebnis Angabe quantitatives |Meth. |Methode
nummer Dotierungsprobe Ergebnis als Abk.
qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
™ ™ ™ AgraQuant Gluten G12,
7 positiv 19,2 positiv 78,8 positiv 1035 Gluten AQ RomerLabs
14 negativ | <1 positiv | 50 positiv | 1470 Gliadin L 'mm‘g‘lﬁggiad‘”
1 negativ | <5 | positiv | 4377 | positiv 934 Gluten RS (E%ﬁc)““‘f;gﬁ;
2 negativ <5 positiv 45,2 positiv Gluten RS (E%%iiri_e;ilﬁz:q
3 negativ positiv 40,8 positiv >320 Gluten RS g%ﬁ?iggﬁﬁ;
4 negatv | <5 positiv | 33 positiv | 11021 Gluten RS E‘éﬁjﬁggﬁﬁ;
6 negativ | <7 positv | 35 positiv 785 Gluten RS (Ff;%%jc)”ie;gﬁm
Ridascreen Gluten
8 : <® - 69 ; Gluten RS | (R7001), r-Biopharm
9 negativ <5 positiv 17 positiv 375 Gluten RS (E;;;?ﬁi;éﬂﬁgi;
12 negativ <5 positiv 26,22 positiv 735,34 Gluten RS (E;%%i‘;rizgﬁt;;
13 negatv | <5 positiv | 38,1 NA NA Gluten RS <§'7doa(‘)s1°)rer_e;$'ﬁ?n
r-biopharm,
15 - <0,25 - 441 - 1501,3 Gluten RIDASCREEN®FAST
RS Gliadin (R7001)
16 negatv | <5 positiv | 41 positiv 750 Gluten RS <§'7"O%S1‘3)rieé‘li'ﬁm
17 negativ <3 positiv 21,9 - Ergebnis als RS (E;dozi‘;ri_egigﬁﬁrr;
10 negativ | < 5ppm | positiv |61,4 ppm positiv Gluten VT Veratﬁ(e(;ge;im RS,
16 negativ | <10 | positv | 67 . . Gluten T Ver?\j‘;’éggjd'“'
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs = Ridascreen®, R-Biopharm
IL = Immunolab =

Veratox,

Neogen
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Weitere Angaben zu den Methoden

Auswerte- Meth. [Spezifitit | Hinweise zur Methode (Extraktion [Sonstige Hinweise
nummer  |Abk. und Bestimmung)
Antikorper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
7 AQ
14 IL
wie in der Probe w urde fest bei Zugabe der ersten Extraktionsldsung. Um eine
1 RS Beschreib- e s R fIFJssige Milschl{ng zu erhalten, w urdg die ha'lbe zw eitg Extrall(tionslésllmg
ung einen Schritt friher zugegeben und die zw eite Halfte im zw eiten Schritt
angegeben zugegeben.
2 RS Cocktail-Lésung
3 RS
4 RS R5
6 RS
8 RS R5-Mendez gc/)(;iail-LésungMOmin/SO"C+ Etanol 80% / 1
9 RS
12 RS Gliadin gts)fétail—Losung Art. Nr. R7006 / 60 min / Spiking sample: 1:4000; sample A/B: 1:500;
13 RS | Gluten (R5) |Cocktail solution / 40 min / 50C
15 RS nach Herstelleranleitung
16 RS
17 RS
10 VT Gliadin
16 VT
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5.1.4 PCR: Glutenhaltige Getreide

Primdrdaten
Auswerte- |Ergebnis Probe A Ergebnis Probe B Ergebnis Angabe quantitatives Meth. |Methode
nummer Dotierungsprobe Ergebnis als Abk.
qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
3 positiv positiv positiv Gluten sFa | SureFood Allergen, Congen /r-
Biopharm
17 negativ positiv SFA Sure Food AI_Iergen, Congen/r-
Biopharm
. } - B Fr R Weizen-DNA, Roggen-DNA, q .
16 negativ positiv positiv Gersten DNA div interne Methode
Methoden:

SFA = Sure Food Allergen,
R-Biopharm / Congen

div = keine genaue Angabe / andere Methode

Weitere Angaben zu den Methoden

Auswerte- |Meth. |Spezifitat

Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
nummer  |Abk.

Bestimmung)
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR/
RS RURE {00 Gelelektrophorese / Cyclen
3 SFA
17 SFA
16 div CTAB / Protease K/ Chloroform + Promega Wizard/

Endpunkt PCR/ 4% Agarosegel / 45 Zyklen
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5.2 Homogenitéat

5.2.1 Mischungshomogenitdt vor der Abfillung

Microtracer Homogenitéatstest

Dotierungsmaterialprobe

Gewicht Gesamtprobe 1,21 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengroRe 75-300 pm
Gewicht pro Partikel 2,0 Mg
Tracerzugabe 35,8 mg/kg
Analysenergebnisse:
Probe Einwaage [g] 'Z?];t':ﬁl {?g;::g]l

1 6,41 123 38,4

2 5,33 101 37,9

3 5,99 92 30,7

4 6,16 97 315

5 5,96 92 30,9

6 5,55 106 38,2

7 5,77 102 354

8 5,80 108 37,2
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 35,0 mg/kg
Mittelwert 102,8 Partikel Standardabweichung 3,44 mg/kg
Standardabweichung 10,1 Partikel rel. Standardabweichung 9,82 %
%2 (CHI-Quadrat) 6,95 Horwitz Standardabweichung 9,37 %
Wahrscheinlichkeit 43 % HorRat-Wert 1,0
Wiederfindungsrate 98 % Wiederfindungsrate 98 %
Microtracer Homogenitéatstest
DLA03-2016 Probe B
Gewicht Gesamtprobe 2,07 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengrolRe 75-300 pum
Gewicht pro Partikel 2,0 ug
Tracerzugabe 19,6 mg/kg
Analysenergebnisse:

Probe Einwaage [g] Zi:gﬁl FF: S/IES]I

1 6,6 67 20,5

2 59 55 18,7

3 57 45 15,8

4 6,8 49 14,5

5 6,1 53 174

6 6,8 55 16,1

7 6,2 59 19,1

8 55 39 14,2
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 17,0 mg/kg
Mittelwert 52,7 Partikel Standardabweichung 2,25 mg/kg
Standardabweichung 6,97 Partikel rel. Standardabweichung 13,2 %
%2 (CHI-Quadrat) 6,46 Horwitz Standardabweichung 10,4 %
Wahrscheinlichkeit 49 % HorRat-Wert 1,3
Wiederfindungsrate 87 % Wiederfindungsrate 87 %
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6. Verzeichnis der teilnehmenden Institute in
alphabetischer Reihenfolge

Teilnehmer / Participant Oort / Town Land / Country
SPANIEN
FRANKREICH
KANADA

ITALIEN
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
SCHWEDEN
Deutschland
SPANIEN
BELGIEN
GROSSBRITANIEN
Deutschland
GROSSBRITANIEN
Deutschland
Deutschland

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden fir 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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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
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pliance with feed and food law, animal health and animal welfare rules
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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)
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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
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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
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Micro Tracers Services Europe GmbH

Codex Alimentarius Commission (2010) - Guidelines on performance criteria
and validation of methods for detection, identification and quantification
of specific DNA sequences and specific protiens in foods, CAC/GL 74-2010
DIN EN ISO 15633-1:2009; Nachweis von Lebensmittelallergenen mit
immunologischen Verfahren - Teil 1: Allgemeine Betrachtungen / Foodstuffs
- Detection of food allergens by immunological methods - Part 1: General
considerations

DIN EN ISO 15634-1:2009; Nachweis von Lebensmittelallergenen mit
molekularbiologischen Verfahren - Teil 1: Allgemeine Betrachtungen /
Foodstuffs - Detection of food allergens by molecular biological methods -
Part 1: General considerations

DIN EN ISO 15842:2010 Lebensmittel - Nachweis von Lebensmittelallergenen -
Allgemeine Betrachtungen und Validierung von Verfahren / Foodstuffs -
Detection of food allergens - General considerations and validation of
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Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best
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26.Jayasena et al. (2015) Comparison of six commercial ELISA kits for their
specificity and sensitivity in detecting different major peanut allergens.
J Agric Food Chem. 2015 Feb 18;63(6):1849-55

27.ASU §64 LFGB L 06.00-56 Bestimmung von Sojaprotein in Fleisch und
Fleischerzeugnissen Enzymimmunologisches Verfahren (2007)

28.ASU §64 LFGB L 00.00-69 Bestimmung von Erdnuss-Kontaminationen in
Lebensmitteln mittels ELISA im Mikrotiterplattensystem (2003)
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Alle 17 Teilnehmer haben mindestens ein Ergebnis eingereicht. Die Aus-
wertung erfolgte hinsichtlich der Parameter p-Lactoglobulin, Casein und
Gluten fur ELISA-Methoden. Zusatzlich wurden Wiederfindungsraten fur
die Dotierungsmaterialprobe und die dotierte Probe ermittelt. Details =zu
den einzelnen Parametern inklusive separater Auswertung nach Test-
kit-Herstellern sind dem Auswertebericht zu entnehmen. Flir glutenhaltige
Getreide wurden wenige PCR-Ergebnisse ibermittelt.

8 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europaischen Ausland (Belgien, Frank-
reich, GroRBbritannien, Italien, Schweden, Schweiz, Spanien). Ein Teil-
nehmer hatte seinen Sitz im AuBer-Europdischen Ausland (Kanada) .




