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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) bzw. Eignungspriifun-
gen (PT) 1ist ein unverzichtbares Element fiir das Qualitdts-Management-
System eines jeden, mit der Untersuchung von Lebensmitteln, Futtermit-
teln, kosmetischen Mitteln und Bedarfsgegenstanden befassten Labors. Die
Durchfiihrung von Laborvergleichsuntersuchungen ermdéglicht den teilnehmen-
den Laboren die eigene analytische Kompetenz unter realen Bedingungen
nachzuweisen. Gleichzeitig erhalten sie wertvolle Daten fiir die erforder-
liche Verifizierung oder Validierung der durchgefiithrten Untersuchungsme-
thode [1, 5].

Das Ziel wvon DLA ist es, LVU fiir 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 zwei 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 wvon 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. -prozessie-

rung zu charakterisieren.

Bei dem Untersuchungsmaterial handelt es sich um handelsiibliche Butter-
kekse. Die Grundzusammensetzung war fir beide Proben A und B gleich (s.
Tabelle 1). Nach Zerkleinern, Sieben und Homogenisieren der Grundmischung
wurde der dotierten Probe B als weitere Zutat ein mit dem Dotierungsmate-
rial gebackener Keks (190°C, 20 min) zugesetzt, das die allergenen Zuta-
ten Erdnuss und Mandel enthalt.

Dabei wurde folgendermalben vorgegangen: Nach Zerkleinerung und Homogeni-
sierung wurde der die allergenen Zutaten enthaltende gebackene Keks =zu
einem Aliquot der Grundmatrix gegeben und die Mischung homogenisiert. An-
schlieRBend wurde portionsweise erneut Grundmatrix in 5 weiteren Schritten
zugegeben und Jjeweils maschinell homogenisiert bis die Gesamtmenge er-
reicht war. Die Grundmatrix wurde nach Vorzerkleinerung mittels Zentrifu-
galmiihle gesiebt (mesh 1,5 mm).

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 wvon ca. 25 g in
metallisierte PET-Folienbeutel abgeftllt.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben

Zutaten Probe A Probe B
Butterkekse 100 g/100g 96,3 g/100g

Zutaten: Weizenmehl, Zucker, Butter, Glucose-
sirup, Backtriebmittel: Ammoniumhyrogencarbo-
nat und Natriumhydrogencarbonat, Salz, Vol-
leipulver, Saureregulator: Natriumcarbonat
Nahrwertangaben pro 100 g:

Eiweil 7,5 g, Kohlenhydrate 75 g, Fett 12 g

Kekse (gebacken 190°C, 20 min)

Zutaten: Zucker, Weizenmehl, Butter, Eier, - 3,6 g/100g
Salz
Dotierungsmaterialprobe - 0,12 g/100g

Tabelle 2: Zugesetzte Mengen allergener Zutaten

Zutaten Dotierungsmaterialprobe Probe B
Kartoffelmehl 88,00% 0,12%
Erdnussmus 8450 mg/kg (= 0,85 %)

Zutaten: Erdnisse, heiBluft gerdstet

(99,2%), Salz 8370 mg/kg 10 mg/kg
- als Erdnuss* 2510 mg/kg 2,9 mg/kg
- davon 30% Gesamtprotein***

Mandelmus, weilB 12900 mg/kg (= 1,29 %)

Zutaten: SuBe Mandeln

- als Mandel* 12900 mg/kg 15 mg/ kg
- davon 20% Gesamtprotein** 2580 mg/kg 3,0 mg/kg

weitere Zutaten:
andere Niisse, Leguminosen und Fructose < 10,0 % < 0,02 %

*Allergen-Gehalte als ,Lebensmittel™ wie in Spalte Zutaten angegeben gemalb
gravimetrischer Mischung

** Proteingehalte gemd&® Laboranalyse des Rohstoffs (Gesamtstickstoff nach Kjeldahl)
*** Proteingehalte gemal Deklaration

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

Die Mischungshomogenitdt vor der Abfillung wurde in 10-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-Probe B und Dotierungsmaterialprobe hat eine Wahrscheinlich-
keit von 90% bzw. 30% ergeben. Die Partikel-Ergebnisse wurden zusatzlich
in Konzentrationen umgerechnet, statistisch als Normalverteilung ausge-
wertet und mit der Standardabweichung nach Horwitz wverglichen. Es wurden
HorRat-Werte von 0,8 bzw. 1,5 erhalten. Die Ergebnisse der Microtracer-
Analyse sind in der Dokumentation angegeben.

Homogenitat der abgefiillten dotierten Probe B

Durchfithrung der Homogenitdtstests

Die Homogenitdtstests wurden in Kooperation mit den Labors der angegebenen Test-
kit-Anbieter durchgefiithrt. Von DLA wurden zufdllig 10 Muster der abgefiillten do-
tierten Probe ausgewadahlt und davon jeweils 2 Teilproben in =zuvor =zufdllig-co-
dierte Extraktionsbehdlter eingewogen und anschlieBend den Labors zur Analyse
zugeschickt. Die Einwaagen wurden mit einer Abweichung von * 10% von der Soll-
einwaage der Testkit-Anleitung vorgenommen und den Labors nicht mitgeteilt. Nach
Ubersendung der Analysenergebnisse durch die Labors wurden die giiltigen Ergeb-
nisse anhand der exakten Einwaagen von DLA berechnet und die statistische Be-
rechnung gemdal ISO 13528:2009 Anhang B vorgenommen.

Bewertung der Homogenitdt

Die Homogenitat wird mit einer Standardabweichung zwischen den Proben von Ss
< 15% (,Heterogenitdtsstandardabweichung™) als hinreichend gesichert angesehen.
Dieses Kriterium wird flir die untersuchte Probe B in allen ELISA-Tests sowohl
fir Erdnuss (Immunolab, AgraQuant Plus und Veratox) als auch fir Mandel (Immuno-
lab, AgraQuant Plus und Veratox) erfiillt (s. Seiten 7 und 8). Die Anforderung an
Wiederholstandardabweichungen von ELISA- und PCR-Verfahren ist Ublicherweise
< 25% [16, 17, 20, 217.

Falls die Kriterien fiir eine ausreichende Homogenitdt des Probenmaterials bezig-
lich eines Parameters nicht erfiillt sind, werden die Auswirkungen auf die Ziel-
standardabweichung gepriuft. Ggf. erfolgt die Bewertung der Ergebnisse der Teil-
nehmer unter Bericksichtigung der Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes
anhand von z'-Scores (s. 3.6 und 3.8) [3].
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ELISA-Tests: Erdnuss / Peanut

Immunolab Peanut ELISA Sample weights: 1,0 g (0,9 - 1,19)
Number of replicates: 2
Overall result: Peanut 13,7 + 0,38 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg < M
1 13,87 13,27 13,57 < Immunolab
2 13,60 12,70 13,15 2 19 Peanut ELISA
3 14,47 13,57 14,02 a Sample B
4 13,91 13,55 13,73 gz T
5 13,25 12,98 13,11 g i * Subsample 1
6 13,54 13,84 13,69 5 ® ® Subsample 2
7 13,58 13,98 13,78 22 3 W s
8 12,86 13,56 13,21 ER &an
9 13,26 14,53 13,89 23 14 X+ 168%
10 14,42 14,33 14,37 s H—-15%
] 9
General average X 13,65 g
SD of sample means Sx 0,41 3,0% ~ 7
SD within-samples Sw 0,48 3,5% 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10
SD betw een-samples Ss 0,38 2,8%
Independant Samples
Neogen Veratox ELISA Peanut Sample weights: 5,0 g (4,5- 5,5 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Peanut 18,7 + 1,4 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg
1 19,14 18,97 19,06 § 27 Veratox
2 18,41 20,47 19,44 2 25 Peanut-ELISA
3 17,02 21,40 19,21 2 ” Sample B
4 18,14 17,69 17,92 2z _
5 19,30 17,43 18,36 g 21 e - * Subsample 1
6 19,46 19,87 19,66 Ew 19 Xk @ g X * ® Subsample 2
7 16,80 18,97 17,89 =2 * Y s °
8 19,67 17,34 18,50 sg 7 g * ® — Mean
9 19,79 18,14 18,96 g3 15 X+15%
10 18,50 16,82 17,66 s 13 X-15%
a
General average X 18,67 g 1
SD of sample means Sx 0,70 3,8% — 9
SD w ithin-samples Sw 1,46 7,8% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 1,38 7,4%
Independant Samples
Romerlabs AgraQuant Plus Peanut Sample weights: 1,09 (0,9 1,1 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Peanut 17,4 + 2,4 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg
1 15,12 17,20 16,16 % 25 AgraQuant Plus
2 18,32 13,33 15,83 2 o3 Peanut-ELISA
3 19,62 16,96 18,29 = Sample B
4 13,26 18,05 15,65 2z 2 * = *
5 18,35 17,99 18,17 g*g 19 * - * *  Subsample 1
6 20,69 18,79 19,74 Cw ® * ® Subsample 2
7 17,80 15,23 16,51 =2 17® * y
8 20,25 16,08 18,17 22 5k - ® .0 =
9 19,16 14,87 17,02 23 ~ K+15%
10 21,17 15,83 18,50 g 13 b 2 X-16%
& 1
General average X 17,40 Ug;
SD of sample means Sx 1,36 7,8% —= 9
SD wiithin-samples Sw 2,59 14,9% 1 2 3 4 a 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 2,40 13,8%

Independant Samples
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ELISA-Tests: Mandel / Almond

Immunolab Almond ELISA Sample weights: 1,0 g (0,9 1,1 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Almond 7,11 + 0,18 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg < 11
1 6,78 7,37 7,08 < Immunolab
2 713 6,87 7,00 2 10 Almond ELISA
3 7,82 7,13 7,48 z g Sample B
4 6,97 7,26 7,11 2z
5 6,68 7,14 6,91 g ot 8 * * Subsample 1
6 6,99 7,20 7,10 Ea 7 M ® Subsample 2
7 7,95 7,70 7,82 22 Mean
8 6,97 6,64 6,81 S2 6
9 6,52 6,95 6,73 23 X+15%
10 6,93 7,25 7,09 g 5 X—15%
R
General average X 7,11 2
SD of sample means Sx 0,32 4,5% ~ 3
SD within-samples Sw 0,29 4,1% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 0,18 2,5%
Independant Samples
Neogen Veratox ELISA Almond Sample weights: 5,0 g (4,5- 5,5 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Almond 4,40 + 0,35 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg < 7.0
1 4,56 4,03 4,30 3 65 Veratox
2 3,79 4,64 4,22 2 Almond-ELISA
3 4,26 4,42 4,34 2 6.0 Sample B
4 4,36 4,16 4,26 25 55
5 4,56 4,05 4,31 2% 5 * Subsample 1
6 4,55 4,26 4,40 E D 45k @ * $ o - ® Subsample 2
7 4,20 4,90 4,55 22 & W Mean
8 4,14 4,79 4,47 532 400 o
9 4,62 4,39 4,50 28 35 ’ X+ 15%
10 4,41 4,89 4,65 g 30 X-15%
@
General average X 4,40 Ug; 25
SD of sample means Sx 0,14 3,2% = 20
SD w ithin-samples Sw 0,36 8,2% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 0,35 7,9%
Independant Samples
Romerlabs AgraQuant Plus Almond Sample weights: 1,09 (0,9 1,1 g)

Number of replicates: 2
Overall result: Almond 8,34 + 0,76 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg < 13
1 8,04 8,04 8,04 [ AgraQuant Plus
2 7,44 8,12 7,78 2 12 Almond-ELISA
3 8,23 9,95 9,09 o n Sample B
4 8,16 7,96 8,06 gg 10 ®
5 9,02 7,97 8,50 g‘g % * Subsample 1
6 9,38 9,17 9,28 ew 9 g * * ® Subsample 2
7 8,23 8,35 8,29 =22 g3 * s Mean
8 9,06 7,37 8,22 S 2 * ®
9 8,60 7,40 8,00 28 T ? X+ 15%
10 9,25 7,02 8,14 s 6 X-15%
= &
General average X 8,34 g
SD of sample means Sx 0,48 5,8% = 4
SD within-samples Sw 0,83 10,0% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 0,76 9,1%

Independant Samples
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2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 35. Kalenderwoche 2016 je eine Portion
der Untersuchungsmaterialien A und B sowie eine Dotierungsmaterialprobe
verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden freigestellt. Die Untersu-
chungen waren durchzufilhren bis spatestens 14. Oktober 2016.

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

Bei den beiden Mustern handelt es sich um zwel unterschiedliche Proben
(Probe A und Probe B) mit méglichen Gehalten an den allergenen Lebensmit-
teln Erdnuss und/oder Mandel im mg/kg-Bereich. Die Matrix ist ein Kleinge-
b&ck (Butterkekse).

Zusdtzlich wird eine ,Dotierungsmaterialprobe" zur Verfiigung gestellt, die
die allergenen Bestandteile mit einem Gehalt von 1-10% in Kartoffelmehl als
Trdgermaterial enthdlt. Die Dotierungsprobe wurde zur Dotierung der Posi-
tivprobe verwendet und soll wie eine weitere Probe untersucht werden. Die
Materialien wurden auf Homogenitdt getestet.

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen Analysen-
einwaagen, eine reprdsentative Probenmenge entsprechend guter Laborpraxis

zu homogenisieren.

Zum Nachwels oder zur Bestimmung der genannten Analyten kénnen alle geeig-
neten Methoden eingesetzt werden (z.B. PCR und ELISA).

2.3 Ergebnistibermittlung

Die Ergebnisabgabe erfolgte einheitlich mittels an die teilnehmenden La-
bore ibergebenen Ubermittlungstabellen (per eMail).

Zur Auswertung kamen einerseits die Ergebnisse als positiv/negativ Anga-
ben und andererseits angegebene Gehalte an allergenen Zutaten in mg/kg
z.B. als allergenes Lebensmittel oder Protein.

Im Zuge der Auswertung wird ggf. bei einigen Teilnehmern die Art der An-
gabe der quantitativen Ergebnisse von DLA durch Nachfragen per eMail ab-
gesichert.

Abgefragt und dokumentiert wurden die o.g. Ergebnisse sowie Angaben zu
den Testmethoden wie Spezifitdten, Bestimmungsgrenzen, 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 21 Teilnehmern haben 20 Teilnehmer ihre Ergebnisse fristgerecht abge-
geben. 1 Teilnehmer hat keine 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 La-
boratorien 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. in der Praxis von ELI-
SA- und PCR-Verfahren mit Messwerten im mg/kg Bereich nur in Ausnahmefal-
len 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

Die in Tabelle 3a (ELISA) und Tabelle 3b (PCR) angegebenen relativen Wie-
derholstandardabweichungen (RSD,) und relativen Vergleichsstandabweichun-
gen (RSDg) wurden in Ringversuchen mittels der angegebenen Methoden er-
mittelt. Die resultierenden Zielstandardabweichungen opt wurden fir eine
Anzahl von m = 2 Wiederholmessungen berechnet. Bei einer Anzahl von m = 1
ist die Vergleichsstandardabweichung o gleich der Zielstandardabweichung
Opt.
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Tabelle 3a: ELISA-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen
(RSD,) und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDz) gemalB ausgewahlter
Auswertungen von Versuchen zur Prazision und die resultierende Zielstan-
dardabweichung opt [27-28]

Parameter Matrix Mittel- Wieder- rob RSD, RSDy opt Methode /
werte findung RSD, Literatur
[mg/kg]
Erdnuss Vollmilch- 173,7 87 % - 8,8% 31% 30,4% |ELISA Herst. A
schokolade 33,8 85 % - 5,2% 20% 19,7% ASU 00.00-69
5,9 59 % - 7,8% 31% | 30,5%
Erdnuss Vollmilch- 215,77 108 % - 5,9% 32% | 31,7% ELISA Herst. B
schokolade 40,1 100 % - 7,2% 14% 1 13,0% ASU 00.00-69
10,1 101 % - 7,3% 16% 15,1%
Erdnuss Feinherb- 148,2 74 % - 6,0% 22% | 21,6% |ELISA Herst. A
schokolade 30,9 77 % - 13% 25% 1 23,2% ASU 00.00-69
5,7 57 % - 6,1% 33% 1 32,7%
Haselnuss Feinherb- 16,3 81 % = 4,7% 12% 11,5% ELISA Herst. A
schokolade 7,56 76 % = 8,9% 15% 13,6% ASU 44.00-7
3,73 75 % = 13% 24% 1 22,2%
1,62 81 % — 15% 33% | 31,2%
Haselnuss Feinherb- 21,3 106 % = 7,1% 14% 13,1% ELISA Herst. B
schokolade 10,7 107 % = 11% 19% 17,3% ASU 44.00-7
4,69 94 % = 11% 17% | 15,1%
2,37 119 % = 9, 3% 17% 16,4%

Aus den Prazisionsdaten der ASU §64 Methoden ergeben sich abhangig wvon
Matrix bzw. Prozessierung und Konzentrationsbereich relative Zielstan-
dardabweichungen im Bereich von 11 - 32% fir die ELISA-Methoden und 15 -
43% fur die PCR-Methoden (s. Tab. 3a und 3b).

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 Antikorper 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 funf 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
fir die Matrix Bitterschokolade bei 20 - 42% und fir Kekse bei 23 - 61%.
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Tabelle 3b: PCR-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen (RSD,)
und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDg) gemdl ausgewahlter Aus-

wertungen von Versuchen zur Prazision und die resultierende Zielstandard-
abweichung opt [29-30]

Parameter Matrix Mittel- Wieder- rob RSD, RSDy opt |Methode /
werte findung RSD, Literatur
[mg/kg]
Mandel Reiskekse 105,2 105 % - 19,3% 27,5% 23,9% rt-PCR
18,0 90 % 44,0%49,1% 38,0% ASU 18.00-20
10,5 105 % 32,0%/38,8% 31,5%
Mandel Weizenkekse 114,3 94,6 % - 22,1%141,8% 38,8% rt-PCR
SoBenpulver 88,1 88,1 % 43,9%143,1% - % ASU 18.00-20
Mandel Reiskekse 109 109 % - 17,6% 32,8% 30,3% rt-PCR
21,3 107 % 35,8% 45,0% 37,2% ASU 18.00-22
12,3 121 % 32,0% 47,8% 42,1%
Mandel Weizenkekse 120,7 98,2 % - 15,7% 32,5% 30,5% rt-PCR
SoBenpulver 112 94,1 % 36,2% 42,8% 34,3% ASU 18.00-22
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3.4.3 Werte aus Erkenntnissen

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

Anforderungen an die Leistungsfahigkeit 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], wvon
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 in Lebensmitteln, die
sich aus den Préazisionsdaten von Versuchen und aus den o.g. Validierungs-
anforderungen ableiten lassen, legen wir fir die relative Zielstandardab-
weichung opt einen Wert von 25% fest.

Diese Zielstandardabweichung wurde zur statistischen Bewertung der Ergeb-
nisse mittels z-Score bzw. falls erforderlich mittels z'-Score herangezo-
gen und auf alle unter 3.1 angegebenen Bezugswerte 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 Auswertung erfolgte getrennt nach ELISA und PCR-Methoden. Die
Ergebnisse wurden in den entsprechenden Kapiteln nach durchgefiithrten
Methoden (Testkits) zusammengefasst und die Auswertenummern innerhalb der
Gruppen aufsteigend sortiert.

Die folgenden Ergebnisseiten sind fiir die allergenen Bestandteile je-
weils gleich aufgebaut. Es werden zunachst die Ergebnisse aller ELISA-
bzw. PCR-Methoden zu einem Parameter fiur die Probe A und dann fir die
Probe B angegeben. Die Ergebnisse der Dotierungsmaterialprobe werden zu-
sammen mit der jeweiligen dotierten Probe im Abschnitt Wiederfindungsra-
ten behandelt.

Im Ergebnisteil werden alle quantitativen Teilnehmerergebnisse auf 3 De-
zimalstellen formatiert dargestellt. Im Dokumentationsteil sind die Er-
gebnisse so angegeben wie sie von den Teilnehmern {Ubermittelt wurden.

Um die Vergleichbarkeit von quantitativen Ergebnissen zu gewahrleisten,
werden Teilnehmerergebnisse mit unterschiedlichen Angaben (z.B. als Pro-
tein oder allergenes Lebensmittel) soweit mdglich von DLA harmonisiert.
In der vorliegenden LVU wurden alle ELISA-Ergebnisse einheitlich als Erd-
nuss bzw. Mandel angegeben, sodass keine Umrechnungen vorgenommen wurden.

Qualitativ werden die Ergebnisse anhand des Prozentsatzes positiver bzw.
negativer Ergebnisse bewertet. Sofern =2 75 % positive oder negative
Ergebnisse vorlagen, wurde fiir 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 Erdnuss

4.1.1 ELISA-Ergebnisse: Erdnuss

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mglkg] pos/neg [mglkg] (mffi"ﬁimm""f’::‘
17 negativ <1 positiv 10,4 2/2 (100%) BC Mittelw erte von DLA berechnet
3 negativ <1 positiv 9,20 2/2 (100%) BK
20a negativ <1.0 positiv 11,0 2/2 (100%) BK
19 negativ <0.5 positiv 13,0 2/2 (100%) L
9 negativ <0,3 positiv 17,0 2/2 (100%) NL-E
20b negativ <2.5 positiv 23,0 2/2 (100%) RS
- positiv 17,8 1/2 (50%) RS-F
2 negativ <2.5 positiv 16,3 2/2 (100%) RS-F
8 negativ <2,5 positiv 12,7 2/2 (100%) RS-F
11 negativ positiv 2/2 (100%) RS-F
12 negativ <0,13 positiv 14,2 2/2 (100%) RS-F
13 negativ <25 positiv 13,8 2/2 (100%) RS-F
14 negativ < LOD positiv 14,2 2/2 (100%) RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
15 negativ <25 positiv 15,4 2/2 (100%) RS-F
16 negativ positiv 14,8 2/2 (100%) RS-F
18 negativ positiv 12,1 2/2 (100%) RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
7 negativ positiv 11,9 2/2 (100%) VT
20c negativ <25 positiv 9,00 2/2 (100%) VT
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 18 BC = BioCheck ELISA
Anzahl| negativ 17 0 BK = BioKits, Neogen
Prozent positiv 0 100 IL = Immunolab
Prozent negativ 100 0 NL = nutriLinia® Allergen-ELISA
Konsenswert negativ positiv RS = Ridascreen®, R-Biopharm

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen

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

Auswerte- | Erdnuss | z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptgs.r
[mglkg]

17 10,4 -0,9 BC Mittelw erte von DLA berechnet
3 9,20 -1,3 BK

20a 11,0 -0,8 BK
19 13,0 -0,2 IL
9 17,0 1,0 NL-E

20b 23,0 2,8 RS

17,8 1,2 0,9 RS-F

2 16,3 0,8 0,5 RS-F
8 12,7 -0,3 -0,5 RS-F
11 RS-F
12 14,2 0,2 -0,1 RS-F
13 13,8 0,1 -0,2 RS-F
14 14,2 0,2 -0,1 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
15 15,4 0,5 0,2 RS-F
16 14,8 0,4 0,1 RS-F
18 12,1 0,4 -0,7 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
7 11,9 -0,5 VT

20c 9,00 -1,4 VT

Methoden:

BC = BioCheck ELISA
BK = BioKits, Neogen
IL = Immunolab
NL = nutriLinia® Allergen-ELISA
Kernel Density Plot RS = Ridascreen®, R-Biopharm
Fixed h: 2551 RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen

0,1

0,08

0,06 Abb. / Fig. 1:

Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
0,04 nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptay)
002 Kernel density plot of all ELISA re-

sults (with h = 0,75 x Opt of Xptau)

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schatzung zeigt annahernd eine Normalverteilung der Ergeb-

nisse mit einer leichten Schulter bei 23 mg/kg (Methode RS).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung Erdnuss

Probe B
Kenndaten Alle Ergebnisse |Methode RS-F
[mg/kqg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xb%m XPHEMWR&F
Anzahl der Messergebnisse 17 9
Anzahl der AusreilBer 0 0
Mittelwert 13,9 14,6
Median 13,8 14,2
Robuster Mittelwert (Xpt) 13,6 14,6
Robuste Standardabweichung (S*) 3,22 1,88
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 3,40 3,64
Untere Grenze des Zielbereichs 6,80 7,28
Obere Grenze des Zielbereichs 20,4 21,8
Quotient S*/opt 0,95 0,52
Standardunsicherheit U/ (xpt) 0,976 0,784
Quotient U(xpt)/Opt 0,29 0,22
Ergebnisse im Zielbereich 16 9
Prozent im Zielbereich 94 100
Methoden:

RS-F = R-Biopharm, Ridascreen®FAST

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Auswertungen der Ergebnisse aller Methoden und von Methode RS-F
zeigten eine geringe Variabilitdt der Ergebnisse. Der Quotient S*/opt lag
jeweils unter 1,0. Die robuste Standardabweichung liegt im Bereich von
etablierten Werten fiir 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
ist gegeben. Diese Aussage ist fir die methodeniibergreifende Auswertung
nur eingeschrdnkt giiltig, da filir einige Methoden nur wenige Ergebnisse
vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 136% bzw. 146% vom
Zusatzniveau von Erdnuss zu Probe B, innerhalb der relevanten Anforde-
rungen fir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und '"Wiederfindungsraten
fliir Erdnuss'" S.26).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
30 [ Sample B
m = X ALL
20 — X RS-F
2 — o —e— BC
A — == o BK
10 = N I = 1L
®— NL-E
5 —&— RS
—— RS-F
0 ° o —e— VT
177 3 20a 19 9 20b 1 2 8 11 12 13 14 15 16 18 7 20c
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 2: ELISA-Ergebnisse Erdnuss
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS-F
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 i
1,0 ‘l
0,0 l..--__——-.ll
-1!0 I I
-2,0
-3,0
-4,0
-5,0
20c 3 1720a 7 18 8 19 13 12 14 16 15 2 9 1 20b
Auswertenummer / evaluation number
Abb./Fig. 3:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Erdnuss) Zugewiesener Wert: robuster

Mittelwert aller Ergebnisse
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Probe B / Sample B z - Scores
5,0
Zugewiesener Wert: X Methode RS / Assigned Value Method RS
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0 ma. - — — — == R III
-1,0
-2,0
-3,0
4,0
18 8 13 12 14 16 15 2 1
Auswertenummer / evaluation number
Abb./Fig. 4:

z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Erdnuss) Bezugswert robuster Mittelwert
Ergebnisse Methode RS-F (R-Biopharm, Ridascreen FAST)
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Wiederfindungsraten fir Erdnuss:
Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer material dungsrate* dungsrate*
[malkg] [%] [mglkg] [%]
17 23600 282 10,4 104 BC Mittelw erte von DLA berechnet
3 15000 179 9,20 92 BK
20a >20'000 11,0 110 BK
19 25000 299 13,0 130 IL
9 41000 490 17,0 170 NL-E
20b 19700 235 23,0 230 RS
1 28600 342 17,8 178 RS-F
2 27700 331 16,3 163 RS-F
8 22700 271 12,7 127 RS-F
11 RS-F
12 34700 415 14,2 142 RS-F
13 13,8 138 RS-F
14 29800 356 14,2 142 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
15 28400 339 15,4 154 RS-F
16 14,8 148 RS-F
18 30400 363 12,1 121 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
7 na 11,9 119 VT
20c 9,00 90 VT
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 0 Anzahl im AB 12 BC = BioCheck ELISA
BK = BioKits, Neogen
Prozent im AB 0 Prozent im AB 71 IL = Immunolab
NL = nutriLinia® Allergen-ELISA
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Erdnuss, s. Seite 4 RS = Ridascreen®, R-Biopharm
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen
Anmerkung:
Die Wiederfindungsraten der Teilnehmer lagen filir die Dotierungsmaterial-
probe mittels ELISA im Bereich von 179-490% (Mittelwert 325%). Auch 1in
den Vorjahres-LVUs lagen die Wiederfindungsraten filir Erdnuss (aus Erd-

nussmus) 1in den Dotierungsmaterialproben &hnlich hoch (DLA 06/2015 Mit-
telwert 385% und DLA 05/2014 Mittelwert 232%).

Bei der mit dem Dotierungsmaterial hergestellten gebackenen Lebensmit-
telmatrix-Probe B lagen 71% der Wiederfindungsraten im Bereich der AOAC-
Anforderung von 50-150%. Fir die Matrix Gebdck wurden wiederum &hnlich
gute Wiederfindungsraten 1in der vorangegangenen LVU DLA 05/2014 erhal-

ten.
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4.1.2 PCR-Ergebnisse: Erdnuss

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [malkg] posineg [mg/kg] 'ﬁf’ﬁi"mm"‘""f’:?
1 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
2 negativ <1 positiv 32,8 2/2 (100%) SFA-ID
16 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
4a negativ - positiv - 2/2 (100%) SFA-ID
4b negativ <1 positiv <4 2/2 (100%) SFA-Q
5 negativ positiv 2/2 (100%) div
negativ positiv 2/2 (100%) div
9 negativ positiv 2/2 (100%) div
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 8 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 8 0 SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
Prozent positiv 0 100 SFA-Q = Sure Food Allergen Quant, R-Biopharm/ Congen
Prozent negativ 100 0 div = keine genaue Angabe / andere Methode
Konsenswert negativ pOSitiV

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

Quantitative Auswertung der Ergebnisse: Probe B

Anmerkung:
Eine quantitative Auswertung wurde aufgrund der geringen Anzahl von Er-
gebnissen nicht vorgenommen.
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
40
35 [ Sample B
30 ——— Spike
25
g —®— ASU
o 20
E 5 ®  SFA-D
10 o SFA-Q
5 <
~—@— div
0 L J . @ @ m { L J o
1 2 16 4a 4b 5 6 9
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 5: PCR-Ergebnisse Erdnuss
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Wiederfindungsraten fir Erdnuss:
Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer material dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] [mal/kg] [%]
1 ASU
2 52900 632 32,8 328 SFA-ID
16 SFA-ID
4a - - SFA-ID
4b 5150 61 <4 SFA-Q
5 83,5 1,0 div Mittelw ert von DLA berechnet
6 div
9 div
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 1 Anzahl im AB 0 ASU = ASU §64 Methode/method
SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
Prozent im AB 33 Prozent im AB 0 SFA-Q = Sure Food Allergen Quant, R-Biopharm / Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Erdnuss, s. Seite 4
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs
Anmerkung:

Einer von drei Teilnehmern hat 1in der Dotierungsmaterialprobe mittels
PCR eine Wiederfindungsrate im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-150%
erhalten. Bei der mit dem Dotierungsmaterial hergestellten gebackenen
Lebensmittelmatrix—-Probe B lag die Wiederfindungsrate des einen quanti-
tativen Ergebnisses nicht im Akzeptanzbereich.
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4.2 Vergleichsuntersuchung Mandel
4.2.1 ELISA-Ergebnisse: Mandel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [malkg] pos/neg [mglkg] (mfrfi"ﬁimm""?:l"
17 negativ <0.5 positiv 6,10 2/2 (100%) BC Mittelw erte von DLA berechnet
19 negativ <0.2 positiv 6,00 2/2 (100%) IL
9 negativ <0,2 positiv 4,00 2/2 (100%) NL-E
1 - positiv 6,13 1/2 (50%) RS-F
2 negativ <25 positiv 6,08 2/2 (100%) RS-F
3 negativ <2,5 positiv 8,10 2/2 (100%) RS-F
8 negativ <2,5 positiv 5,40 2/2 (100%) RS-F
10 negativ <2,5 positiv 4,50 2/2 (100%) RS-F
11 negativ positiv 2/2 (100%) RS-F
12 negativ <1,2 positiv 6,54 2/2 (100%) RS-F
13 negativ <25 positiv 5,32 2/2 (100%) RS-F
14 negativ < LOD positiv 4,51 2/2 (100%) RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
15 negativ <25 positiv 5,30 2/2 (100%) RS-F
16 negativ positiv 3,60 2/2 (100%) RS-F
18 negativ positiv 577 2/2 (100%) RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
20a negativ <25 positiv 6,50 2/2 (100%) RS-F
7 negativ positiv 5,90 2/2 (100%) VT
20b negativ <25 positiv 4,00 2/2 (100%) VT
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 18 BC = BioCheck ELISA
Anzahl negativ 17 0 IL = Immunolab
Prozent positiv 0 100 NL-E = nutriLinia®E Allergen-ELISA
Prozent negativ 100 0 RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
Konsenswert negativ pOSitiV VT = Veratox, Neogen

Anmerkung:
Die Konsenswerte stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-
rung von Probe B.
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Quantitative Auswertung der Ergebnisse: Probe B
Auswerte- Mandel z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta Xptess
[mg/kg]
17 6,10 0,5 BC Mittelw erte von DLA berechnet
19 6,00 0,4 IL
9 4,00 -1.1 NL-E
1 6,13 0,5 0,4 RS-F
2 6,08 0,4 0,3 RS-F
3 8,10 1,9 1,8 RS-F
8 5,40 -0,1 -0,1 RS-F
10 4,50 -0,7 -0,8 RS-F
11 RS-F
12 6,54 0,8 0,7 RS-F
13 5,32 -0,1 -0,2 RS-F
14 4,51 -0,7 -0,8 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
15 5,30 -0,1 -0,2 RS-F
16 3,60 -1,4 -1,4 RS-F
18 5,77 0,2 0,1 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
20a 6,50 0,8 0,6 RS-F
7 5,90 0,3 VT
20b 4,00 -1,1 VT
Methoden:
BC = BioCheck ELISA
IL = Immunolab
NL-E = nutriLinia®E Allergen-ELISA
Kernel Density Plot RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
Fixed h: 1.026 VT = Veratox, Neogen
03
0,25
0,2
Abb. / Fig. 6:
015 Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptais)
N Kernel density plot of all ELISA re-
005 sults (with h = 0,75 x Opt of Xptau)
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung zeigt annahernd eine Normalverteilung der Ergeb-

nisse.
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Kenndaten: Quantitative Auswertung Mandel

Probe B
Kenndaten Alle Ergebnisse |Methode RS-F
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xb%m, XbHEMWR&F
Anzahl der Messergebnisse 17 12
Anzahl der AusreilBler 0 0
Mittelwert 5,52 5,65
Median 5,77 5,59
Robuster Mittelwert (Xpt) 5,47 5,61
Robuste Standardabweichung (S*) 1,13 1,09
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 1,37 1,40
Untere Grenze des Zielbereichs 2,74 2,80
Obere Grenze des Zielbereichs 8,21 8,41
Quotient S*/opt 0,83 0,78
Standardunsicherheit U(xpt) 0,344 0,394
Quotient U(xpt)/Opt 0,25 0,28
Ergebnisse im Zielbereich 17 12
Prozent im Zielbereich 100 100
Methoden:

RS-F = R-Biopharm, Ridascreen®FAST

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Auswertungen der Ergebnisse aller Methoden und von Methode RS-F
zelgten eine geringe Variabilitdt der Ergebnisse. Der Quotient S*/opt lag
jeweils unter 1,0. Die robuste Standardabweichung liegt im Bereich 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
ist gegeben. Diese Aussage 1ist flir die methodeniibergreifende Auswertung
nur eingeschrdnkt gililtig, da flir einige Methoden nur wenige Ergebnisse
vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 36% bzw. 37% vom Zu-
satzniveau von Mandel zu Probe B, unterhalb der relevanten Anforderungen
fiir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und "Wiederfindungsraten fir
Mandel" S.35).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
20
18 "1 Sample B
16 —Spike
14 = X ALL
g —— XRS-F
? 10 ~—@— BC
8
®
® - NL-E

4
X D D " rar
0 2 2 —@— /T

i7 19 9 1 2 3 8 10 11 12 13 14 15 16 18 20a 7 20b

Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 7: ELISA-Ergebnisse Mandel

griine Linie = Zusatzniveau (Spike)

rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse

blaue Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS-F

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
1,0

0,0 ___-----.lll
o JENEE

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

1620b 9 10 14 156 13 8 18 7 19 2 17 1 20a12 3

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 8:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Mandel) Zugewiesener Wert: robuster
Mittelwert aller Ergebnisse
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5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0
-1,0
-2,0
-3,0
4,0

Probe B / Sample B z - Scores

Zugewiesener Wert: X Methode RS / Assigned Value Method RS

16 10 14 15 13 8 18 2 1 20a 12 3

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 9:
z—-Scores

(ELISA-Ergebnisse als Mandel)
Ergebnisse Methode RS-F

(R-Biopharm, Ridascreen FAST)

Bezugswert robuster Mittelwert
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Wiederfindungsraten fiir Mandel:

Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer material dungsrate* dungsrate*
[mg/kg] [%] [mgl/kg] [%]
17 11900 92 6,10 41 BC Mittelw erte von DLA berechnet
19 10000 78 6,00 40 IL
9 10000 78 4,00 27 NL-E
1 6,13 41 RS-F
2 9550 74 6,08 41 RS-F
3 13000 101 8,10 54 RS-F
8 8920 69 5,40 36 RS-F
10 8630 67 4,50 30 RS-F
11 RS-F
12 10700 83 6,54 44 RS-F
13 5,32 35 RS-F
14 9480 73 4,51 30 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
15 11800 91 5,30 35 RS-F
16 3,60 24 RS-F
18 9970 77 577 38 RS-F Mittelw erte von DLA berechnet
20a 6,50 43 RS-F
7 na 5,90 39 VT
20b 4,00 27 VT
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 11 Anzahl im AB 1 BC = BioCheck ELISA
IL = Immunolab
Prozent im AB 100 Prozent im AB 6 NL-E = nutriLinia®E Allergen-ELISA
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
* Wiederfindungsrate 100% Bezugsgrofe: Mandel, s. Seite 4 VT = Veratox, Neogen
** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs
Anmerkung:
100% (11) der Teilnehmer haben 1in der Dotierungsmaterialprobe mittels

ELISA eine Wiederfindungsrate 1im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-

150%

erhalten.

Bei der mit dem Dotierungsmaterial hergestellten gebacke-

nen Lebensmittelmatrix—-Probe B lag eine Wiederfindungsrate in diesem Ak-
zeptanzbereich. Alle anderen Ergebnisse lagen im Bereich von 27-445%5.
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4.2.2 PCR-Ergebnisse: Mandel

Qualitative Auswertung der Ergebnisse:

Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mglkg] posineg [mglkg] 'ﬁfrﬁi"mmm""f’::‘
1 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
2 negativ <1 positiv 3,30 2/2 (100%) SFA-ID
4 negativ - negativ = 1/2 (50%) SFA-ID
16 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
5 negativ positiv 2/2 (100%) div Mittelw ert von DLA berechnet
6 negativ positiv 2/2 (100%) div
9 negativ positiv 2/2 (100%) div
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 6 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 7 1 SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
Prozent positiv 0 86 div = keine genaue Angabe / andere Methode
Prozent negativ 100 14
Konsenswert negativ positiv
Anmerkung:

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

Quantitative Auswertung der Ergebnisse:

Probe B

Anmerkung:
Eine quantitative Auswertung wurde aufgrund der geringen Anzahl von Er-

gebnissen nicht vorgenommen.
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results

20

18 "1 Sample B

16

14 ——— Spike
o 12
<
o 10 ~—&— ASU
E 3

6 ©  SFA-ID

4

2 ®  div

0 o L o L @ L

1 2 4 16 5 6 9
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 10: PCR-Ergebnisse Mandel

griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Wiederfindungsraten fiir Mandel:

Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer material dungsrate* dungsrate*
[malkg] [%] [mglkg] [%]
1 ASU
2 5010 39 3,30 22 SFA-ID
4 - - SFA-ID
16 SFA-ID
5 122 0,95 div Mittelw ert von DLA berechnet
6 div
9 div
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 0 Anzahl im AB 0 ASU = ASU §64 Methode/method
SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm / Congen
Prozent im AB 0 Prozent im AB 0 div = keine genaue Angabe / andere Methode
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Mandel, s. Seite 4
** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs
Anmerkung:

Sowohl filir die Dotierungsmaterialprobe als auch die mit dem Dotierungs-

material hergestellte

gebackene

Lebensmittelmatrix—-Probe

B lagen die

Wiederfindungsraten unterhalb des Bereichs der AOAC-Anforderung von 50-

150%.
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

Hinweis:
tibersetzt

Angaben in englischer Sprache wurden von DLA nach bestem Wissen ins Deutsche
(ohne Gewahr der Richtigkeit).

5.1.1 ELISA: Erdnuss

Meth. |Auswerte- | Datum der|Ergebnis Probe A [Ergebnis Probe B |[Ergebnis Quantitatives Ergeb- |Methode
Abk. nummer Analyse Dotierungsprobe |nis als
Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
BC 17 20.09.16 negativ <1 positiv 10,2 positiv 20800 Erdnuss Biocheck peanut Check
BC 17 20.09.16 negativ <1 positiv 10,6 positiv 26400 Erdnuss Biocheck peanut Check
BK 3 06.09.16 negativ <1 positiv 9,2 positiv 15000 Erdnuss BioKits Peanut Assay Kit,
Neogen
BK 20a negativ | <1.0 | positiv 11 positiv | >20'000 Erdnuss BioKits Peanut Assay Kit,
Neogen
IL 19 05.09.16 | negativ | <05 | positiv 13 positiv | 25000 Erdnuss 'mm“”°'agiea””t ELI-
. - - nutriLinia Peanut-E ELI-
NL-E 9 negativ <03 positiv 17 positiv 41000 Erdnuss SA(NC-6014), Transia
. - - Ridascreen Peanut
RS 20b negativ <25 positiv 23 positiv 19700 Erdnuss (R6201), r-Biopharm
Ridascreen Fast Peanut
RS-F 1 13.10.16 - - 17,75 - 28606,17 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
. - - Ridascreen Fast Peanut
RS-F 2 05.10.16 negativ <2.5 positiv 16,3 positiv 27744 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
Ridascreen Fast Peanut
RS-F 8 MW - <2,5 - 12,7 - 22687 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
» Ridascreen Fast Peanut
! . ” " . ]
RS-F 11 28.09. negativ positiv positiv Bitte auswahlen! (R6202), r-Biopharm
Ridascreen Fast Peanut
RS-F 12 - <0,13 - 14,19 - 34711 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
. - Ridascreen Fast Peanut
RS-F 13 13.09.16 negativ <2,50 positiv 13,84 - Erdnuss (R6202), r-Biopharm
Ridascreen Fast Peanut
RS-F 14 27.09.16 - <LOD - 14,91 - 30474 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
Ridascreen Fast Peanut
RS-F 14 27.09.16 - <LOD - 13,49 - 29203 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
. - - Ridascreen Fast Peanut
RS-F 15 27.09. negativ <25 positiv 15,43 positiv | 28387,56 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
. - . x Ridascreen Fast Peanut
N -
RS-F 16 negativ positiv 14,82 Bitte auswahlen! (R6202), r-Biopharm
. - - Ridascreen Fast Peanut
RS-F 18 08.09.16 negativ positiv 11,19 positiv 29200 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
. - - Ridascreen Fast Peanut
RS-F 18 08.09.16 negativ positiv 13,03 positiv 31500 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
VT 7 140916 | negativ positv | 11,9 na na Erdnuss Veratox Peanut Allergen,
Neogen
VT 20c negativ <25 positiv 9 positiv Erdnuss Veratox Peanut Allergen,
Neogen
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Fortsetzung ELISA Erdnuss:

Meth. |Auswerte- |Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Bestimmung)
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur

BC 17 60°C Extraktion

BC 17 60°C Extraktion

BK 3 Conarachin-A It. Herstellerangaben

BK 20a

IL 19

NL-E 9 laut Manual

RS 20b
RS-F 1 Ara h1und Ara h2 nach Testkitanleitung
RS-F 2 siehe Testkit nach Testkitanleitung
RS-F Ernussproteine ZJ(:]t;et B 1:2 verduinnt, Dotierungsprobe 1.:4000 ver-
RS-F 11 siehe Testkit entsprechend Testkit
RS-F 12 g:g:g:*von zw ei Dezimalstellen bei der Dotierungsprobe nicht
RS-F 13
RS-F 14 1g+20ml .Extrlaktion.spuffer aus dem Klt 10 Min}nen

60°C, zentrifugieren, je nach Konzentration verdiinnen
RS-F 14 1g+20ml _Extr.aktion.spuffer aus dem Ki.t, 10 Mintjten
60°C, zentrifugieren, je nach Konzentration verdiinnen

RS-F 15 nach Herstelleranleitung
RS-F 16
RS-F 18
RS-F 18

VT 7

VT 20c

* DLA gibt die Angabe von mind. 2 Dezimalstellen
bezlglich der relevanten Stellen vor. Zum Beispiel:
2200 mg/kg anstatt 2235 mg/kg, und 2,2 mg/kg an-
statt 2 mg/kg
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5.1.2 ELISA: Mandel

Meth. |Auswerte- | Datum der|Ergebnis Probe A |[Ergebnis Probe B |[Ergebnis Quantitatives Ergeb- |Methode
Abk. nummer Analyse Dotierungsprobe |nis als

Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
BC 17 20.09.16 negativ <0.5 positiv 59 positiv 13100 Mandel Biocheck Almond Check
BC 17 20.09.16 negativ <0.5 positiv 6,3 positiv 10600 Mandel Biocheck Almond Check
L 19 05.09.16 negativ <0.2 positiv 6 positiv 10000 Mandel Immunolab Almond ELISA
. " " nutriLinia Almond-E ELISA

NL-E 9 negativ <0,2 positiv 4 positiv 10000 Mandel (NC-6018), Transia
Ridascreen Fast Almond

RS-F 1 12.10.16 - - 6,13 - Mandel (R6901), r-Biopharm
. " " Ridascreen Fast Almond

RS-F 2 05.10.16 negativ <2.5 positiv 6,08 positiv 9553 Mandel (R6901), r-Biopharm
. " - Ridascreen Fast Almond

RS-F 8 08.09.16 negativ <2,5 positiv 8,1 positiv 13000 Mandel (R6901), r-Biopharm
Ridascreen Fast Almond

RS-F 8 MW - <2,5 - 54 - 8919 Mandel (R6901), r-Biopharm
RS-F 10 07.09.16 | negativ <25 positiv 45 positiv 8633 Mandel R":;Z;B‘:ifrfgf;pﬁmnd
Ridascreen Fast Almond

RS-F 1 05.10. negativ positiv positiv Bitte ausw ahlen! (R6901), r-Biopharm
Ridascreen Fast Almond

RS-F 12 - <1,2 - 6,54 - 10695 Mandel (R6901), r-Biopharm
. . Ridascreen Fast Almond

RS-F 13 23.09.16 negativ <2,50 positiv 5,32 - Mandel (R6901), r-Biopharm
Ridascreen Fast Almond

RS-F 14 27.09.16 - <LOD - 4,42 - 9380 Mandel (R6901), r-Biopharm
Ridascreen Fast Almond

RS-F 14 27.09.16 - <LOD - 4,59 - 9583 Mandel (R6901), r-Biopharm
. e - Ridascreen Fast Almond

RS-F 15 27.09. negativ <25 positiv 53 positiv 11762,25 Mandel (R6901), r-Biopharm
Ridascreen Fast Almond

RS-F 16 negativ positiv 3,6 Bitte ausw ahlen! (R6901), r-Biopharm
RS-F 18 09.09.16 negativ positiv 4,75 positiv 10070 Mandel R"(’;Z;B‘:‘Tf;f;pﬁm”d
. N - Ridascreen Fast Almond

RS-F 18 12.09.16 negativ positiv 6,79 positiv 9870 Mandel (R6901), r-Biopharm
n . i Ridascreen Fast Almond

RS-F 20a negativ <2.5 positiv 6,5 positiv Mandel (R6901), r-Biopharm
VT 7 14.09.16 negativ positiv 5,9 na na Mandel Veratox Almond Allergen,

Neogen
vT 20b negativ <25 positiv 4 positiv Mandel Veratox Almond Allergen,
Neogen
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Fortsetzung ELISA Mandel:

Meth. |Auswerte- |Spezifitit Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Bestimmung)
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur

BC 17 60°C Extraktion

BC 17 60°C Extraktion

IL 19

NL-E 9 laut Manual
RS-F 1 nach Testkitanleitung
RS-F 2 siehe Testkit nach Testkitanleitung
RS-F 3 Mandelproteine It. Herstellerangaben
RS-F 8 Mandelpoteine Dotierungsprobe 1.:2000 verdiinnt
RS-F 10 Ergebnis fir Probe B ist ein Einzelw grt, w eil die zw eite Bestim-

mung < 2,5 mk/kg lag, nahe der Bestimmungsgrenze
RS-F 11 siehe Testkit entsprechend Testkit
RS-F 12 Angabe von zw ei Dezimalstellen bei der Dotierungsprobe nicht
sinnvoll
RS-F 13
RS-F 14 1g+20ml .Extrlaktion‘spuffer aus dem Ki.t, 10 Minllljten
60°C, zentrifugieren, je nach Konzentration verdiinnen
RS-F 14 1g+20ml .Extrlaktion‘spuffer aus dem Ki.t, 10 Minllljten
60°C, zentrifugieren, je nach Konzentration verdinnen

RS-F 15 nach Herstelleranleitung
RS-F 16
RS-F 18
RS-F 18
RS-F 20a

VT 7

VT 20b
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5.1.3 PCR: Erdnuss

Meth. |Auswerte- | Datum der|Ergebnis Probe A [Ergebnis Probe B [Ergebnis Quantitatives Ergeb- |Methode
Abk. nummer Analyse Dotierungsprobe |nisals
Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
. . ASU §64 L 44.00-11
ASU 1 negativ positiv - Erdnuss-DNA (PCR-Erdnuss)
SFA-ID 2 05.10.16 | negativ | <1 positiv | 32,79 | positiv | 52896 Erdnuss S (FRee AtSEEn 19
Congen /r-Biopharm
SFA-ID 16 negativ positiv - Bitte auswahlen! S (FRee AtSEEn 19
Congen /r-Biopharm
q . . Sure Food Allergen ID,
SFA-ID 4a 09.09. negativ - positiv - positiv - Erdnuss Congen / r-Biopharm
Sure Food Allergen
SFA-Q 4b 09.09. negativ <1 positiv <4 positiv 5145 Erdnuss QUANT, Congen / r-Bio-
pharm
div 5 12.10.16 negativ positiv - 84 Bitte auswahlen! pmPES
div 5 12.10.16 | negativ positiv - 83 Bitte auswahlen! pmPES
5 A A Fn . u Real-Time PCR (Haus-
div 6 11.10.16 negativ negativ positiv Bitte auswahlen!
verfahren)
div 9 negativ positiv positiv Bitte auswahlen! Hausmethode
Meth. |Auswerte- |Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Bestimmung)
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR /
VETE SR IEE /BN Gelelektrophorese / Cyclen
ASU 1 nach ASU-Methode
SFA-ID 2 siehe Testkitanleitung nach Testkitanleitung
SFA-ID 16
SFA-ID 4a R S3103 SureFood® ALLERGEN ID Peanut Nachw eisgren_
Extraktion mit S1053 SureFood® PREP Advanced, Protq
SFA-Q 4b R S3203 SureFood® ALLERGEN QUANT Peanut Nachw ei_
Extraktion mit S1053 SureFood® PREP Advanced, Protd
div 5 CTAB, Magnetic Beads
div 5 CTAB, Magnetic Beads
div 6
div 9 Arah 3 Real Time PCR, 45 Cyclen
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5.1.4 PCR: Mandel

Meth. |Auswerte- | Datum der Ergebnis Probe A [Ergebnis Probe B |Ergebnis Quantitatives Ergeb- |Methode
Abk. nummer Analyse Dotierungsprobe |nis als
Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
. . ASU §64 L 18.00-20 (P-
ASU 1 negativ positiv - Mandel-DNA CR-Mandel)
SFA-D 2 24.09.16 | negativ | <1 positiv | 3,3 | positiv | 5006 Mandel S [Rees] AlkIgen [0
Congen / r-Biopharm
. . . Sure Food Allergen ID,
SFA-ID 4 14.09. negativ - negativ - positiv - Mandel GemeEn ) - EIeEer
SFAID| 16 negativ positiv - Bitte auswahlen! Sl (Feete) Altergem [
Congen /r-Biopharm
div 5 12.10.16 | negativ positiv - 133 Bitte auswahlen! pmMad-Hex
div 5 12.10.16 negativ positiv - 111 Bitte auswahlen! pmMad-Hex
div 6 12.10.16 | negativ positiv positiv Bitte auswahlen! Real-Time PCR (Haus-
verfahren)
div 9 negativ positiv positiv Bitte auswahlen! Hausmethode
Meth. |Auswerte- |Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Bestimmung)
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR/
VIR SERIR [/ <2i0R Gelelektrophorese / Cyclen
ASU 1 nach ASU-Methode
SFA-ID 2 siehe Testkitanleitung nach Testkitanleitung
SFA-ID 4 B S3104 SureFood® ALLERGEN ID Almond Nachw eisgre|_
Extraktion mit S1053 SureFood® PREP Advanced, Protq
SFA-ID 16
div 5 CTAB, Magnetic Beads
div 5 CTAB, Magnetic Beads
div 6
div 9 nsLTP Real Time PCR, 45 Cyclen
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5.2 Homogenitéat

5.2.1 Mischungshomogenitdt vor der Abfillung

Microtracer Homogenitéatste st
DLA 05-2016 Probe B

Gewicht Gesamtprobe 2,51 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengroRe 75-300 pm
Gewicht pro Partikel 2,0 Mg
Tracerzugabe 19,1 mg/kg

Analysenergebnisse:

Probe Einwaage [g] lz\?];tgﬁl Fﬁ? g/'::g]l

1 5,24 55 21,0

2 5,06 58 229

3 5,28 57 21,6

4 5,15 59 229

5 5,13 59 23,0

6 5,16 53 20,5

7 5,12 54 211

8 5,02 44 17,5
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 21,3 mg/kg
Mittelwert 54,9 Partikel Standardabweichung 1,82 mg/kg
Standardabweichung 4,68 Partikel rel. Standardabweichung 8,53 %
x? (CHI-Quadrat) 2,79 Horwitz Standardabweichung 10,1 %
Wahrscheinlichkeit 90 % HorRat-Wert 0,84
Wiederfindungsrate 112 % Wiederfindungsrate 112 %
Microtracer Homogenitéatstest
DLA 05-2016 Dotierungsmaterialprobe
Gewicht Gesamtprobe 1,50 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengrolRe 75-300 pum
Gewicht pro Partikel 2,0 ug
Tracerzugabe 23,0 mg/kg
Analysenergebnisse:

Probe Einwaage [g] Zi:gﬁl FF: S/IES]I

1 5,00 48 19,2

2 5,09 55 21,6

3 5,01 40 16,0

4 5,54 43 15,5

5 5,15 61 23,7

6 5,30 60 22,6

7 5,30 48 18,1

8 5,30 50 18,9
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 19,5 mg/kg
Mittelwert 50,7 Partikel Standardabweichung 2,99 mg/kg
Standardabweichung 7,79 Partikel rel. Standardabweichung 15,4 %
%2 (CHI-Quadrat) 8,38 Horwitz Standardabweichung 10,2 %
Wahrscheinlichkeit 30 % HorRat-Wert 1,5
Wiederfindungsrate 85 % Wiederfindungsrate 85 %
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6. Verzeichnis der Teilnehmer in alphabetischer

Reihenfolge

Teilnehmer / Participant

Ort / Town

Land / Country

GROSSBRITANIEN

Deutschland

SCHWEIZ

KANADA

ITALIEN

Deutschland

Deutschland

SCHWEDEN

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

GROSSBRITANIEN

Deutschland

Deutschland

Deutschland

OSTERREICH

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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Checking procedure for the process accuracy of compound feed with micro
tracers in GMP+ BA2 Control of residues, Version: 1lst of January 2015 GMP+
International B.V.

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

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

Codex Alimentarius Commission (2010) - Guidelines on performance criteria
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Detection of food allergens - General considerations and validation of
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.ASU §64 LFGB L 00.00-69 Bestimmung von Erdnuss-Kontaminationen in

Lebensmitteln mittels ELISA im Mikrotiterplattensystem (2003)

.ASU 6§64 LFGB L 44.00-7 Bestimmung von Haselnuss-Kontaminationen in

Schokolade und Schokoladenwaren mittels ELISA im Mikrotiterplattensystem
(2006)

.ASU §64 LFGB L 18.00-20 Untersuchung von Lebenmitteln - Nachweis und

Bestimmung von Mandel (Prunus dulcis) in Reis- und Weizenkeksen sowie in
SoBenpulver mittels real-time PCR (2014)

.ASU §64 LFGB L 18.00-22 Untersuchung von Lebenmitteln - Simultaner

Nachweis und Bestimmung von Lupine, Mandel, Paranuss und Sesam in Reis-
und Weizenkeksen sowie SoBenpulver mittels real-time PCR (2014)
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20 von 21 Teilnehmern haben Ergebnisse eingereicht. Die Auswertung er-
folgte hinsichtlich der Parameter Erdnuss und Mandel getrennt nach den
Methoden ELISA und PCR. Die ELISA-Ergebnisse fiur Erdnuss und Mandel wur-
den quantitativ ausgewertet. Die PCR-Ergebnisse wurden qualitativ bewer-
tet. Details zu den einzelnen Parametern inklusive separater Auswertung
nach Testkit-Herstellern sind dem Auswertebericht zu entnehmen.

6 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europaischen Ausland (GroRbritannien,
Italien, Osterreich, Schweden, Schweiz) und ein Teilnehmer im auBereuro-
paischen Ausland (Kanada) .




