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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 handelsiiblichen WeiBwein
"Riesling" (Mosel, Deutscher Qualitdtswein). Die Grundzusammensetzung war
flir beide Proben A und B gleich (s. Tabelle 1). Der pH-Wert des Weins
wurde zur Stabilisierung der Allergene auf pH 7-8 eingestellt. Probe B
wurde das Dotierungsmaterial mit den allergenen Zutaten Magermilchpulver
und Eiklarpulver (Weinbehandlungsmittel) zugesetzt.

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. 200 mL in
PE-Flaschen mit Schraubdeckel abgefillt.
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Tabelle 1:

Zutaten

WeiBwein Riesling
Kennzeichnung:
Riesling feinherb,
Mosel, enthdlt Sulfite,

carbonat-Losung auf pH 7-8

Deutscher Qualitatswein,
10,

Vorbehandlung: pH-Einstellung mit Natrium-

Zusammensetzung der DLA-Proben

Probe A

100 g/100g

0 % vol

Probe B
99,6 g/100g

Tabelle 2:

Zutaten
Glucose
Fructose

Milch:

Zutaten: Magermilch (pasteuri-
siert, sprihgetrocknet)

- als Magermilchpulver

- davon Gesamtprotein*

- davon Casein*

Eiklar-Pulver (Weinbehand-

lungsmittel)
Zutaten: Hihnereiklar (pasteuri-
siert, sprithgetrocknet)

- davon Eiklarprotein*
- davon Lysozym*

Dotierungsmaterialprobe -

Zugesetzte Mengen allergener Zutaten

0,449 g/100g

Dotierungsmaterialprobe Probe B
81,1 % 0,364 %
8,11 % 0,036 %
82500 mg/kg (= 8,25 %) 370 mg/ kg
27200 mg/kg 122 mg/kg
21800 mg/kg 98 mg/kg
24800 mg/kg (= 2,48 %) 111 mg/kg
19840 mg/kg 89 mg/kg
694 mg/kg 3,1 mg/kg

* Proteingehalt gemd&Bl Kennzeichnung/Spezifikation/Literatur berechnet
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2.1.1 Homogenitdt

Die Homogenitat der dotierten Probe B und der Dotierungsmaterialprobe
wurde anhand des Eiklarproteingehalts mittels ELISA-Tests geprift (s.
Abb. 1) und mit einer Standardabweichung zwischen den Proben von < 15%
fiir das verwendete Verfahren als hinreichend gesichert angesehen [14, 15,
18, 19]. Falls die Kriterien fiir eine ausreichende Homogenitédt des Pro-
benmaterials bezlglich eines Parameters nicht erfillt sind, werden die
Auswirkungen auf die Zielstandardabweichung geprift. Ggf. erfolgt die Be-
wertung der Ergebnisse der Teilnehmer unter Bericksichtigung der Standar-
dunsicherheit des zugewiesenen Wertes (s. 3.8 und 3.11) [3].

Homogenitat / Homogeneity Test - ELISA
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Abb. 1: Homogenitatspriifung der DLA-Probe B und Dotierungsmaterialprobe

Darstellung der Ergebnisse relativ in Prozent des arithmetischen
Mittelwerts

2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jedes teilnehmende Institut wurden in der 8. Kalenderwoche 2016 Tje
eine Portion der Untersuchungsmaterialien A und B sowie eine
Dotierungsmaterialprobe verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden

freigestellt. Die Untersuchungen waren durchzufithren bis spatestens 8.
April 2016.

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

Wichtiger Hinweis: Der pH-Wert der Weinproben A und B wurde mit einer
Natriumcarbonat-Lésung auf pH 7-8 eingestellt, um die Allergene 1in
Lésung/Suspension zu stabilisieren. Vor der Analyse empfehlen wir, die
Weinproben vorsichtig umzuschwenken.
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2.3 Ergebnistibermittlung

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 Casein bzw.
Eiklarprotein.

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.

Alle Teilnehmer haben fristgerecht Ergebnisse abgegeben.



Juni 2016 DIA - 09/2016 - Allergene IX

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 [21, 22, 23, 24]. 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 Ergebnisse wurden qualitativ anhand des Prozentsatzes positiver bzw.
negativer Ergebnisse bewertet. Sofern 2 75 % positive oder negative Er-
gebnisse vorlagen, wurde flir die betreffende Probe ein Konsens-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 werden.

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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Tabelle 2: Relative Wiederholstandardabweichungen (RSD,) und relative

Vergleichsstandabweichungen (RSDg) gemadB Auswertungen von Versuchen zur

Prazision [26, 27, 29]

Parameter Matrix Mittel- RSD, RSD; Methode /

werte Literatur

Caseinat WeiR- 0,057 - - 35,1 - 90,0 % ELISA [26]
weine 0,78 mg/L

Caseinat WeiB- 1,4 3,0 - 20,3 - 29,4 % ELISA [26]
weine mg/L

Caseinat  Weib- 6,3 - 6,8 - 12,1 - 21,4 % ELISA [26]
weine mg/L

Eiklarpro- Rotweine 1,0 1,4 23,0 = 27,6 % 30,6 - 32,9 % ELISA [27]

teine mg/L

Eiklarpro- Rotweine 3,5 - 4,2 14,7 - 19,3 % 26,2 - 31,1 % ELISA [27]

teine mg/L

Eiklarpro- Rotweine | 5,9 - 6,9 12,5 - 16,5 % 20,1 - 25,7 % ELISA [27]

teine mg/L

Casein Rotweine 1,02 mg/L 11,7 % 19,4 % ELISA [29]

Casein Rotweine 5,6 - 8,5 14,7 - 24,0 % 24,8 - 35,0 % ELISA [29]

mg/L

Casein WeiBwei- | 0,12 -0,80 9,1 - 35,0 % 13,7 - 53,8 % ELISA [29]
ne mg—/L

Casein Weilwei- 4,1 5,5 10,8 - 13,6 % 16,7 - 18,3 % ELISA [29]

Eiklarpro- Rotweine 0,26 mg/L 55,5 % 67,5 % ELISA [29]

teine

Eiklarpro- Rotweine 1,1 7,6 10,3 - 12,3 % 13,2 - 21,3 % ELISA [29]

teine mg/L

Eiklarpro- WeiBwei- (0,59 mg/L 37,4 % 52,1 % ELISA [29]

teine ne

Eiklarpro- WeiBwei- 3,6 - 6,5 11,1 - 17,3 % 17,2 - 22,1 % ELISA [29]

teine ne mg/L

Die in Tabelle 2 aufgefilhrten Pré&zisionsdaten wurden in Ringversuchen

mittels teils modifizierten ELISA-Testkit-Methoden anhand wvon gespikten
Weinproben erhalten [26, 27, 29]. In Abhangigkeit des Allergen-Gehalts
wurden im Bereich > 1 mg/L relative Vergleichsstandardabweichungen von
ca. 12 - 36 % und im Bereich < 1 mg/L von ca. 14 - 90 % erhalten.
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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 [18], wvon der Arbeitsgruppe 12
,Lebensmittelallergene" des Technischen Komitees CEN/TC 275 [15-17], wvon
einer internationalen "Food Allergen Working Group" unter der Leitung der
AOAC Presidential Task Force on Food Allergens [19] und vom Codex Alimen-
tarius Commitee (CAC/GL 74-2010) [14] 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-

[14-20] 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-

[14] 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 herangezogen und auf alle unter 3.1 angegebenen Be-
zugswerte angewandt.

Gesetzliche Regelungen und Hdchstwert-Empfehlungen

Die Kennzeichnung von Allergenen ist in der Lebensmittel-Informations-VO
(EU 1169/2011) geregelt. Speziell fir Wein ist die Art und Weise der
Kennzeichnung der Verwendung von allergenhaltigen Schonungsmitteln bei
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der Weinherstellung in der Durchfihrungsverordnung (EU 579/2012) vorge-
schrieben [25-28]. Neben Schwefeldioxid sind Weinbehandlungsmittel auf
Basis von Milch und Ei auf dem Etikett anzugeben, sofern sie im Wein
nachweisbar sind. Aufgrund von Ringversuchsdaten wurden von der Interna-
tionalen Organisation fliir Rebe und Wein (OIV) als Nachweisgrenze

< 0,25 mg/L und als Bestimmungsgrenze < 0,5 mg/L als Kriterien fiur die
Quantifizierung von Casein aus Milch sowie Albumin und/oder Lysozym aus
Ei in Wein festgelegt [28].

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 erfiillt, wenn

-2 <z <2

Zur Bewertung wurden nachstehende z-Scores mit einer Zielstandardabwei-
chung von 25% in der Auswertung angegeben:
1) z-Score - Zar (bezogen auf alle Ergebnisse)

i1) z-Score - Zugmop i (bezogen auf Einzelmethoden)

3.5.1 Warn- und FEingriffssignale

Gemé&B der ISO 13528 fiur statistische Verfahren fir 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 Priufung 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 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 lber 2 liegt.
Ein Uber 2 liegender Wert bedeutet, dass die Prazision nicht zufrieden-
stellend ist, d.h., dass die Pré&zision aus analytischen Griinden zu varia-
bel ist oder die festgestellte Variation hoher ist als fir die angewandte
Methode geschatzt wurde. Somit ist eine Vergleichbarkeit der Messergeb-
nisse nicht gewdhrleistet [3].

3.7 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 fir die vorliegende LVU wie folgt berechnet [3]:

S*

Jp

Ist Uxpr) £ 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
gering fir die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes gewahlt wur-
de. Der Quotient U(xpt)/0pt ist in den Kenndaten angegeben.

ulxpt:l — 1,25 X

3.8 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 flUir das Zusatzniveau eines Analyten einerseits und die
robusten Mittelwerte {iber alle Methoden Dbzw. {ber Einzelmethoden
andererseits.

3.9 Wiederfindungsraten: Dotierung

Fiur 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 filir die Bewertung der Teilnehmerergebnisse wird der
von der AOAC vorgeschlagene Bereich von 50 - 150% fur die
Wiederfindungsraten von Allergen-ELISAs herangezogen [19]. Fur

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 Milchprotein (gesamt) angegeben wurden, sind in
Casein umgerechnet worden. Sofern angegeben wurden die Vorgaben des be-
treffenden Testkit-Herstellers berlicksichtigt. Es wurde ein Casein-Gehalt
von 80% in Gesamtmilchprotein zugrunde gelegt.

ELISA-Ergebnisse, die als Volleipulver bzw. Ovalbumin angegeben wurden,
sind in Eiklarproteine umgerechnet worden. Sofern angegeben wurden die
Vorgaben des betreffenden Testkit-Herstellers beriicksichtigt. Es wurde
ein Anteil von 26% Eiklarprotein in Volleipulver zugrunde gelegt. Fur Ov-
albumin wurde gemal Testkit-Anleitung (Immunolab) wvon 75% Kreuzreaktivi-
tat zu Eiklarprotein ausgegangen.

Die Auswertung erfolgte getrennt nach ELISA und PCR-Ergebnissen. Die Er-
gebnisse wurden nach durchgefiihrten 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 Casein

4.1.1 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 [malkg] pos/neg [mglkg] (:,:’:rfi"s“mm""f""
1 negativ <01 positiv 2/2 (100%) AQ
5 negativ <0,1 positiv 78 2/2 (100%) AQ
7 negativ <0.2 positiv >6 2/2 (100%) AQ
13 negativ <0,2 positiv 73 2/2 (100%) AQ
8 negativ <0,5 positiv 24 2/2 (100%) IL
15 negativ <0.1 positiv 36 2/2 (100%) IL
3 negativ positiv 1,84 2/2 (100%) RS1
4 negativ positiv 2,1 2/2 (100%) RS1
6 negativ <0,5 positiv 3,2 2/2 (100%) RS1
9 negativ <0.5 positiv 1,59 2/2 (100%) RS1
10 negativ positiv 1,7 2/2 (100%) RS1
11 negativ <0.24 positiv 2,2 2/2 (100%) RS1
12 negativ n.n. positiv 26,1 2/2 (100%) RS2 Ergebnis umgerechnet *
* Umrechnung s. S. 14
Probe A Probe B
Anzahl positiv 0 13
Anzahl negativ 13 0
Prozent positiv 0 100
Prozent negativ 100 0
Konsenswert negativ positiv
Methoden:
AQ = AgraQuant Casein, RomerLabs RS1 = Ridascreen Fast Casein, R-Biopharm
IL = Immunolab Casein RS2 = Ridascreen Fast Milch, R-Biopharm

Anmerkung:

Es wurden zum Nachweis von Casein mittels ELISA zu 100% negative Ergeb-
nisse fiir Probe A und zu 100% positive Ergebnisse flir 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- Casein z-Score | z-Score | Methode Hinweis
nummer Xpta Xptrs
[mglkg]
AQ
5 78 AQ
7 >6 AQ
13 73 AQ
8 24 IL
15 36 IL
3 1,84 -0,4 RS1
4 21 0,1 RS1
6 3,2 2,3 RS1
9 1,59 -0,9 RS1
10 1,7 -0,6 RS1
11 2,2 0,3 RS1
12 26,1 RS2 Ergebnis umgerechnet *
*Umrechnung s. S. 12
Methoden:
AQ = AgraQuant Casein, RomerLabs RS1 = Ridascreen Fast Casein, R-Biopharm
IL = Immunolab Casein RS2 = Ridascreen Fast Milch, R-Biopharm
Kernel Density Plot
Fixed h: 4.88
0,05
0,045 1
004 1

0,035
0,03
0,025 -
0,02
0,015

0,01
Abb. 2: Kerndichte-Schatzung aller
ELISA-Ergebnisse Casein

0 ————— N . _
10 0 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 (mit h Opt von Xptau)

0,005 -

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schatzung zeigt eine trimodale Verteilung, die sich den

verwendeten Methoden zuordnen léasst: 1. Methode RS1, 2. Methoden IL und
RS2 und 3. Methode AQ (s. Abb. 2).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung Casein

Probe B

Alle Er ni Meth RS1
Kenndaten © [mggig ] sse ei;m;?:g ] S
Zugewiesener Wert (Xpt) Xptarr, XptuzrHop Rs1
Anzahl der Messergebnisse 11 6
Anzahl der AusreilBler = 0
Median 3,20 1,97
Robuster Mittelwert (Xpt) 19,5 2,03
Robuste Standardabweichung (S¥*) 25,6 0,476
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 0,507
untere Grenze des Zielbereichs 1,01
obere Grenze des Zielbereichs 3,04
Quotient S*/opt 0,94
Standardunsicherheit U(xpt) 0,243
Quotient U(xpt)/Opt 0,48
Ergebnisse im Zielbereich
Prozent im Zielbereich 83%
Methode:

RS1 = R-Biopharm, Ridascreen Fast®

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

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

Die Auswertungen der Ergebnisse von Methode RS1 zeigte eine geringe Va-
riabilitdt der Ergebnisse. Der Quotient S*/opt lag deutlich unter 2,0.
Die robuste Standardabweichung liegt im Bereich von etablierten Werten
fiir 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 RS1 lag bei ca. 2%
des Zusatzniveaus von Casein zu Probe B, und somit unterhalb der rele-
vanten Anforderungen filir die eingesetzte Methode (s. 3.4.3 und '"Wieder-
findungsraten fiir Casein" S.21).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results

110

100 [ Sample B

90 ~——— Spike

80 —

70 — —— XALL
2 60 —— XRS
g 50

——
40 — AQ
30 o— IL
[
fg > u ] RS1
0 e ‘e ‘e ‘e o Tv——v—v v —&—Rs2
1 5 7 13 8 15 3 4 6 9 10 11 12
Auswertenummer / Evaluation number

Abb. 3a: ELISA-Ergebnisse Casein

griine Linie = Zusatzniveau
rote Linie = Bezugswert robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RSl

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

0Probe B Methode RS1 / Sample B Method RS1

4,0 1 Sam
)] ple B
3,0
()]
o X RS
- 1 1B
0,0 - =

3 4 6 9 10 11
Auswertenummer / Evaluation number

Abb. 3b: ELISA-Ergebnisse Casein - Ausschnitt Methode RS1
blaue Linie = Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS1
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)



Juni 2016 DIA - 09/2016 - Allergene IX

Probe B / Sample B z - Scores
‘51’2 Zugewiesener Wert Xpt Methode RS1 / Assigned Value Xpt Method RS1
3,0
2,0
1,0
0,0 _— @ -
-1,0 IIII IIII
-2,0
-3,0
4,0

9 10 3 4 11 6
Auswertenummer / evaluation number

Abb. 4: z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Casein)
Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS1
(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] [%] [mg/kg] [%]
AQ
5 48900 224 78 80 AQ
7 28500 131 >6 AQ
13 42000 193 73 74 AQ
8 363454 1667 24 24 IL
15 15500 7 36 37 IL
3 11714 54 1,84 1,9 RS1
4 2,1 21 RS1
6 3,2 3,3 RS1
9 20815 95 1,59 1,6 RS1
10 41690 191 1,7 1,7 RS1
11 2,2 2,2 RS1
12 19500 89 26,1 27 RS2 Ergebnis umgerechnet *
*Umrechnung s. S. 12
AB* 50-150 % AB* 50-150 %
Anzahl im AB 5 Anzahl im AB 2 Wiederfindungsrate
100% Bezugsgrofie:
Prozent im AB 56 Prozent im AB 18 Casein, s. Seite 4
* Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs
Methoden:
AQ = AgraQuant Casein, RomerLabs RS1 = Ridascreen Fast Casein, R-Biopharm

IL =

Immunolab Casein RS2 = Ridascreen Fast Milch, R-Biopharm
Anmerkung:
56% 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 Weinprobe B
lagen 2 Wiederfindungsraten (Methode AQ) in diesem Akzeptanzbereich.
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4.2 Vergleichsuntersuchung Eiklarproteine

4.1.1 ELISA-Ergebnisse: Eiklarproteine, gesamt

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 [mg/kg] (:::r::'i::w;"
7 negativ <0.4 positiv >8 2/2 (100%) BC
5 negativ < 0,05 positiv 101 2/2 (100%) IL1
8 negativ <0,5 positiv 63 2/2 (100%) IL1
15a negativ <0.2 positiv 50 2/2 (100%) IL1
15b negativ < 0.017 positiv 40 2/2 (100%) IL2 Ergebnis umgerechnet *
1 negativ < 0.065 positiv 49,1 2/2 (100%) RS Ergebnis umgerechnet *
3 negativ positiv 39,74 2/2 (100%) RS Ergebnis umgerechnet *
4 negativ positiv 46,4 2/2 (100%) RS Ergebnis umgerechnet *
6 negativ <0,13 positiv 46,1 2/2 (100%) RS Ergebnis umgerechnet *
9 negativ <0.13 positiv 42,31 2/2 (100%) RS
10 negativ positiv 60,8 2/2 (100%) RS
11 negativ <0.1 positiv >10 2/2 (100%) RS
12 negativ n.n. positiv 66,8 2/2 (100%) RS Ergebnis umgerechnet *
13 negativ <0,13 positiv 65 2/2 (100%) RS Ergebnis umgerechnet *
14 negativ - positiv 88,4 2/2 (100%) RS Ergebnis umgerechnet *
2 negativ positiv 113,66 2/2 (100%) TC
* Umrechnung s. S. 14
Probe A Probe B
Anzahl positiv 0 16
Anzahl negativ 16 0
Prozent positiv 0 100
Prozent negativ 100 0
Konsenswert negativ positiv
Methoden:
BC = BioCheck RS = Ridascreen®, R-Biopharm
IL1 = Immunolab Eiklarprotein TC = Tecna
IL2 = Immunolab Ovalbumin
Anmerkung:

Es wurden zum Nachweis von Eiklarproteinen mittels ELISA zu 100% negati-
ve FErgebnisse filir Probe A und zu 100% positive Ergebnisse filir Probe B
erhalten.

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

Auswerte- | Eiklar- | z-Score | z-Score | Methode Hinweis
nummer | proteine Xpta Xptgs
[malkg]
7 >8 BC
5 101 2,7 IL1
8 63 0,2 IL1
15a 50 -0,7 IL1
15b 40 -1,3 IL2 Ergebnis umgerechnet *
1 49,1 0,7 -0,4 RS Ergebnis umgerechnet *
3 39,74 -1,4 -1,1 RS Ergebnis umgerechnet *
4 46,4 -0,9 -0,6 RS Ergebnis umgerechnet *
6 46,1 -0,9 -0,6 RS Ergebnis umgerechnet *
9 42,31 -1,2 -0,9 RS
10 60,8 0,0 0,4 RS
11 >10 RS
12 66,8 0,4 0,9 RS Ergebnis umgerechnet *
13 65 0,3 0,7 RS Ergebnis umgerechnet *
14 88,4 1,9 2,5 RS Ergebnis umgerechnet *
2 113,66 3,5 TC
*Umrechnung s. S. 12
Methoden:
BC = BioCheck RS = Ridascreen®, R-Biopharm
IL1 = Immunolab Eiklarprotein TC = Tecna
IL2 = Immunolab Ovalbumin

Kernel Density Plot
Fixed h: 15.05
0,02
0,018 -
0,016 -
0,014 -
Abb. 5: Kerndichte-Schatzung aller
00121 ELISA-Ergebnisse Eiklarprotein
0,01 (mlt h = Opt von XptALL)
0,008 -
Anmerkung:
0,006 1 Die Kerndichte-Schatzung zeigt anna-
0,004 | hernd eine Normalverteilung der Er-
0002 | gebnisse mit einer Schulter bei ca.
100-115 mg/kg (s. Abb. 5).
0 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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Kenndaten: Quantitative Auswertung Fiklarprotein

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 14 9
Anzahl der AusreilBler 0 0
Median 55,4 49,1
Robuster Mittelwert (Xpt) 60,2 54,8
Robuste Standardabweichung (S¥*) 21,7 14,6
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 15,1 13,7
untere Grenze des Zielbereichs 30,1 27,4
obere Grenze des Zielbereichs 90,3 82,1
Quotient S*/opt 1,4 1,1
Standardunsicherheit U (xpt) 7,24 6,07
Quotient U(xpt)/Opt 0,48 0,44
Ergebnisse im Zielbereich 12 8
Prozent im Zielbereich 86% 89%
Methode:

RS = R-Biopharm, Ridascreen®

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Auswertungen der Ergebnisse aller Methoden und von Methode RS zeig-
ten eine normale bis geringe Variabilitdt der Ergebnisse. Der Quotient
S*/opt lag jeweils deutlich unter 2,0. Die robusten Standardabweichungen
liegen im Bereich von etablierten Werten filir die Vergleichsstandardab-
weichung der eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl. 3.4.2 Auswertung ei-
nes Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Erkenntnissen). Die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse ist gegeben. Diese Aussage 1ist filr die me-
thodeniibergreifende Auswertung nur eingeschridnkt giiltig, da fir die Me-
thoden IL und TC jeweils nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 68% und 62% vom Zu-
satzniveau von Eiklarprotein zu Probe B, innerhalb der relevanten Anfor-
derungen filir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und '"Wiederfindungsra-
ten fiir Eiklarprotein" S.27).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
140 [ Sample B
120 ——— Spike
100 o = X ALL
[e) X RS
< 80
= — ~—&— BC
E &0 — —
o 1
40 L2
20 > > —@— RS
0 @ ¢ o | —e—TC
7 5 8 15a 15b 1 3 4 6 9 10 11 12 13 14 2
Auswertenummer / Evaluation number
Abb. 6: ELISA-Ergebnisse Eiklarprotein
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 o

1
—_— | | -
I EEEERER =

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

3 15 9 6 4 1 15a 10 8 13 12 14 5 2

Auswertenummer / evaluation number

Abb. 7: z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Eiklarprotein)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Probe B / Sample B z - Scores

50 Zugewiesener Wert Xpt Methode RS1 / Assigned Value Xpt Method RS1

4,0
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2,0 I
1,0
0.0 gE=m= = 0 H

-1,0
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Abb. 8: z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Eiklarprotein)
Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS
(R-Biopharm, Ridascreen)
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Wiederfindungsraten fir Eiklarprotein:
Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- | Methode Hinweis
nummer material dungsrate dungsrate
[mglkg] [%] [ma/kg] [%]
7 8500 43 >8 BC
5 21600 109 101 113 IL1
8 378476 1908 63 7 IL1
15a 16700 84 50 56 IL1
15b 11500 58 40 45 L2 Ergebnis umgerechnet *
1 491 55 RS Ergebnis umgerechnet *
3 20255 102 39,74 45 RS Ergebnis umgerechnet *
4 46,4 52 RS Ergebnis umgerechnet *
6 46,1 52 RS Ergebnis umgerechnet *
9 9820 49 42,31 48 RS
10 16660 84 60,8 68 RS
11 >10 RS
12 12250 62 66,8 75 RS Ergebnis umgerechnet *
13 13500 68 65 73 RS Ergebnis umgerechnet *
14 14000 71 88,4 99 RS Ergebnis umgerechnet *
2 14600 74 113,66 128 TC
*Umrechnung s. S. 12
AB* 50-150 % AB* 50-150 %
Anzahl im AB 9 Anzahl im AB 11 Wiederfindungsrate
100% BezugsgroRe:
Prozent im AB 75 Prozent im AB 79 Eiklarproteine, s. Seite 4
* Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs
Methoden:
BC = BioCheck RS = Ridascreen®, R-Biopharm
IL1 = Immunolab Eiklarprotein TC = Tecna
IL2 = Immunolab Ovalbumin
Anmerkung:
75% der Teilnehmer haben 1in der Dotierungsmaterialprobe mittels ELISA

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

halten.

Bei

der mit dem Dotierungsmaterial hergestellten Weinprobe B

lagen 79% der Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.1.2 ELISA-Ergebnisse: Lysozym

Qualitative Auswertung der Ergebnisse:

Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative | Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/ineg | [mgl/kg] | pos/neg [mglkg] | Ubereinstimmungen
15 negativ <0.013 positiv 0,7 IL
Methoden:
IL = Immunolab
Anmerkung:

Zum Nachweis von Lysozym mittels ELISA hat nur ein Teilnehmer Ergebnisse

abgegeben.

rung von

Probe B.

Wiederfindungsraten fir Lysozym:
Dotierungsmaterialprobe und Probe B

Diese stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- | Methode Hinweis
nummer material dungsrate dungsrate
[malkg] [%] [ma/kg] [%]
15 160 23 0,7 23 IL
AB* 50-150 % AB* 50-150 %
Anzahl im AB 0 Anzahl im AB 0 Wiederfindungsrate
100% Bezugsgrofie:
Prozent im AB 0 Prozent im AB 0 Lysozym, s. Seite 4
* Akzeptanzbereich der AOAC fur Allergen-ELISAs
Anmerkung:

Die Wiederfindungsraten des Teilnehmers lagen sowohl fiir die Dotierungs-

materialprobe als auch filir die mit dem Dotierungsmaterial hergestellten
Weinprobe B bei 23%.
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5.

Dokumentation

Angaben der Teilnehmer

5.1 ELISA: Casein

Primdrdaten
Auswerte- |[Ergebnis Probe A |Ergebnis Probe B |Ergebnis Angabe quantitatives |Methode Meth.
nummer Dotierungsprobe |Ergebnis als Abk.
qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
1 negativ <0.1 positiv - Casein AgraQuant Casein (COKAL1200), AQ
RomerLabs
5 negativ <0,1 positiv 78 positiv 48900 Casein AgraQuant'gaseln (COKAL1200), AQ
omerlLabs
7 - <0.2 - >6 - 28500 Casein AgraQuan Bag (COKALOB48). | aq
omerlLabs
13 negativ | <0,2 | positiv 73 positiv | 42000 Casein AgraQuant Gasein (COKAL1200), AQ
8 negativ <0,5 positiv 24 qualitativ | 363454 Casein Immunolab Casein ELISA IL
15 negativ <0.1 positiv 36 positiv 15500 Casein Immunolab Casein ELISA L
3 negativ positiv | 1,839 | positiv | 11714 Casein Ridascreen Fast Casein (R4612). ™| Rs1
iopharm
4 negativ positiv 2,1 positiv Casein Ridascreen FBa.St Casein (R4612), r- RS1
iopharm
6 B <0,5 ) 3.2 B Casein Ridascreen FalstCasein (R4612), r- RS1
Biopharm
9 negativ | <0.5 | positv | 1,59 | positiv | 20815 Casein R”ascme”ﬁ;S‘Casem(R4612%“ RS1
iopharm
10 negativ positiv 1,7 positiv | 41690 Casein Ridascreen Fast Casein (R4612).1- | oy
Biopharm
. e Ridascreen Fast Casein (R4612), r-
1 negativ <0.24 positiv 2,2 - Biopharm RS1
. . Ridascreen Fast Milch (R4652), r-
12 - n.n. - 32,6 - 24381 Milchproteine, gesamt Biopharm RS2
Methoden:
AQ = AgraQuant Casein, RomerLabs RS1 = Ridascreen Fast Casein, R-Biopharm
IL = Immunolab Casein RS2 = Ridascreen Fast Milch, R-Biopharm
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Weitere Angaben zu den Methoden

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

1 AQ Probenaufarbeitung nach Wein-Application Note
Probe A 1:10 (v/v) mit Extraktionspuffer Bei Verdiinnung der Dotierung mit alkoholischer

5 AQ Casein extrahi'ert; Dotierungspfobe ausschlie@lich mit Lésung bzw.. Wasser unq anslchli.erSender
Extraktionspuffer verdiinnt und extrahiert; alles |Extraktion mit Puffer deutlich niedrigere Werte
bei Raumtemperatur extrahiert erhalten

7 AQ Casein w &lriger Puffer, erw armt auf 60°C Zﬁtr:':iEriii(')pr:ts'?srf’e”nf‘e”ns ;Z;tﬁ;“sg””d

13 AQ

8 IL Anti-Casein

15 IL

3 RS1

4 RS1 nach Arbeitsanleitung

6 RS1 Extraktionspuffer verdiinnt/ 10min/60°C

9 RS1 Cgsein von Ku'f.\-, Schaf—, nach Arbeitsanleitung

Ziegen- und Buffelmilch

10 RS1

11 RS1

12 RS2
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5.2 ELISA: Eiklarprotein inklusive Lysozym

Primdrdaten
Auswerte- |Ergebnis Probe A Ergebnis Probe B Ergebnis Dotie- Angabe quantitatives |Methode Meth.
nummer rungsprobe Ergebnis als Abk.
qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
7 - <0.4 - >8 - 8500 Eiklarproteine, gesamt | EggCheck - BioCheck BC
5 negativ < 0,05 positiv 101 positiv 21600 Eiklarproteine, gesamt ImmunoIaEkI)JCS)\/{\ALBUMIN L1
8 negativ <0,5 positiv 63 qualitativ | 378476 Eiklarproteine, gesamt | Immunolab Eiklar ELISA| IL1
15a negativ <02 positiv 50 positiv 16700 Eiklarproteine, gesamt Immunolab Eiklar ELISA L1
15b negativ. | <0.013 positiv 30 positiv 8600 Ovalbumin Immunolab Ovalbumin ELISA | IL2
. . . Ridascreen Fast Ei
1 negativ <0.25 positiv 189 - Volleipulver (R4602), r-Biopharm RS
. . . . Ridascreen Fast Ei
3 negativ positiv 152,83 positiv 77904 Volleipulver (R4602), r-Biopharm RS
. . . . Ridascreen Fast Ei
4 negativ positiv 178,5 positiv Volleipulver (R4602), r-Biopharm RS
. Ridascreen FastEi
6 - <0,5 - 177,3 - Volleipulver (R4602), r-Biopharm RS
. . - . . Ridascreen FastEi
9 negativ <0.13 positiv 42,31 positiv 9820 Eiklarproteine, gesamt (R4602), r-Biopharm RS
. . . . . Ridascreen Fast Ei
10 negativ positiv 60,8 positiv 16660 Eiklarproteine, gesamt (R4602), r-Biopharm RS
. - Ridascreen Fast Ei (R4602),
11 negativ <0.1 positiv >10 - ETeRET RS
12 - n.n. - 257 - 47110 Volleipulver Ridascreen'Fast S(Re) RS
r-Biopharm
q e - . Ridascreen Fast Ei (R6402),
13 negativ <0,5 positiv 250 positiv 52000 Volleipulver . RS
14 negativ - positiv 340 positiv 54000 Volleipulver Ridascreen Fast B (R6402),| g
r-Biopharm
2 negativ positiv 113,66 positiv 14600 Eiklarproteine, gesamt | TECNAISCREEN EGG | TC
15 negativ <0.013 positiv 0.7 positiv 160 Lysozym Immunolab Lysozym ELISA | IL3
Methoden:
BC = BioCheck IL3 = Immunolab Lysozym
IL1 = Immunolab Eiklarprotein RS = Ridascreen®, R-Biopharm
IL2 = Immunolab Ovalbumin TC = Tecna
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Weitere Angaben zu den Methoden

Auswerte- |Meth. [Speazifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
nummer Abk. Bestimmung)
Antikorper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
7 BC |Eiklarproteine, gesamt|w aBriger Puffer, erw &rmt auf 60°C B'otelqe prazipitieren aus der Losung und fhren zu
inkonsistenten Ergebnissen
Umrechnung O.valbgmm 0|2 ST (getchkngt) Bei Verdiinnung der Dotierung mit alkoholischer L&-
mit Faktor 1,85; Dotierungsprobe ausschliellich mit " .
5 IL1 OVALBUMIN ) . - . |sung bzw . Wasser und anschlieRender Extraktion
Extraktionspuffer verdiinnt und extrahiert; alles bei . ¥ o
. mit Puffer deutlich niedrigere Werte erhalten
Raumtemperatur extrahiert
Anti- id Anti-
8 IL1 Ovor_n ucoid Anti
kérper
15a IL1
15b IL2
1 RS Probenaufarbeitung nach Wein-Application Note
3 RS
4 RS nach Arbeitsanleitung
6 RS Extraktionspuffer verdinnt/ 10min/60°C
9 RS Ovalbumin und Ovo- |nach Testkit-Anleitung — Ergebnis umgerechnet als
mucoid Eiklarproteine w ie in Anleitung beschrieben
Angabe als Eiklarprotein
10 RS Volleipulver w &re:
Probe B: 231 mg/kg; DotMaterial: 63350 mg/kg
11 RS
12 RS
13 RS
14 RS |Eiklarproteine, gesamt |- -
. . . . AR Probe B und Dotierungs materialprobe mussten ver-
2 TC |Eiklarproteine, gesamt |10 ml Extraktionslésung/15' Zeit/60°C diinnt werden, damit das Ergebnis im Kit-Range w ar.
15 IL3
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6. Verzeichnis der teilnehmenden Institute in

alphabetischer Reihenfolge

Teilnehmer / Participant

Ort / Town

Land / Country

GROSSBRITANIEN

SCHWEIZ

SPANIEN

Deutschland

Deutschland

Deutschland

FRANKREICH

Deutschland

Deutschland

SCHWEIZ

ITALIEN

Deutschland

Deutschland

NIEDERLANDE

GROSSBRITANIEN

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden filir die allgemeine Veréffentlichung des Auswerte-

Berichts nicht angegeben. ]

[The address data of the participants were deleted for publication of the evaluation

report.]
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Alle 15 Teilnehmer haben mindestens ein Ergebnis eingereicht. Die Aus-
wertung erfolgte hinsichtlich der Parameter Casein und Eiklarproteine
qualitativ und quantitativ, soweit moglich methodeniibergreifend und flr
die einzelnen ELISA-Methoden. Zusatzlich wurden fir Jjeden Teilnehmer
Wiederfindungsraten fiir die Dotierungsmaterialprobe und die dotierte
Probe ermittelt. Details zu den einzelnen Parametern sind dem Auswerte-
bericht zu entnehmen.

8 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europaischen Ausland (Frankreich,
GroBbritannien, Italien, Niederlande, Schweiz, Spanien).



