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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) bzw. Eignungspriifun-
gen (PT) ist ein wunverzichtbares Element flir das Qualitats-Manage-
ment-System eines jeden, mit der Untersuchung von Lebensmitteln, Futter-
mitteln, kosmetischen Mitteln und Bedarfsgegenstanden befassten Labors.
Die Durchfiihrung wvon Laborvergleichsuntersuchungen ermdéglicht den teil-
nehmenden Laboren die eigene analytische Kompetenz unter realen Bedingun-
gen nachzuweisen. Gleichzeitig erhalten sie wertvolle Daten flir die er-
forderliche Verifizierung oder Validierung der durchgefiihrten Untersu-
chungsmethode [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].

Das vorliegende PT-Format ,Action Level Matrix - ALM Verification™ bietet
die Moglichkeit anhand einer Art Kalibrierreihe von 5 Proben eines Aller-
gens 1in einer spezifischen Lebensmittelmatrix sowie einer ,Nullprobe“
nachzuweisen, dass mit der analytischen Bestimmungsmethode des teilneh-
menden Labors der fir die Kennzeichnung des betreffenden Allergens rele-
vante Gehalt sicher erfasst werden kann.

Dabei reichen die Allergen-Konzentrationen der PT-Probenreihe wvon 1/10
bis mindestens das 5-fache des Action Levels, der i.d.R. auf die Schwel-
lenwertdosis (VITAL Konzept 2.0) bzw. Beurteilungswerte des ALTS/ALS zu-
rickgeht (vgl. Tabelle 3). Die Auswertung der PT-Ergebnisse erfolgt qua-
litativ in Scores von 1-5 (Score 3 = Action Level erfolgreich erfasst).
Quantitative Ergebnisse werden unter Angabe der erzielten Wiederfindungs-
rate informativ im Bericht angegeben.

Zusatzlich wurde zur Information eine gquantitative Bewertung der ELISA-
Ergebnisse fiir den Action Level sowie den Level 5 mittels z-Score vorge-
nommen .
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2. Durchfihrung

2.1 Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung wurden 6 LVU-Proben mit gleicher Lebensmittelmatrix fir
den qualitativen Nachweis und ggf. die quantitative Bestimmung von Hasel-
nuss in der Lebensmittelmatrix Schokolade zur Verfliigung gestellt. Die Ha-
selnuss-Level der PT-Probenreihe lagen im Bereich wvon 0,50 mg/kg bis
25 mg/kg (als Haselnuss), der mittlere Wert stellt den ,Action Level™ dar
(s. Tabelle 1).

Bei der Lebensmittelmatrix des Untersuchungsmaterials handelt es sich um
eine handelsibliche ,Bitter-Schokolade, 70% Kakao“. Die Grundzusammenset-
zung war fir alle 6 Proben gleich (s. Tabelle 1).

Nach Mischen der Grundmatrix Schokolade und Homogenisierung unter Rihren
bei 60°C wurde ein Aliquot als Level ,Null“-Probe abgenommen.

AnschlieBend wurde die Reihe der dotierten Proben folgendermaBen herge-
stellt: Das Dotierungsmaterial, das die allergene Zutat Haselnuss ent-
hielt, wurde zu einem Aliquot der Grundmatrix gegeben und die Mischung bei
60°C unter Rithren homogenisiert. AnschlieRBend wurde in separaten Ansitzen
fir jeden der 5 Level portionsweise erneut Grundmatrix in 2-3 weiteren
Schritten zugegeben und Jjeweils homogenisiert bis die Gesamtmenge er-
reicht war.

Die 6 PT-Proben wurden zu Portionen von ca. 20 g in PE-Beh&lter abgefillt
und in metallisierte PET-Folienbeutel eingeschweilt.

Zur Dotierung wurde eine Mischung gerdsteter und gemahlener HaselnUsse
aus insgesamt 10 Einzelprodukten aus 5 Landern (Europa) verwendet. Diese
Mischung der Haselnlisse hat in den Lebensmittelmatrixproben (Bitter-Scho-
kolade) der Eignungspriifung DLA 06/2018 fiir Haselnuss mit diversen ELISA-
Methoden eine mittlere Wiederfindungsrate von 73 $ £ 35 % (n=9) ergeben.



Marz 2019 DILA 16/2018 - ALM Verification: Haselnuss
Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben
PT-Probenreihe Level 0 Level 1 Level 2 Level 3 Level 4
,Null™ 0,5 mg/kg 2,5 mg/kg 5,0 mg/kg 12,5mg/kg

Zutaten g/100 g g/100g  g/100g g/100g | g/100g | g/100g
Bitter-Schokolade 100 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9
(Kakao: 70% mindestens)

Zutaten: Kakaomasse, Zucker,

Kakaobutter, Emulgator: So-

jalecithin, Vanille-Extrakt

Nahrwertangaben pro 100 g:

Fett 43 g, Kohlenhydrate

34 g, Eiweil 9,6 g
welitere Zutaten: - <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Maltodextrin, Natriumsulfat
und Siliciumdioxid
Allergen-Gehalte mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
davon Haselnuss: -
— als Haselnuss* 0,504 2,53 5,04 12,5 25,2
- mit 14,1% Gesamtprotein** 0,071 0,36 0,71 1,76 3,55
erweiterte kombinierte + 0,055 £ 0,29 + 0,55 + 1,4 + 2,8
Unsicherheit (k=2) des Hasel-
nuss-Gehalts (= + 11,0 %)

*Allergen-Gehalte als ,Lebensmittel™ wie in Spalte ,Zutaten“ angegeben gemal gravimetri-
scher Mischung

** Proteingehalt gemaB Laboranalyse des Rohstoffs:
nach Kjeldahl mit F=5,30 fiir Haselnussprotein)

14,1 + 0,15 %, n=5 (Gesamtstickstoff

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

sind mit ei-
folgen-
Mi-

Jeder zugewiesene Wert, hier die dotierten Allergen-Gehalte,
ner Standardunsicherheit behaftet. Als Unsicherheiten wurden u.a.
de Faktoren bericksichtigt: Proteingehalt des Dotierungsmaterials,
schungshomogenitdt, Homogenitat und Stabilitat wvon Haselnuss.

Alle Unsicherheitsbeitrage wurden in Form von Standardabweichungen ausge-
driickt und als Varianzen addiert. Die Wurzel aus der Summe der Gesamtva-
rianzen ergibt die kombinierte Unsicherheit "Uc", die mit dem Erweite-
rungsfaktor k=2 multipliziert die erweiterte Unsicherheit der zugewiese-
nen Werte "U(Xy)" ergibt [3, 13, 18 - 20].
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2.1.1 Charakterisierung der PT-Probenreihe

Die PT-Probenreihe wurde mittels ELISA-Bestimmung charakterisiert (Immu-

nolab Haselnuss ELISA, n=5). Die dotierten Level wurden mit guter Korre-
lation zwischen Dotierung (Spiking) und Mittelwert der Ergebnisse (Mean)
erfasst (s. Abb. 1). Die relativen Standardabweichungen (RSD) lagen im

Bereich von ca. 7,3% bis 16% und die Wiederfindungsraten (Recovery) bei
38% bis 46%.

Tabelle 2: Charakterisierung der PT-Probenreihe Haselnuss in Schokolade
mittels ELISA-Bestimmung (Immunolab Haselnuss, n=5).

[Modifikationen: Als Extraktionsadditiv wurde Magermilchpulver zugesetzt.
Level 1 wurde unterhalb der Bestimmungsgrenze ausgewertet.]

PT-Sample Level 0 Level 1 Level2 | Level 3 _
[malkg] [mgl/kg] [mgal/kg] [mal/kgl] [mgal/kg] [mgal/kg]
Spiking 0,0 0,504 2,53 5,04 12,5 25,2
Result 1 0,0 0,20 1,24 2,27 5,36 11,8
Result 2 0,0 0,25 1,08 2,74 5,31 9,34
Result 3 0,0 0,25 1,29 2,08 4,53 7,73
Result 4 0,0 0,26 1,07 2,11 4,71 8,99
Result 5 0,0 0,18 1,19 2,16 4,92 10,3
Mean 0,0 0,23 1,17 2,27 4,97 9,63
SD - 0,04 0,10 0,27 0,36 1,52
RSD [%] - 15,6 8,3 11,9 7,34 15,8
Recowery [%] - 45,2 46,4 45,1 39,7 38,2
DLA 16/2018 - ALM Verification: Hazelnut in Chocolate
i Immunolab
35 Haselnut ELISA
5 30
3
2 25
5
+ 20 — Mean
% s —%— RSD [%]
= * Result 1
o 10 * Result2
2 s * Result3
o ) . * Result 4
0 0,5 253 5,04 12,5 sei & Beis
Spiked Level as Hazelnut [mg/kg]

Abb./Fig. 1: Darstellung der ELISA-Ergebnisse der PT-Probenreihe

Haselnuss 1in Schokolade (Immunolab Haselnuss, n=5), Anmerkung: die x-Achse
ist zur besseren Erkennbarkeit der niedrigen Gehalte nicht linear dargestellt.
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2.1.2 Homogenitit

Zur Prifung der Homogenitdt wurden 5 unabhédngige Proben pro Level mittels
ELISA untersucht (Ergebnisse siehe 2.1.1).

2.1.2 Stabilitdt

Bei dem Lebensmittelmatrix-Probenmaterial handelt es sich um Schokolade,
die aufgrund des geringen Wassergehalts jahrelang haltbar ist. Die Lager-—
stabilitat bzw. Haltbarkeit der Proben (mikrobieller Verderb) ist somit
erfahrungsgemall wahrend des Untersuchungszeitraums unter den angegebenen
Lagerbedingungen gewdhrleistet.
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2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 46. Kalenderwoche 2018 je eine Portion
der Proben 1 bis 6 verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden freige-
stellt. Die Untersuchungen waren durchzufihren bis spatestens 28. Dezem-
ber 2018.

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

Die FEignungspriifung Action Level Matrix (ALM) - Verification umfasst
finf unterschiedliche Proben mit definierten Gehalten an gerdsteter Ha-
selnuss sowie eine ,Nullprobe" in der Matrix Schokolade

e Die 6 Proben sind in zufdlliger Reihenfolge nummeriert.

* FEs soll qualitativ mit einer geeigneten Methode nachgewiesen wer-
den, dass der sogenannte ,Action Level"“ von 5 mg/kg Haselnuss er-
fasst werden kann (= Action Level 1 (VITAL Konzept 2.0) bzw. Beur-
teilungswert des ALTS/ALS).

e Soweit méglich ist die Angabe quantitativer Ergebnisse erwiinscht,
um einen Vergleich zu den Zusatzniveaus darstellen zu kénnen.

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

2.3 Ergebnisiibermittlung

Die Ergebnisabgabe erfolgte einheitlich mittels an die teilnehmenden La-
bore iibergebenen 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.

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 10 Teilnehmern haben 9 Teilnehmer ihre Ergebnisse fristgerecht abge-
geben. Ein Teilnehmer hat in Absprache mit DLA verspatet Ergebnisse ein-
gereicht.
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3. Auswertung

Verschiedene ELISA-Methoden zur quantitativen Bestimmung von Allergenen
in Lebensmitteln konnen verschiedene AntikoOrper-Spezifitaten aufweisen,
mit unterschiedlichem Referenzmaterial kalibriert worden sein und sich
unterschiedlicher Extraktionsverfahren bedienen. Die verschiedenen ELISA-
Methoden koénnen daher zu einer unterschiedlichen Bewertung des Gehalts
eines Analyten fithren [31-34]. Dariiber hinaus kénnen Matrix- und/oder
Prozessierung die Nachweisbarkeit wvon Allergenen sowohl mittels ELISA-
als auch mittels PCR-Verfahren stark beeinflussen.

In der vorliegenden LVU wurde die allergene Zutat in einer speziellen Le-
bensmatrix in einer Art Kalibrierreihe mit Konzentrationen um den soge-
nannten Action Level herum zur Analyse zur Verfligung gestellt.

Der hier als ,Action Level“ bezeichnete Allergengehalt ist in Tabelle 3
farbig unterlegt.

Die Teilnehmer-Ergebnisse werden qualitativ mit einem Action Level Matrix
Score (ALM-Score) bewertet, der angibt wie viele Konzentrations-Level er-
folgreich erfasst wurden.

Die quantitativen Teilnehmer-Ergebnisse werden mit einem Wiederfin-
dungs-Score (WFR-Score) bewertet, der angibt wie viele Ergebnisse im Be-
reich einer Wiederfindungsrate von 50 - 150% des Dotierungs-Levels lie-
gen.

Tabelle 3: Schwellenwerte, Beurteilungswerte und gesetzliche HoOchstwerte
(farbig unterlegt: Action Level in der vorliegenden LVU) [21-23, 32]

Allergen Schwellenwert- Beurteilungswert Gesetzliche Hochst-
1 * K _
dosis ALTS/ALS Zgiziniﬁr enn
(Vital Konzept 2.0) g
mg/kg mg/kg mg/kg
Gluten 100 > 80 20 **
Ei (als Volleipulver) 0,66 > 1
Erdnuss 8 > 5
Soja (als Sojamehl) 25 > 20
Milch (als entfettetes 2,8 > 2,5
Milchpulver)
Haselnuss 6,4 > 5
Cashew 106 > 50
Mandel, Walnuss, - > 20
Pekannuss, Para-
nuss, Pistazie, Ma-
cadamia
Sesam, ungeschalt 11,8 > 10
Lupine 100 > 50
Selleriesaat - > 20
Senfsaat 1,9 > 5

* berechnet aus Schwellenwert bei Verzehr von 100 g Lebensmittel [22, 23]
** Hochstwert zur Kennzeichnung als ,glutenfrei“ gemaB EU-VO 828/2014 [21]
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3.1 Action level Matrix Score (ALM-Score)

Die qualitative Bewertung der Ergebnisse jedes Teilnehmers erfolgt mit
sogenannten ALM-Scores von 1 - 5 anhand der Anzahl der Ubereinstimmungen
der Angaben ,positiv“ oder ,negativ" mit den Dotierungen der LVU-Proben-
reihe (siehe Tab. 4). Ein ALM-Score von 2 3 bedeutet, dass der Action Le-
vel erfolgreich erfasst wurde.

Die Ergebnisse der Matrixprobe Level 0 werden nicht bewertet, sofern das
betreffende Teilnehmerergebnis in Ubereinstimmung mit 275% positiver oder
negativer Ergebnisse der Teilnehmer steht (Konsenswert) oder das Ergebnis
unterhalb der Bestimmungsgrenze der eingesetzten Methode liegt.

Tabelle 4: Bewertung der Ergebnisse anhand von ALM-Scores

Level 0 | Level1 | Level 2 (pi'tﬁ,:ﬂ‘il) ALM-Score Bestimmung
»Null® 0,5 mg/kg | 2,5 mg/kg | 5,0 mg/kg qualitativ Action Level
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg A"T_?v';r:a_s;ter

negativ negativ negativ negativ negativ positiv 1(20%) nicht erfolgreich
negativ negativ negativ negativ positiv positiv 2 (40%) nicht erfolgreich
negativ negativ negativ positiv positiv positiv 3 (60%) erfolgreich
negativ negativ positiv positiv positiv positiv 4 (80%) erfolgreich
negativ positiv positiv positiv positiv positiv 5 (100%) erfolgreich

3.2 Wiederfindungs—-Score (WFR-Score)

Die Bewertung der quantitativen Ergebnisse jedes Teilnehmers flur die do-
tierten LVU-Proben erfolgt anhand der Anzahl von Wiederfingsraten im Ak-
zeptanzbereich anhand von Wiederfindungs-Scores (WFR-Scores). Die Angabe
der WFR-Scores wird als Anzahl von Ergebnissen im Akzeptanzbereich (s.u.)
pro Anzahl quantitativ bestimmter Proben vorgenommen. Dahinter wird in
Klammern der entsprechende Prozentsatz angegeben.

Die Wiederfindungsraten werden in Bezug auf das zugesetzte Allergen (Zu-
satzniveau) berechnet. Die Bezugswerte ergeben sich aus den unter 2.1 Un-
tersuchungsmaterial in Tabelle 1 angegebenen Gehalten der Level 1 bis 5.
Als Akzeptanzbereich AB fir die Bewertung der Teilnehmerergebnisse wird
der von der AOAC vorgeschlagene Bereich von 50 - 150% fiir die Wiederfin-
dungsraten von Allergen-ELISAs herangezogen [29]. Fir quantitative PCR-
Bestimmungen wird ebenfalls dieser Akzeptanzbereich herangezogen.

Es werden nur exakte quantitative Angaben berilicksichtigt. Einzelergebnis-
se die auBerhalb des angegebenen Messbereiches liegen (z.B. mit der Anga-
be > 25 mg/kg oder < 2,5 mg/kg) oder die Angabe , 0% werden nicht bertck-
sichtigt.

Die angegebenen Wiederfindungsraten dienen u.a. einer Einschatzung von
Matrix- und/oder Prozessierungseinflissen.
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3.2.1 Wiederfindungsraten eines Versuchs zur Prédzision

In Ringversuchen der ASU §64 Methoden wurden abhangig von Matrix bzw.
Prozessierung und Konzentrationsbereich Wiederfindungsraten im Bereich
von 57 - 119% fiur die ELISA-Methoden und 48 - 105% fur die PCR-Methoden

erhalten (s. Tab. 5a und 5b). Die angegebenen Zielstandardabweichungen
opt wurden flir eine Anzahl von m = 2 Wiederholmessungen berechnet.
Tabelle 5a: ELISA-Methoden - Wiederfindungsraten und Prédzisionsdaten

ausgewdhlter Auswertungen von Versuchen zur Prazision [36-37]

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% 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 Fein- 16,3 81l % = 4,7% 12% |11,5% ELISA Herst. A
herb-schoko- 7,56 76 % - 8,9% 15% 13,6% ASU 44.00-7
lade 3,73 75 % - 13% 24%  22,2%

1,62 81 % = 15% 33% | 31,2%

Haselnuss Hein= 21,3 106 % = 7,1% 14% ' 13,1% ELISA Herst. B
herb-schoko- 10,7 107 % = 11% 19% 17,3% ASU 44.00-7
lade 4,69 94 % - 11% 17% 15,1%

2,37 119 % = 9,3% 17% 16,4%

Die Working Group on Prolamin Analysis and Toxicity (WGPAT) hat Ringver-
suche zur Validierung von zwei kommerziellen ELISA-Test-Kits zur Glu-
ten-Bestimmung mittels monoklonalem R5 Antikdrper durchgefihrt [30]. Es
wurden 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 [30].

Das IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements) hat in ei-
nem Ringversuch die Eignung finf verschiedener ELISA-Test-Kits zur Be-
stimmung von Erdnuss getestet [33}. 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 5b: PCR-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen (RSD,)
und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDg) gemal ausgewahlter
Auswertungen von Versuchen zZur Prazision und die resultierende
Zielstandardabweichung opt [39-40]
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%149,1% 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 multiplex
21,3 107 % 35,8%145,0% 37,2% ASU 18.00-22
12,3 121 % 32,0%147,8% 42,1%
Mandel Weizenkekse 120,7 98,2 % - 15,7% 32,5% 30,5% rt-PCR multiplex
SoBenpulver 112 94,1 % 36,2%|42,8% 34,3% ASU 18.00-22
Paranuss Reiskekse 89,1 89,1 % = 34,1%|34,4% 24,5% rt-PCR
17,3 86,5 % 36,2%/38,2% 28,4% ASU 18.00-21
9,8 98 % 40,2%|41,8% 30,6%
Paranuss Weizenkekse 80,8 65,7 % = 25,6%136,4%|31,6% rt-PCR
SoBenpulver 42,6 42,6 % 27,5%139,7%34,6% ASU 18.00-21
Paranuss Reiskekse 96, 6 96,6 % = 16,8% 31,8% 29,5% rt-PCR multiplex
14,2 71 % 54,2%|56,5% 41,5% ASU 18.00-22
Paranuss Weizenkekse 76,5 62,2 % = 15,6%|35,8% 34,1% rt—PCR nultiplex
Sobenpulver 48,4 48,4 S 34,4% 37,5% 28,5% ASU 18.00-22
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3.2.2 Werte aus Erkenntnissen

Anforderungen an die Leistungsfédhigkeit der Analysenmethoden zur quanti-
tativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln sind u.a. vom Ministry
of Health and Welfare (MHLW) in Japan [28], von der Arbeitsgruppe 12
,Lebensmittelallergene™ des Technischen Komitees CEN/TC 275 [25-27], von
einer internationalen "Food Allergen Working Group" unter der Leitung der
AOAC Presidential Task Force on Food Allergens [29] und vom Codex Alimen-
tarius Commitee (CAC/GL 74-2010) [24] erarbeitet worden.

Die hier relevanten ELISA- bzw. PCR-Validierungskriterien der Gremien
sind in den Tabellen 6 und 7 angegeben.

Tabelle 6: ELISA-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard-

[24-29] 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 7: PCR-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard-
[24] abweichung abweichung

CAC 2010 t 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% und fir die Wiederfindungsrate entspre-
chend 50-150% fest.



Marz 2019 DIA 16/2018 - ALM Verification: Haselnuss

4. Ergebnisse

Alle folgenden Tabellen sind anonymisiert. Den teilnehmenden Laboratorien
wird mit dem Versand dieser Auswertung ihre individuelle Auswertenummer
mitgeteilt.

Die qualitative und quantitative Auswertung erfolgte getrennt fiir ELISA-
und PCR-Methoden. Die Ergebnisse wurden in den entsprechenden Kapiteln
nach durchgefithrten Methoden (z.B. Testkits) zusammengefasst und die
Auswertenummern innerhalb der Gruppen aufsteigend sortiert.

Im Ergebnisteil werden alle quantitativen Teilnehmerergebnisse auf 3 si-
gnifikante Stellen (giltige Ziffern) formatiert dargestellt. Im Dokumen-
tationsteil sind die Ergebnisse so angegeben wie sie von den Teilnehmern
Ubermittelt wurden.

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

ELISA-Ergebnisse, die als Haselnussprotein angegeben wurden, sind mit dem
experimentell bestimmten Proteingehalt von 14,1% in der Haselnussmischung
umgerechnet worden (s. S.6).

Die qualitativen Ergebnisse und deren Bewertung werden in tabellarischer
Form folgendermalen aufgefihrt:

Level 3

- Level 0 Level 1 Level 2 ) ALM-Score . .
Auswerte (Action Level) Methode Hinweis
nummer Null“ | 0,5mglkg | 2,5mgkg | 5mglkg qualitativ
pos/neg pos/neg pos/neg posineg pos/neg pos/neg Anzani erfasster

Die quantitativen Ergebnisse und deren Bewertung werden in tabellarischer
Form folgendermaRen aufgefihrt:

Auswerte- ; : Level 3 - 5,0 mg/kg WFR- o
nummer Level 1-0,5 mg/kg Level 2 - 2,5 mg/kg (Action Level) Score Methode | Hinweis

Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * WFR *

[malkg] 1% [mglkg] 1% [mglkg] 1% [mglkg] 1% [mglkg] 1% Anzahlim A8




Februar 2019 DIA 16/2018 - ALM Verification: Haselnuss

4.1 Vergleichsuntersuchung Haselnuss

4.1.1 Qualitativ: Action Level Matrix-Scores

4.1.1.1 ELISA-Methoden

Auswort. Level 0 | Level1 | Level2 | cevel3 - ALMScore | . Hinweis
,»Null“ 0,50 mg/kg | 2,5mg/kg | 5,0 mg/kg qualitativ
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg A"zah'erfafs;ter Level1
6 negativ negativ positiv positiv positiv positiv 4(80%) AQ
5 negativ positiv positiv positiv positiv positiv 5(100%) BF
2 negativ negativ negativ positiv positiv positiv 3 (60%) ES
9 negativ positiv positiv positiv positiv positiv 5(100%) IL
4 negativ negativ positiv positiv positiv positiv 4 (80%) NL Level 1 < NWG leichte Farbung
7 negativ positiv positiv positiv positiv positiv 5(100%) RS-F
8 negativ positiv positiv positiv positiv positiv 5(100%) RS-F
Level 0 Level 1 Level 2 Level 3 _ Methoden:
Anzahl positiv 0 4 6 7 7 7 AQ = AgraQuant, RomerLabs
Anzahl negativ 7 3 1 0 0 0 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent positiv 0 57 86 100 100 100 ES = ELISA-Systems
Prozent negativ 100 43 14 0 0 0 IL = Immunolab
Konsenswert negativ keiner positiv positiv positiv positiv NL = nutriLinia® Allergen-ELISA
Dotierung negativ positiv positiv positiv positiv positiv RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

Anmerkung:
Alle Teilnehmer haben den Action Level von 5 mg/kg sowie die Level 4 und 5 erfolgreich erfasst.

Der Level 2 wurde von 86% (6) und Level 1 noch von 57% (4) der Teilnehmer erfasst. Die negativen Ergebnisse stehen
in Ubereinstimmung mit den Bestimmungsgrenzen laut Testkit-Anleitungen (AQ und NL mit 1 mg/kg und ES mit ca. 3-5
mg/kg als Haselnuss) .
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4.1.1.2 PCR-Methoden

Anmerkung:

Level 3
- Level 0 Level 1 Level 2 ) ALM-Score
Auswerte (Action Level) Methode Hinweis
nummer Null“ | 0,50 mg/kg | 2,5mglkg | 5,0 mg/kg qualitativ
pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg pos/neg A"zah'erf"’_s;'er Level
1 negativ negativ negativ positiv positiv positiv 3 (60%) Gl
3 negativ positiv positiv positiv positiv positiv 5 (100%) SFA-ID
10 negativ positiv positiv positiv positiv positiv 5 (100%) SFA
Level 0 Level 1 Level 2 Level 3 _ Methoden:
Anzahl positiv 0 2 2 8 3 3 Gl = GEN-IAL First Allergen
Anzahl negativ 3 1 1 0 0 0 SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm / Congen
Prozent positiv 0 67 67 100 100 100 SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm / Congen
Prozent negativ 100 33 33 0 0 0
Konsenswert negativ keiner keiner positiv positiv positiv
Dotierung negativ positiv positiv positiv positiv positiv

Alle Teilnehmer haben den Action Level von 5 mg/kg sowie die Level 4 und 5 erfolgreich erfasst.

Die Level 2 und 1 wurden von 67%

(2) der Teilnehmer erfasst.

Die negativen Ergebnisse filir die Level 1 und 2 stehen

in Ubereinstimmung mit der Nachweilsgrenze laut Testkit-Anleitung (GI mit 10 mg/kg).
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4.1.2 Quantitativ: Wiederfindungs-Scores

4.1.2.1 ELISA-Ergebnisse

‘°|‘1”:‘n"1’fn:‘: Level 1-0,50 mglkg | Level 2 - 2,5 mglkg '-e"e('Ai’ﬁ'of;EeTg;kg _ ;Y: ';'fe Methode Hinweis
Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR *
[mgl/kg] [%] [malkg] [%] [mglkg] [%] [mg/kg] [%] [mgl/kg] [%] Anzahlim AB™*
6 <LOD <LOQ 1,34 27 2,92 23 6,25 25 0/3 (0%) AQ
5 1,50 298 2,60 103 5,24 104 10,1 81 22,5 89 4/5 (80%) BF
2 < 3,55 < 3,55 <BG 7,10 57 13,48 54 2/2 (100%) ES Ergebnis umgerechnet °
9 0,165 33 0,940 37 2,22 44 5,52 44 11,9 47 0/5 (0%) IL
4 NL
7 0,421 84 1,91 75 4,21 84 12,3 98 24,0 95 5/5 (100%) RS-F
8 <25 2,70 107 4,00 79 9,20 74 17,5 69 4/5 (80%) RS-F
AB** 50-150 % AB** 50-150 % AB** 50-150 % AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 1 Anzahl im AB 3 Anzahl im AB 3 Anzahl im AB 4 Anzahl im AB 4 AQ = AgraQuant, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent im AB 33 Prozent im AB 75 Prozent im AB 60 Prozent im AB 67 Prozent im AB 67 ES = ELISA-Systems
IL = Immunolab
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Haselnuss, s. Seite 6 NL = nutriLinia® Allergen-ELISA
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
Anmerkung:

Fiir die Level 2 bis 5 lagen 60% bis 75% der Wiederfindungsraten der Teilnehmerergebnisse im Bereich der AOAC-An-
forderungen von 50-150%. Die Wiederfindungsraten fiir Level 1 lagen mit einer Ausnahme (33%) auBlerhalb des Anforde-
rungsbereiches.
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4.1.2.2 PCR-Ergebnisse

* Wiederfindungsrate 100% Bezugsgroie: Haselnuss, s. Seite 6

** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs

Anmerkung:

Fiir den Action Level (Level 3) lagen die Wiederfindungsraten der zwei Teilnehmerergebnisse im Bereich der AOAC-An-

forderungen von 50-150%. Ein Teilnehmer hat auch fiir die Level 4 und 5 Wiederfindungsraten in diesem Bereich er-

halten.

Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR * Ergebnis WFR *
[mgalkg] [%] [malkg] [%] [mglkg] [%] [mglkg] [%] [mglkg] [%] Anzahlim AB™*
1 Gl
10 <1 <1 3,10 62 4,70 38 7,90 31 1/3 (33%) SFA
3 1,00 198 1,00 40 4,00 79 9,00 72 15,0 60 3/5 (60%) SFA-ID
S
AB** 50-150 % AB** 50-150 % AB** 50-150 % AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 0 Anzahl im AB 0 Anzahl im AB 2 Anzahl im AB 1 Anzahl im AB 1 Gl = GEN-IAL First Allergen
SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen
Prozent im AB 0 Prozent im AB 0 Prozent im AB 100 Prozent im AB 50 Prozent im AB 50 SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
S
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DLA 16/2018 - ALM Verification: Level 2,5 mg/kg

0% 50% 100% 150% Method  Recowery Rate

¢ BF 103%
1

e IL 37%
. + RSF 91%
e

SFA-D 40%
——RAlo.* RA up.*
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |~ Lewel2
Haselnuss in Schokolade / Hazelnut in Chocolate [mg/kg]

DLA 16/2018 - ALM Verification: Level 5,0 mg/kg

0% 50% 100% 150% Method  Recowery Rate
_ + AQ 27%

| > + BF 104%
L 44%
— * RSF 81%
' + SFA 62%
19 SFAiD o

—RAl0.* RA up.*
0 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 Level 3
Haselnuss in Schokolade / Hazelnut in Chocolate [mg/kg]
DLA 16/2018 - ALM Verification: Level 12,5 mg/kg

0% 50% 100% 150% Method  Recowery Rate
* AQ 23%
I . ¢ BF 81%
| ES 57%
—— . L 44%
. o ¢ RSF 86%
E—— + SFA 38%
SFA-ID 72%

——RAlo.* ——RAuWp.*
0 2 B 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 —
Haselnuss in Schokolade / Hazelnut in Chocolate [mg/kg]

Abb./Fig. 2: Darstellung der Einzelergebnisse (Level 2-4 getrennt nach
Methoden mit Angabe der durchschnittlichen Wiederfindungsrate (Recovery
Rate), untere Skala Haselnussgehalt in mg/kg, obere Skala %

Wiederfindungsrate in % mit * Akzeptanzbereich von 50% - 150% (* range
of acceptance: RA lower limit bis RA upper limit)
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4.1.3 Informative Angaben: Statistische Kenndaten Haselnuss

4.1.3.1 ELISA-Methoden

Probe: Action Level 5,0 mg/kg

Kenndaten Alle Ergebnisse
[mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, .
Anzahl der Messergebnisse 5
Anzahl der Ausreiller 0
Mittelwert 3,40
Robuster Mittelwert 3,40
Median (Xpt) 4,00
Robuste Standardabweichung (S¥*) 1,80
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 1,00
Untere Grenze des Zielbereichs 2,00
Obere Grenze des Zielbereichs 6,00
Quotient S*/opt 1,8
Standardunsicherheit U (xpt) 1,00
Ergebnisse im Zielbereich 4
Prozent im Zielbereich 80

Anmerkungen zu den Kenndaten:

Als zugewiesener Wert wurde der Median aller Ergebnisse verwendet. Filr
die Ermittlung der z-Scores wurde eine Zielstandardabweichung von 25%
zugrunde gelegt (s. Abb. 3, 5.23).

Alle Angaben haben rein informativen Charakter.
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Probe: Level 25 mg/kg

Alle Ergebnisse

Kenndaten
[mg/kg]

Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt,
Anzahl der Messergebnisse 6
Anzahl der AusreilBer 0
Mittelwert 15,9
Median 15,5
Robuster Mittelwert (Xpt) 15,9
Robuste Standardabweichung (S*) 7,62
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 3,98
Untere Grenze des Zielbereichs 7,97
Obere Grenze des Zielbereichs 23,9
Quotient S*/opt 1,9
Standardunsicherheit U (xpt) 3,89
Ergebnisse im Zielbereich 4
Prozent im Zielbereich 67

Anmerkungen zu den Kenndaten:

Als zugewiesener Wert wurde der robuste Mittelwert (Algorithmus A) aller
Ergebnisse verwendet. Filir die Ermittlung der z-Scores wurde eine Ziel-
standardabweichung von 25% zugrunde gelegt (s. Abb. 4, S5.23).

Alle Angaben haben rein informativen Charakter.
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Action Level 5,0 mg/kg z - Scores
5,0

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

1,0
0,0 —
-1,0 .

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

Zugewiesener Wertt: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

6 9 8 7 5

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 3:
z-Scores Action Level 5,0 mg/kg (ELISA-Ergebnisse als Haselnuss)
Zugewiesener Wert: Median aller Ergebnisse

Level 25 mg/kg z - Scores
5,0

4,0
3,0

2,0
-2,4 -1,0 -0,6 .
0,0 ||

o B W=

Zugewiesener Wertt: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

-2,0
-3,0
-4,0
-5,0
6 9 2 8 5 7
Auswertenummer / evaluation number
Abb./Fig. 4:

z-Scores Level 25 mg/kg (ELISA-Ergebnisse als Haselnuss)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert (Alg. A) aller Ergebnisse
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4.1.3.2 PCR-Methoden

Es lagen nur 2 Ergebnisse von PCR-Methoden vor, sodass keine statistische
Auswertung vorgenommen wurde.
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

Hinweis: Angaben in englischer Sprache wurden von DLA nach bestem Wissen ins Deutsche ibersetzt (ohne Gewdhr der Richtigkeit).
5.1.1 ELISA-Methoden
Meth. | Auswerte- | Datum der | Ergebnis Probe 1 | Ergebnis Probe 2 | Ergebnis Probe 3 | Ergebnis Probe 4 | Ergebnis Probe 5 | Ergebnis Probe 6 | NWG /| BG/ MU* u::g;‘:sles Methode
Abk. | nummer | Analyse | 12,5 mg/kg Level »Nullprobe“ 25 mg/kg Level | 5,0 mg/kg Level | 2,5 mg/kg Level | 0,5 mg/kg Level | LOD* |LOQ * ?Ergebnis als
Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 2L, L;rt::izmittell Test-Kit + Anbieter
. . . AgraQuant ELISAHazelnut
AQ 6 03.12.18 - 2,92 negativ - 6,25 - 1,34 positiv | <LOQ | negativ 0,3 1 Haselnuss COKAL0348, RomerLabs
" . . . " . MonoTrace Hazelnut ELISA kit,
BF 5! 27/12 positiv 10,1 negativ 0 positiv 22,5 positiv 5,24 positiv 2,6 positiv 1,5 0,04 1 Haselnuss BteFent Tesmelses
. " s L positiv . ) ) ELISA Systems Hazelnut
ES 2 26.11.18 positiv 1 negativ <0,5 positiv 1,9 positiv <BG negativ <0,5 negativ <0,5 0,25 0,5 Haselnussprotein ESHRD-48
L 9 26.11.18 | positiv 5,52 negativ 0.0 positiv 11,9 positiv 2,22 positiv 0,94 positiv | 0,165 0,3 1 Haselnuss Immunolab Hazelnut ELISA
NL 4 13.12.18 positiv negativ positiv positiv positiv negativ 0,3 1 Bitte auswahlen! | nutriLinia® Hazelnut-ELISA
- . . - . - Ridascreen® FAST Hazelnut
RS-F 7 21.11. positiv 12,25 negativ | < 0,19 positiv 23,96 positiv 4,21 positiv 1,91 positiv 0,421 0,19 2,5 Haselnuss R6802, R-Biopharm
30% bei
Pos. < gemessenem Ridascreen® FAST Hazelnut
RS-F 8 27.11.18 - 9,2 - <15 - 17,5 - 4 - 2,7 - 25 1,5 2,5 oA (e Haselnuss R6802, R-Biopharm
als LOQ)
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Fortsetzung Angaben der Teilnehmer:

Meth. | Auswerte- g Hinweise zur Methode (Extraktion und Methode akkreditiert . . .
Spezifitat X Sonstige Hinweise
Abk. nummer P Bestimmung) nach ISO/IEC 17025 g
Antikorper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur ja/nein
AQ 6 ja <LOQ; gemessener Wert = 0,66ppm
BF 5 Monoclonal antibody |1:20 Extraktionsverhéitnis/10 min/60°C nein
erkennt . Probe 4: nicht quantifizierbare Spuren
ES 2 Haselnussproteine it Herstellerangaben la zw ischen NWG und BG

NWG bezieht sich auf reinen Puffer, da 0-
IL 9 Verw . Von Extraktionsadditiv + Magermilchpulver Matrix hier identifiziert Probe 2), w ird Probe
6 positiv bew ertet

NL 4 Cora9/al1 nach Testvorschrift ja Probe 6 < NWG leichte Farbung

RS-F 7 nach Anleitung, mit Magermilchpulver ja
RS-F 8 ja
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Meth. | Auswerte- - Hinweise zur Methode (Extraktion und Methode akkreditiert . . .
zifi : nstige Hinwei

Abk. | nummer Spezifitit Bestimmung) nach ISO/IEC 17025 Sonstige eise

z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR / . ;
RIS /< ENA Gelelektrophorese / Cyclen l20el
Gl 1 CorA1-Gen §64 LFGB L44.00-8 ja Probe 4 schw ach positiv
SFA 10 Corylus Sure Food Prep Advanced Protokoll 1 ja (qualitativ) Artikelnr. S3602
SFA-ID 3 CTAB/ Quiaquick Semiquantitative Ausw ertung mittels

ja

SureFood Quantard Allergen 40

Meth. | Auswerte- | Datum der| Ergebnis Probe 1 | Ergebnis Probe 2 | Ergebnis Probe 3 | Ergebnis Probe 4 | Ergebnis Probe 5 | Ergebnis Probe 6 | NWG /| BG/ MU* u:rr:tgi;tt’i?/es Methode
Abk. nummer | Analyse | 12,5 mg/kg Level ,»Nullprobe* 25 mg/kg Level | 5,0 mg/kg Level | 2,5 mg/kg Level | 0,5 mg/kg Level | LOD * | LOQ * ?Ergebnis als
qualitativ ma/kg qualitativ ma/kg qualitativ ma/kg qualitativ ma/kg qualitativ ma/kg qualitativ ma/kg ma/kg ma/kg ma/kg 2B Lsrl():g;mittell Test-Kit + Anbieter
- . . . . . . x GEN-IAL First-Hazelnut
Gl 1 positiv negativ positiv positiv negativ negativ Bitte auswéahlen! JRomerLabs
- . - - - - Sure Food Allergen, R-
SFA 10 15.01.19 positiv 4,7 negativ positiv 7.9 positiv 3,1 positiv <1 positiv <1 0,4 1 Haselnuss Biopharm / Congen
. . . . . - Sure Food Allergen ID, R-
SFA-ID 3 04.12.18 positiv 9 negativ 0 positiv 15 positiv 4 positiv 1 positiv 1 <04 1 Haselnuss Biopharm / Congen
Fortsetzung Angaben der Teilnehmer:
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5.2 Informationen zur Eignungspriifung (EP)

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

EP-Nummer
EP-Name

Probenmatrix
(Prozessierung)

Probenzahl und
Probenmenge

Lagerungsinformation
Verwendungszweck

Parameter

Untersuchungsmethoden

Hinweis zur Analyse

DLA 16-2018

ALM-Verification Haselnuss: 5 Proben mit gerésteter Haselnuss in
Schokoladen-Matrix (und eine "Null"-Probe)

Proben 1-6:

Schokolade 70% Kakao/ Zutaten: Kakaomasse, Zucker, Kakaobutter,
Emulgator: Lecithine, Vanilleextrakt weitere Zusatzstoffe und das
allergene Lebensmittel Haselnuss

5 unterschiedliche Proben je 20 g
+ 1, Null-Probe“ 20 g

Proben : Raumtemperatur (Langzeit 2 - 10°C)
AusschlieBlich fiir Laboruntersuchungen (Qualitdtskontrollproben)

qualitativ (optional: quantitativ):
Haselnuss (Haselnussprotein / DNA)
Gehalte: Haselnuss 0,50/ 2,5/ 5,0/ 12,5/ 25 mg/kg

Methode ist freigestellt

Die Untersuchung der Eignungspriifung soll entsprechend einer
labortiblichen Routineanalyse vorgenommen werden.

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen
Analyseneinwaagen, eine reprdsentative Probenmenge entsprechend
guter Laborpraxis zu homogenisieren. Vorzugsweise ist die
Gesamtmenge zu homogenisieren.

Ergebnisangabe

Einheiten
Anzahl von Stellen

Je ein qualitatives Ergebnis (und optional quantitativ) wird fiir die
Proben 1-6 ermittelt.
Die Einzelergebnisse sind in die Ergebnisabgabe-Datei einzutragen.

positiv / negativ (optional: mg/kg)
mindestens 2 signifikante Stellen

Ergebnisabgabe Die Ergebnisabgabe-Datei wird per eMail libermittelt an:
pt@dla-lvu.de
Abgabetermin spétestens 28. Dezember 2018
Auswertebericht Der Auswertebericht wird voraussichtlich 6 Wochen nach

Abgabetermin der Ergebnisse fertiggestellt und per eMail als PDF-Datei
zugesandt.

Koordinator und
Ansprechpartner der EP

Dr. Matthias Besler-Scharf

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

Teilnehmer / Participant Ort / Town Land / Country

Deutschland
USA
Deutschland
Deutschland
Deutschland
ITALIEN
Deutschland
Deutschland
Deutschland
OSTERREICH

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden fiir die allgemeine Verdffentlichung des Auswerte-
Berichts nicht angegeben. ]

[The address data of the participants were deleted for publication of the evaluation
report.]
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Alle 10 Teilnehmer haben mindestens ein Ergebnis eingereicht. Es wurden
5 Proben mit unterschiedlichen Haselnussgehalten von 5,0 bis 25 mg/kg in
der Matrix Schokolade, sowie eine Matrix-,Nullprobe“ mit ELISA- und PCR-
Methoden untersucht. Als ,Action Level“ wurde ein Gehalt von 5,0 mg/kg
gewahlt. Das Dotierungsmaterial bestand aus einer Mischung wvon Haselnls-
sen (10 Produkte aus 5 Landern, Europa).

100% der Teilnehmerergebnisse haben die ,Action Level“-Probe als ,posi-
tivY erfasst und eine Bewertung in Form wvon ALM-Scores (1-5) erhalten.
Zusatzlich wurden fir jeden Teilnehmer Wiederfindungsraten fir alle
quantitativen Ergebnisse ermittelt (WFR-Scores). Statistische Kenndaten
der Action Level Probe und des hochsten Levels wurden informativ fir die
ELISA-Methoden angegeben. Weitere Details sind dem Auswertebericht zu
entnehmen.

Zwei Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europadischen Ausland (Italien, Os-
terreich) und ein Teilnehmer in den USA.



