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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 Durchfiithrung von Laborvergleichsuntersuchungen erméglicht 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 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 zwei verschiedene LVU-Proben mit gleicher Lebens-
mittelmatrix flr den Nachweis und die quantitative Bestimmung der Aller-
gene im mg/kg-Bereich und eine Dotierungsniveauprobe mit einfacher Matrix
zur Verfiigung gestellt. Einer der beiden LVU-Proben (dotierte Probe) so-
wie der Dotierungsniveauprobe wurden die betreffenden allergenen Zutaten
in ahnlichem Konzentrationsbereich zugesetzt. Die Untersuchungsergebnisse
der Dotierungsniveauprobe sollen im Vergleich zur dotierten LVU-Probe die
Mbglichkeit geben, die Nachweisbarkeit der Allergene ohne und mit Ein-
fluss der Lebensmittelmatrix bzw. -prozessierung zu charakterisieren.

Bei dem Untersuchungsmaterial der Lebensmittelmatrixproben handelt es
sich um ein handelsiibliches Kindernahrungsmittel "Getreide-Brei" ab dem
6. Monat (gekennzeichnet als milchfrei und glutenfrei). Die Grundzusam-
mensetzung war fir beide Proben A und B gleich (s. Tabelle 1).

Nach Zerkleinern und Sieben mittels Schlagmiihle (mesh <1,5 mm) wurde die
Grundmischung homogenisiert.

AnschlieBend wurde die dotierte Probe B folgendermaRen hergestellt:

Die Dotierungsmaterialien, die die allergenen Zutaten Magermilchpulver,
Molkenpulver und Weizenmehl enthalten, wurden mittels Zentrifugalmihle
zerkleinert und gesiebt (mesh <250 pm bzw. <500 pm), dann zu einem Aliquot
der Grundmatrix gegeben und die Mischung homogenisiert. AnschlieBRBend wurde
portionsweise erneut Grundmatrix in 3 weiteren Schritten =zugegeben und
jeweils maschinell homogenisiert bis die Gesamtmenge erreicht war.

Die Dotierungsniveauprobe wurde mit den oben genannten allergenhaltigen
Dotierungsmaterialien unter mehrstufiger Zugabe von Kartoffelpulver (mesh
<500 pm) und Homogenisierung hergestellt.

Die Proben A und B wurden zu Portionen von ca. 25 g und die Dotierungsni-
veauprobe von ca. 15 g in metallisierte PET-Folienbeutel abgeftullt.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben

Zutaten Probe A Probe B Dotierungs-
niveauprobe

Bio-Getreide-Brei, 100 g/100 g 99,8 g/100 g -

Kinderbrei ab dem 6. Monat
Zutaten:

Reismehl (70%), Maismehl (20%),
Hirsevollkornmehl (10%), Thiamin

Nahrwertangaben pro 100 g:

Fett 2,8 g, Kohlenhydrate 80 g, EiweiB
8,7 g
Kartoffelpliiree - - 99,8 g/100 g
Zutaten:
Kartoffeln, E471, E304, E223, E100

Milch-Anteil 1:

Magermilchpulver-Mischung (9 Produkte aus

Europa, USA)

- als Magermilchpulver* . _ 1054 ng/kg 992 ng/kg
- davon 33,0§ Siiamtproteln** 348 mg/kg 327 mg/kg
- davon Casein i 278  mg/kg | 262 mg/kg
- davon B-Lactoglobulin 34,8 mg/kg 32,7 mg/kg
Milch-Anteil 2:

Molkenpulver-Mischung (4 Produkte aus

Deutschland)

- als Molkenpulver* 343 mg/kg 353 mg/kg
- davon 15,9% Gesamtprotein** 54,5 mg/kg 56,2 mg/kg
- davon p-Lactoglobulin**x* 27,2 mg/kg 28,1 mg/kg
Summen der Milchanteile 1400 mg/kg |1345 mg/kg
- davon Gesamtprotein 403 mg/kg 383 mg/kg
- davon Casein 278  mg/kg 262  mg/kg
- davon B-Lactoglobulin 62,0 mg/kg 60,8 mg/kg
Weizen:

Weizenmehl-Mischung (21 Produkte aus

Europa, Asien, USA)

- als Welzen?ehl* . - 367 mg/kg 416 mg/kg
- davon 10,1% fiiamtproteln 37,1 mg/kg 42,0 ng/kg
- davon Gluten 31,9 mg/kg 36,2 mg/kg

weltere Zutaten:
Maltodextrin, Natriumsulfat und
Siliciumdioxid

<0,2 g/100 g

<0,2 /100 g

*Allergen-Gehalte als ,Lebensmittel™ wie in Spalte Zutaten angegeben gemdl gravimetri-

scher Mischung

** Proteingehalte gemdl Laboranalyse des Rohstoffs

F=6,38 fir Milchprotein und F=5,7 fiir Weizenprotein)

*** Proteingehalte gemdal Literaturangaben berechnet

globulin in Gesamt-Milchprotein [31]; ca.
8,7% Gluten in Weizenmehlen [32, 33, 347])

Hinweis:

Die metrologische Riickfithrung von Temperatur,

(ca.

80%

LVU-Proben wird mittels DAkkS-kalibrierter Referenzmaterialien gewdhrleistet.

Caseine und ca.
50% B-Lactoglobulin in Molkenprotein

(Gesamtstickstoff nach Kjeldahl mit

10% PB-Lacto-
[31]; ca.

Masse und Volumen bei der Herstellung der
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2.1.1 Homogenitdt

Die Mischungshomogenitat vor der Abfillung wurde in 8-fach Bestimmung
mittels Microtracer-Analyse untersucht. Es handelt sich um eine normierte
Methode, die Bestandteil des internationalen GMP-Zertifizierungssystems
fir Futtermittel ist [14]. Vor der Mischung werden mit Farbstoff be-
schichtete Eisenpartikel in um-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 99% bzw. 95% ergeben. Die Partikel-Ergebnisse wurden zusatzlich
in Konzentrationen umgerechnet, statistisch als Normalverteilung ausge-
wertet und mit der Standardabweichung nach Horwitz verglichen. Fir die
Beurteilung sind HorRat-Werte zwischen 0,3 und 1,3 unter Wiederholbedin-
gungen (Messungen innerhalb des Labors) zu akzeptieren [17]. Es wurden
HorRat-Werte von 0,59 bzw. 0,64 erhalten. Die Ergebnisse der Microtracer-
Analyse sind in der Dokumentation angegeben.

Homogenitat der abgefiillten dotierten Probe B

Durchfithrung der Homogenitdtstests

Die Homogenitadtstests wurden in Kooperation mit den Labors der angegebenen Test-
kit-Anbieter durchgefihrt. Von DLA wurden zufdllig 10 Muster der abgefiillten do-
tierten Probe ausgewdhlt und davon jeweils 2 Teilproben in zuvor zufallig-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 gemaf ISO 13528:2015 Anhang B (ggf. inkl. Anmerkungen 1 u. 2) vorgenom-
men.

Bewertung der Homogenitdt

Die Homogenitdt wird mit einer Standardabweichung zwischen den Proben von Ss
< 15% (,Heterogenitdtsstandardabweichung™) als hinreichend gesichert angesehen.
Dieses Kriterium wird fiir die untersuchte Probe B in allen ELISA-Tests sowohl
fiir Milch / Milchprotein (Immunolab, Veratox und AgraQuant) als auch fiir Gluten
(Immunolab, Veratox und AgraQuant) erfiillt (s. Seite 7). Die Anforderung an Wie-
derholstandardabweichungen von ELISA- und PCR-Verfahren ist iblicherweise < 25%
(18, 19, 22, 23].

Falls die Kriterien fir eine ausreichende Homogenitat des Probenmaterials bezlg-
lich eines Parameters nicht erfiillt sind, werden die Auswirkungen auf die Ziel-
standardabweichung geprift. 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: Homogenitdt Milch / Homogeneity Milk

Immunolab Milkprotein ELISA

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg

1 871 942 907
2 1328 976 1152

3 989 831 910
4 993 1063 1028

5 986 929 958
6 1185 958 1071
7 1083 1002 1043
8 1286 924 1105
9 1385 1096 1240

10 947 995 971
General average X 1038
SD of sample means Sx 107,6
SD w ithin-samples Sw 104,4

SD betw een-samples Ss 78,2

Veratox Total Milk ELISA

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg

1 1334 1274 1304
2 1276 1303 1289
3 1362 1253 1307
4 1163 1399 1281
5 1409 1361 1385
6 1461 1728 1595
7 1250 1120 1185
8 1347 1274 1311
9 1413 1346 1379
10 1360 1345 1353
General average X 1339

SD of sample means Sx 106

SD w ithin-samples Sw 65,5

SD betw een-samples Ss 95,7

10,4%
10,1%
7,5%

7,9%
4,9%
71%

Sample weights: 1,0 g (0,9 - 1,1 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Milkprotein 1040 + 78 mg/kg

%Egg Immunolab
2 1400 Milkprotein ELISA
2 Sample B
== 1300 " *
= o
g“; 1200 4 * Subsample 1
= E ® Subsample 2
£ £7000 Mean
W o
28 K+ 15%
S X—15%
o
m
@
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Independant Samples
Sample weights: 5,0 g (4,5—- 5,5 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Non-fat dry milk 1340 + 96 mg/kg
< 1900 Veratox
Total Milk ELISA
21700 * Sample B
25 A
g“; 1500 = * Subsample 1
£a : * ® _¥ ® Subsample 2
£5 1300 ] Mean
w & s
& 81100 - X+ 15%
S X—15%
@ 900
3
2 700

Independant Samples
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ELISA-Tests: Homogenitdt P-Lactoglobulin / Homogeneity P-Lactoglobulin

AgraQuant B-Lactoglobulin ELISA Sample weights: 1,0 (0,9~ 1,19)
Number of replicates: 2
Overall result: B-Lactoglobulin 27,9 + 1,0 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mglkg mglkg mglkg o 42
1 21,7 28,0 27,8 = AgraQuant
2 23,8 28,8 26,3 # 38 R-Lactogloblin ELISA
3 28,2 30,1 29,1 =2 Samp|e B
4 24,4 29,2 26,8 g ; 34 .
5 28,7 25,6 27,1 ge = % Subsample 1
) 25,5 28,7 271 ca 0 M ® Subsample 2
7 28,2 28,9 28,5 =2 = 2 Mean
8 32,1 30,7 31,4 A - x @ X L4
9 27,1 28,9 28,0 g8 o2 K+ 15%
10 28,9 25,0 27,0 2 X —15%
@ 18
General average X 27,9 g
SD of sample means Sx 1,49 5,3% = 14
SD w ithin-samples Sw 1,52 5,5% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 1,02 3,7%
Independant Samples
ELISA-Tests: Homogenitdt Casein / Homogeneity Casein
AgraQuant Casein ELISA Sample weights: 0,50 g (0,45 - 0,55 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Casein 505 + 40 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg
1 521 438 479 § AgraQuant
2 521 586 553 - Casein ELISA
3 548 488 518 2 Sample B
4 424 465 444 g ;
5 452 408 430 ge * Subsample 1
6 542 489 516 =g ® Subsample 2
7 468 547 508 =2 = M
8 583 562 572 S ean
9 485 515 500 &3 X+15%
10 520 545 532 s X —-15%
a
General average X 505 g
SD of sample means Sx 44,7 8,8% =
SD w ithin-samples Sw 271 5,4%
SD betw een-samples Ss 40,4 8,0%

Independant Samples
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ELISA-Tests: Homogenitdt Gluten / Homogeneity Gluten

Immunolab Gliadin ELISA

Neogen Veratox ELISA Gluten R5

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg

1 74,4 61,6 68,0
2 54,2 55,7 54,9
3 55,5 54,1 54,8
4 63,8 68,0 65,9
5 64,7 61,9 63,3
6 68,4 55,3 61,9
7 67,0 59,3 63,2
8 66,9 62,1 64,5
9 64,8 50,5 57,6
10 56,1 55,9 56,0
General average X 61,0

SD of sample means Sx 4,79

SD w ithin-samples Sw 4,05

SD betw een-samples Ss 3,84

Romerlabs AgraQuant Gluten G12

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg

1 35,4 42,5 38,9
2 34,9 38,8 36,9
3 45,8 39,2 42,5
4 40,7 45,1 42,9
6 43,1 37,7 40,4
7 37,7 41,4 39,6
8 45,2 37,5 41,3
9 34,8 37,9 36,3
10 40,4 37,8 39,1
General average X 39,8

SD of sample means Sx 2,26

SD w ithin-samples Sw 2,63

SD betw een-samples Ss 1,29

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg

1 38,8 41,9 40,4
2 38,6 37,2 37,9
3 35,1 43,5 39,3
4 45,7 37,2 41,4
5 46,4 49,5 47,9
6 33,7 37,4 35,5
7 43,1 50,1 46,6
8 M4 48,9 451
10 42,6 35,0 38,8
General average X 41,5

SD of sample means Sx 4,22

SD w ithin-samples Sw 3,07

SD betw een-samples Ss 3,62

7.8%
6,6%
6,3%

57%
6,6%
3,2%

10,2%
7,4%
8,7%

Sample weights: 1,0 g (0,9 - 1,1 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Gluten 61,0 + 3,8 mg/kg

g gg Immunolab
£ 8 Gluten ELISA
f=]
& Sample B
=
= o
gg * Subsample 1
S ® Subsample 2
§ § Mean
23 K+ 15%
S X—15%
o
m
)
Independant Samples
Sample weights: 0,25 g (0,225 - 0,275 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Gluten 39,8 + 1,3 mg/kg
g 85 Veratox
2 51 Gliadin R5 ELISA
m?_ A7 _ i Sample B
=g -
gg 43 : * ° * Subsample 1
£=n 3 L) ® S % ® ® Subsample 2
£5 ¥ * * Mean
W o
2 Y K+ 15%
g 27 X - 15%
§ 23
2 19
1 2 3 4 6 7 8 9 10
Independant Samples
Sample weights: 0,25 g (0,225 - 0,275 g)
Number of replicates: 2
Overall result: Gluten 41,5 + 3,6 mg/kg
g 65 AgraQuant G12
= 80 Gluten ELISA
mg &5 Sample B
“g% 50 ® o L] * Subsample 1
2 45 *
E 2 [ ] * + * ® Subsample 2
= § 40 ° Mean
é § 35 ES % I X+ 15%
s 30 X-15%
w 25
2 20

1 2 3 4 5 6 7 g 10

Independant Samples
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2.1.2 Stabilitdt

Eine Wasseraktivitat (ay) von < 0,5 ist ein wichtiger Faktor um die Sta-
bilitat von trockenen und getrockneten Produkten wahrend der Lagerung zu
gewéhrleisten, optimale Bedingung fiur die Lagerung ist der ay-Wert-Be-
reich von 0,15 - 0,3, in diesem Bereich ist die geringstmdégliche Degrada-
tionsrate zu erwarten [16].

Die Erfahrungen mit diversen DLA-Materialien zeigen bei vergleichbarer
Matrix und Wasseraktivitat (ay—-Wert < 0,5) eine gute Haltbarkeit der EP-
Proben und Lagerstabilitédt gegeniiber mikrobiellem Verderb und beziiglich
des Gehalts an den EP-Parametern.

Der ay-Wert der EP-Proben lag bei ca. 0,16 (22,5°C). Die Stabilitidt des
Probenmaterials war somit wahrend des Untersuchungszeitraums unter den
angegebenen Lagerbedingungen gewadhrleistet.

2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 11. Kalenderwoche 2019 je eine Portion
der Untersuchungsmaterialien A und B sowie eine Dotierungsmaterialprobe
verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden freigestellt. Die Untersu-
chungen waren durchzufilhren bis spatestens 26. April 2019.

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

Es handelt sich um zwel unterschiedliche Proben A und B mit mdglichen
Gehalten an den allergenen Parametern [B-Lactoglobulin, Casein und Gluten
im teils héheren mg/kg Bereich in der Matrix Kinderbrei (mit Reis, Mais
und Hirse). Eine der beiden Proben sowie die "Dotierungsniveauprobe"
wurden mit den allergenen Zutaten hergestellt. Die '"Dotierungsniveaupro-
be" enthdlt die Allergene 1in einfacher Matrix mit &hnlichen Gehalten
ohne weitere Prozessierung. Die Dotierungsniveauprobe soll wie eine nor-
male Probe untersucht werden.

Bitte beachten Sie die beiliegenden Informationen zur Eignungspriifung.
(siehe Dokumentation unter Punkt 5.3 EP-Informationen)

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.

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 27 Teilnehmern haben 25 Teilnehmer ihre Ergebnisse fristgerecht abge-
geben. 2 Teilnehmer haben keine Ergebnisse abgegeben.
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3. Auswertung

Verschiedene ELISA-Methoden zur gquantitativen Bestimmung wvon 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 [25, 26, 27, 28]. 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 kénnen. Zum Vergleich mit
der rechnerisch zugesetzten Menge wurde das Zusatzniveau in den graphi-
schen Darstellungen der Ergebnisse mit angegeben.

Fir quantitative Ergebnisse der Dotierungsniveauprobe 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)

Fir die Auswertung wurde als zugewiesener Wert (Xpt) der robuste Mittel-
wert der eingesandten Ergebnisse verwendet (,,Konsenswert der
Teilnehmer“) . Die Berechnung erfolgt nach Algorithmus A gemdal Anhang C
der ISO 13528 [3]. Liegen < 12 quantitative Ergebnisse und eine erhohte
Differenz zwischen robustem Mittelwert und Median vor, ist ggf. der Medi-
an als zugewiesener Wert zu verwenden (Kriterium: A Median - rob. Mittel-
wert > 0,3 opt) [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 Priifung der Verteilung u.a. an-
hand der Kern-Dichte-Schatzung [3, 12].

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

Bei den Methoden zur quantitativen Bestimmung von Allergenen wird, wenn
moglich, stets so vorgegangen:

i) Zugewiesener Wert aller Ergebnisse - Xpta;
ii) Zugewiesener Wert von Einzelmethoden - Xptwgruop i
mit mindestens 5 quantitativen Ergebnisangaben.
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Einzelergebnisse die auBerhalb des angegebenen Messbereiches eines teil-
nehmenden Labors liegen (z.B. mit der Angabe > 25 mg/kg oder < 2,5 mg/kg)
oder die Angabe ,0% werden fiur 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 gemd&B Anhang C der ISO
13528 [3].

Folgende robuste Standardabweichungen werden herangezogen:

i) Robuste Standardabweichung aller Ergebnisse - S*;

ii) Robuste Standardabweichung von Einzelmethoden - S*wgruop i
mit mindestens 5 quantitativen Ergebnisangaben.

3.3 Ausschluss von Ergebnissen und Ausreifer

Ergebnisse konnen vorab von der statistischen Auswertung ausgeschlossen
werden, wenn offensichtliche grobe Fehler, wie z. B. falsche Einheiten,
Dezimalstellen, zu geringe Anzahl signifikanter Stellen (glltige Ziffern)
oder Angaben fir einen falschen Priifgegenstand vorliegen [2]. Auch wenn
ein Ergebnis z.B. mit einem Faktor >10 deutlich vom Mittelwert abweicht
und einen Einfluss auf die robuste Statistik hat, kann ein Ergebnis von
der statistischen Auswertung ausgeschlossen werden [3].

Alle Ergebnisse sollen mit mindestens 2 signifikanten Stellen (gliltige
Ziffern) angegeben werden. Die Angabe von 3 Stellen ist i.d.R. ausrei-
chend.

Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Verfahren erhalten wurden und zu
einer erhéhten Variabilitdt 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 Pri-
fung der Ergebnisse anhand der Kern-Dichte-Schatzung [3, 12].

Auf AusreiBer wird mittels robuster Statistik (Algorithmus A) geprift:
Ergebnisse, die um mehr als das Dreifache der robusten Standardabweichung
vom robusten Mittelwert abweichen, kénnen danach als AusreiBer eingestuft

werden [3]. Aufgrund der Anwendung der robusten Statistik werden Ausrei-
Ber i.d.R. nicht von der Auswertung ausgeschlossen, sofern keine anderen
Grinde vorliegen (s.o.) [3]. Ermittelte AusreiBRer werden im Ergebnisteil

nur genannt, wenn sie von der statistischen Auswertung ausgeschlossen
wurden.
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3.4 Zielstandardabweichung (fir 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 fiur unterschiedliche Parameter und Analy-
senmethoden erhaltenen statistischen Kenndaten hat Horwitz ein allgemei-
nes Modell fir die Sché&tzung der Vergleichsstandardabweichung oz abgelei-
tet [6]. Spadter wurde das Modell von Thompson fiir bestimmte Konzentrati-
onsbereiche modifiziert [10]. Die Vergleichsstandardabweichung oz kann
als relative Zielstandardabweichung opt in % des zugewiesenen Wertes ver-
wendet werden und nach untenstehenden Gleichungen berechnet werden [3].

Dabei wird flir die Konzentration c der zugewiesene Wert Xpt eingesetzt.

Gleichungen Konzentrationsbereiche entspricht
or = 0,22c c < 1,2 x 1077 < 120 ng/kg
oz = 0,02c0/84% 1,2 x 107< ¢ £ 0,138 2 120 ng/kg
or = 0,01c%? c > 0,138 > 13,8 g/100g

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

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 oz und der Wiederholstandardab-
weichung o, eines Versuchs zur Prazision 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]:

Gm::JGE—of(mfl/m)

Die in Tabelle 2a (ELISA) und Tabelle 2b (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 orx gleich der Zielstandardabweichung
Opt.
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Tabelle 2a: ELISA-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen

(RSD,) und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDy) gemdBR ausgewahlter

Auswertungen von Versuchen zur Prazision und die resultierende

Zielstandardabweichung opt [30-31]

Parameter Matrix Mittel- | Wieder-| rob RSD, | RSD; 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- 215,7 108 % - 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% | 23,2% |ASU 00.00-69
5,7 57 % - 6,1% 33% |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 Fadlin= 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%

Aus den Prazisionsdaten der ASU §64 Methoden ergeben sich abhingig wvon
Matrix bzw. Prozessierung und Konzentrationsbereich relative Zielstan-

dardabweichungen im Bereich von 12 - 33% fir die ELISA-Methoden und 18 -
37% fiur die PCR-Methoden (s. Tab. 2a und 2b).

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 AntikoOrper durchgefihrt [24]. Es

wurden 12 Lebensmittelproben mit Gliadingehalten
168 mg/kg von 20 Laboratorien untersucht.
zwischen 65 und 110%,

im Bereich wvon 0 -
Die Wiederfindungsraten lagen
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 erfiillten beide ELISA-Test-Kits damit die
Validierungskriterien fir ELISA Methoden [24].

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 [27}. 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 2b: PCR-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen (RSDy)
und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDg) gemal ausgewdhlter
Auswertungen von Versuchen zur Prazision und die resultierende
Zielstandardabweichung opt [32-35]

Parameter Matrix Mittel- | Wieder-| rob RSD, | RSD; opt |Methode /
werte | findung| RSD, Literatur
[mg/kg]
Soja Weizenmehl 107 107 % 63 % - 31 % - rt-PCR
Maismehl 145 145 % 34 % - 24 % - ASU 16.01-9
Sojamehl Brihwurst 114,1 114 % - 14,7%122,2%|19,6% | rt-PCR
(100°c, 60 64,4 161 % 27,7%|41,4%|36,5%|ASU 08.00-65
min)
Sojamehl Wurst, 33,1 33,1 % - 21,5%| 30,8 |26,8%|rt-PCR
autoklaviert ASU 08.00-65
Sojamehl Brihwurst 82,0 82 % - 17,3%124,1%|20,8% | rt-PCR
(100°C, 60 39,6 99 % 22,9%|31,8%|27,4%|ASU 08.00-59
min) 19,6 98 % 22,9%|24,0%|17,7%
9,3 93 % 31,1%|30,2% -
Weizen + Brihwurst 96,1 120 % = 21,3%|35,4%|32,0% | rt-PCR
Roggen (100°C, 60 ASU 08.00-66
min)
Weizen + Wurst, 74,9 11,0 % = 24,6%|32,7%|27,7% | rt-PCR
Roggen autoklaviert ASU 08.00-66
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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 fir die teilnehmenden
Laboratorien halt [3].

Anforderungen an die Leistungsfadhigkeit der Analysenmethoden zur quanti-
tativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln sind u.a. vom Ministry
of Health and Welfare (MHLW) in Japan [22], von der Arbeitsgruppe 12
,Lebensmittelallergene™ des Technischen Komitees CEN/TC 275 [19-21], wvon
einer internationalen "Food Allergen Working Group" unter der Leitung der
AOAC Presidential Task Force on Food Allergens [23] und vom Codex Alimen-
tarius Commitee (CAC/GL 74-2010) [18] 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-
[18-24] 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-
[18] abweichung abweichung

CAC 2010 t 25% @ < 25% < 35%

(a) = Trueness / Richtigkeit

Aufgrund der derzeitigen Leistungsfdhigkeiten von ELISA- bzw. PCR-Metho-
den zur quantitativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln, die
sich aus den Prazisionsdaten 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 erftillt, wenn
-2 < z <2
Zur Bewertung werden nachstehende z-Scores mit einer Zielstandardabwei-
chung von 25% in der Auswertung angegeben:
1) z-Score - Z (bezogen auf alle Ergebnisse)

ii) z-Score - Zugruop i (bezogen auf Einzelmethoden)

3.5.1 Warn— und Fingriffssignale

GemaR der ISO 13528 fir statistische Verfahren flir 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 Dbeurteilen. Ein einzelnes
,EBingriffssignal™ 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. Verstédndnis und Umsetzung der Messung durch das Personal, Einzel-
heiten des Messablaufs, Kalibrierung von Gerdten und Zusammensetzung von
Reagenzien, Ubertragungs- bzw. Berechnungsfehler, Richtigkeit und Pr&zi-
sion sowie Einsatz von Referenzmaterial durchgefihrt werden. Falls not-
wendig, muss auf die Probleme durch angemessene KorrekturmaBnahmen re-
agiert 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 Giltigkeit 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 beriicksichtigt werden muss (s. 3.8). Der z'-Score driuckt 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{ = ! pt
2 2
\/ Tpt T U ()

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 Utber 2 liegt.
Ein Uber 2 liegender Wert bedeutet, dass die Prazision nicht zufriedens-
tellend ist, d.h., dass die Prazision aus analytischen Grinden 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].

3.8 Standardunsicherheit und Riuckfihrbarkeit

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]:

*

%

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

u[_xpt:l — 1,25 X
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gering fir die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes gewahlt wur-
de.

Die Riuckfiihrbarkeit des zugewiesenen Wertes wird anhand des Konsenswertes
als robuster Mittelwert der Teilnehmerergebnisse gewdhrleistet.

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 iber alle Methoden bzw. Uber Einzelmethoden
andererseits.

3.10 Wiederfindungsraten: Dotierung

Fiir die Ergebnisse wvon Dotierungsniveauprobe 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 wvon 50 - 150% fir die
Wiederfindungsraten von Allergen-ELISAs herangezogen [23]. Fur
quantitative PCR- oder LC/MS-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 fir die allergenen Bestandteile jeweils
gleich aufgebaut. Es werden zunadchst die Ergebnisse aller ELISA- bzw.
PCR-Methoden zu einem Parameter fir die Proben A und B (qualitativ und
ggf. quantitativ) und danach fir die Dotierungsniveauprobe (nur quantita-
tiv) angegeben. Die Wiederfindungsraten der Ergebnisse flir die Dotie-
rungsniveauprobe und die dotierte Probe A oder B werden anschlieflend be-
handelt.

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.

B-Lactoglobulin-spezifische ELISA-Ergebnisse, die als Gesamt-Milchprotein
angegeben wurden, sind mit Literaturangaben [36] in den P-Lactoglobulin-
gehalt (ca. 10 % in Gesamt-Milchprotein, wvgl. S.5) wumgerechnet worden
(Morinaga ELISA Kit II).

Casein-spezifische ELISA-Ergebnisse, die als Magermilchpulver angegeben
wurden, sind in Casein umgerechnet worden. Es wurden dazu die Vorgaben
des betreffenden Testkit-Herstellers fir den Gehalt an Casein in Mager-
milchpulver berlicksichtigt (ELISA-Systems Test-Kit Manual: 25,6%).

Casein-spezifische ELISA-Ergebnisse, die als Gesamt-Milchprotein angege-
ben wurden, sind mit Literaturangaben [36] auf den Caseingehalt (ca. 80 %
in Gesamt-Milchprotein, vgl. S.5) umgerechnet worden (Morinaga ELISA Kit
I1).

Milchprotein-spezifische ELISA-Ergebnisse, die als Magermilchpulver ange-
geben wurden, sind mit dem experimentell Dbestimmten Proteingehalt des
Rohstoffs (s. S.5) in Gesamt-Milchprotein umgerechnet worden (Neogen Ver-
atox, Ridascreen Fast).

In der vorliegenden LVU wurden alle anderen ELISA-Ergebnisse einheitlich
als Gluten angegeben, sodass keine weiteren Umrechnungen vorgenommen wur-
den.

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
folgendermaRen aufgefihrt:

Auswerte- | Ergebnis Ergebnis z-Score z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta o Xpty

pos/neg [mg/kg]

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

Alle Ergebnisse Methode i
Kenndaten
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xptarr, Xptugraop i

Anzahl der Messergebnisse

Anzahl der AusreilBler

Mittelwert

Median

Robuster Mittelwert (Xpt)

Robuste Standardabweichung (S¥*)

Zielkenndaten®:

Zielstandardabweichung opt bzw. opt’

untere Grenze des Zielbereichs
(Xpt — 20pt) bzw. (Xpt - Z(J'pt')o

obere Grenze des Zielbereichs
(Xpt + 20pt) bzw. (Xpt + 20pt’)°

Quotient S*/opt bzw. S*/opt’

Standardunsicherheit U(xpt)

Ergebnisse im Zielbereich

Prozent im Zielbereich

[

Zielbereich berechnet mit z-Score oder z'-Score

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

4.1.1 ELISA-Ergebnisse: B-Lactoglobulin

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
posineg [malkg] posineg [mglkg] 'ﬁfﬁz‘iﬁgzzﬁ"
1 negativ <LOD positiv 18,7 2/2 (100%) AQ
18 negativ <LOD positiv 18,0 2/2 (100%) AQ
20 negativ < LOD positiv 16,0 2/2 (100%) AQ
4 negativ <0,1 positiv >1 2/2 (100%) ES
13 negativ <0,10 positiv 98,0 2/2 (100%) ES
14 negativ <LOD positiv 137 2/2 (100%) ES
12 negativ <0,01 positiv 207 2/2 (100%) IL
25 negativ 0 positiv 14,2 2/2 (100%) IL
16 negativ positiv 32,5 2/2 (100%) MI-II Ergebnis umgerechnet °
17 negativ <0,031 positiv 32,0 2/2 (100%) M-Il
10 negativ | <2,63 | positiv 36,4 212 (100%) RS
2 negativ positiv 10,0 2/2 (100%) RS-F
5 negativ 0,07 positiv 4,56 2/2 (100%) RS-F
8 negativ <1,5 positiv 36,0 2/2 (100%) RS-F
9 negativ positiv 29,1 2/2 (100%) RS-F
11 negativ positiv 2/2 (100%) RS-F
15 negativ positiv >4,5 2/2 (100%) RS-F
21 negativ <0,2 positiv >4.5 2/2 (100%) RS-F
24 negativ <0,167 positiv 18,9 2/2 (100%) RS-F
° Umrechnung S. 20
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 19 AQ = AgraQuant, RomerLabs
Anzahl negativ 19 0 ES = ELISA-Systems
Prozent positiv 0 100 IL = Immunolab
Prozent negativ 100 0 MI-Il = Morinaga Institute ELISA Kit Il
Konsenswert negativ pOSitiV RS = Ridascreen®, R-Biopharm

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

Anmerkung:
Die Konsenswerte stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-

rung von Probe B.
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Quantitative Auswertung ELISA: Probe B

0,03

Kernel Density Plot

Fixed h: 5.68

0,025

0,02

0,015

0,01

0,005

LVAN A
0 50 100 150 200

250

Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung

Maxima

Auswerte- | B-Lacto- | z'-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer | globulin Xpta, Xptrs s
[mg/kg] informativ

1 18,7 -0,69 AQ

18 18,0 -0,78 AQ

20 16,0 -1,0 AQ

4 >1 ES

13 98,0 9,8 ES

14 137 ES Ergebnis ausgeschlossen
12 207 IL Ergebnis ausgeschlossen
25 14,2 -1,3 IL

16 32,5 1,1 MI-lI Ergebnis umgerechnet °
17 32,0 1,1 M-I

10 36,4 1,7 RS

2 10,0 -1,8 -2,0 RS-F

5 4,56 -2,5 -3,1 RS-F

8 36,0 1,6 3,3 RS-F

9 29,1 0,69 1,9 RS-F

11 RS-F

15 >45 RS-F

21 >4,5 RS-F

24 18,9 -0,66 -0,17 RS-F

° Umrechnung S. 20
Methoden:

AQ = AgraQuant, RomerLabs

ES = ELISA-Systems

IL = Immunolab

M-Il = Morinaga Institute ELISA Kit Il
RS = Ridascreen®, R-Biopharm
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

Abb. / Fig. 1:

Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-

nisse

(mit h = 0,75 x Opt von Xptau)

Kernel density plot of all ELISA re-

sults

(Ergebnisse von je 3 Methoden)
(Methoden ES und IL),
zurick gehen.

(with h = 0,75 x oOpt of Xptaw)

zeigt eine Verteilung der Ergebnisse mit zwei

und drei Nebenpeaks bei > 60 mg/kg

die auf Einzelergebnisse oberhalb des Zielbereichs
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA B-Lactoglobulin

Probe B
Kenndaten Alle Ergebnisse Methode RS-F
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, 1 XPt \oron ns-r
Anzahl der Messergebnisse* 13 5
Anzahl der AusreilBer 2 0
Mittelwert 28,0 19,7
Median 18,9 18,9
Robuster Mittelwert (Xpt) 23,9 19,7
Robuste Standardabweichung (S¥*) 13,4 14,8
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt’' bzw. Opt 7,57 4,93
Untere Grenze des Zielbereichs 8,73 9,85
Obere Grenze des Zielbereichs 39,0 29,6
Quotient S*/opt' bzw. S*/0Opt 1,8 3,0
Standardunsicherheit U (xpt) 4,66 8,25
Ergebnisse im Zielbereich 11 3
Prozent im Zielbereich 85 60

*ohne Ergebnisse Nr. 12 und 14 (vorab ausgeschlossen)

Methode:
RS = R-Biopharm, Ridascreen® Fast

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte, nach Ausschluss von zwel FErgebnissen,
keine eindeutigen methodenabhdngigen Unterschiede.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden wies eine erhbhte Variabi-
litdt mit einem Quotienten S*/opt von 2,3 auf. Daher wurde unter Berlick-
sichtigung der Standardunsicherheit mittels z'-Score ausgewertet. Der
Quotient S*/opt' lag dann unter 2,0.

Die robuste Standardabweichung liegt oberhalb von etablierten Werten fiir
die Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichung der eingesetzten Bestim-
mungsmethoden (vgl. 3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und
3.4.3 Werte aus Erkenntnissen). Die Vergleichbarkeit der FErgebnisse 1ist
fiir die methodeniibergreifende Auswertung nur eingeschridnkt giiltig, da
fiir einige Methoden nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Die Auswertung der Ergebnisse der Methode RS-F zeigte mit wenigen vor-
liegenden Ergebnissen eine hohe Variabilitdt. Die Auswertung erfolgte
daher ausschliefBlich zur Information.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 39% bzw. 32% vom Zu-
satzniveau von f[-Lactoglobulin zu Probe B, unterhalb der relevanten An-
forderungen filir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und "Wiederfin-
dungsraten filir f-Lactoglobulin” S.30).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
> >
100 [ " Sample B
920 ~——— Spike
80 —— X ALL
o 70 — X RS-F
S 60 —8— AQ
€ 50 ES
40 o e IL
30 D ﬂ — o— MHII
20 —8—RS
" M . ﬂ M U w e ReE
0 @ ‘@
1 18 20 4 13 14 12 25 16 17 10 2 5 8 9 11 15 21 24
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 2: ELISA-Ergebnisse PB-Lactoglobulin

grine 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 S
5.0 Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All
4,0
3,0
2,0

1,0

00 m i I l
10 I jaEE=m

2,0

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

5 2 25 20 18 1 24 9 17 16 8 10 13

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 3:
z'-Scores (ELISA-Ergebnisse als B-Lactoglobulin)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Probe B / Sample B z - Scores
4512 Zugewiesener Wert: X Methode RS-F / Assigned Value Method RS-F
3,0
2,0
_
0,0 ——
-1,0
-2,0
-3,0
4,0
5 2 24 9 8
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 4:

z-Scores zur Information (ELISA-Ergebnisse als (-Lactoglobulin)
Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS-F (R-Biopharm,
Ridascreen Fast)
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Quantitative Auswertung ELISA: Dotierungsniveauprobe

Auswerte- | B-Lactoglo- | z-Score Methode Hinweis
nummer bulin Xpta,
[malkg]

1 18,8 -0,94 AQ
18 16,0 -1,4 AQ
20 16,1 -1,4 AQ
4 >1 ES
13 93,0 11 ES
14 ES
12 14,5 -1,6 IL
25 12,9 -1,9 IL
16 31,0 1,1 MI-II Ergebnis umgerechnet °
17 31,0 1,1 M-Il
10 28,9 0,72 RS
2 RS-F
5 4,53 -3,3 RS-F
8 36,7 2,0 RS-F
9 33,8 1,5 RS-F
11 RS-F
15 >4,5 RS-F
21 >4.5 RS-F
24 29,7 0,85 RS-F

° Umrechnung S. 20
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs
ES = ELISA-Systems
Kernel Density Plot IL = Immunolab
Fixed h: 4.59
M-Il = Morinaga Institute ELISA Kit Il
RS = Ridascreen®, R-Biopharm
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

0.035
0.03

0.025

Abb. / Fig. 5:
Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
0015 nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaw)

0.01

Kernel density plot of all ELISA re-

0005 /\ sults (with h = 0,75 x Opt of Xptaw)
0 T T T T T

0 20 40 60 80 100 120

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schatzung zeigt eine Verteilung der Ergebnisse mit zwei

Maxima (Ergebnisse von Jje 3 Methoden) und einen Nebenpeak bei ca.
90 mg/kg, der auf einen Einzelwert zuriickgeht (Methode ES).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA B-Lactoglobulin

Dotierungsniveauprobe

Kenndaten Alle Ergebnisse
[mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, .
Anzahl der Messergebnisse 13
Anzahl der AusreilBer =
Mittelwert 28,2
Median 28,9
Robuster Mittelwert (Xpt) 24,5
Robuste Standardabweichung (S*) 12,7
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 6,12
Untere Grenze des Zielbereichs 12,2
Obere Grenze des Zielbereichs 36,7
Quotient S*/opt 2,1
Standardunsicherheit U (xpt) 4,40
Ergebnisse im Zielbereich 11
Prozent im Zielbereich 85

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte keine eindeutigen methodenabhdngigen Un-
terschiede (zwel Maxima mehrerer Methoden, ein hoher Einzelwert).

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden zeigte eine leicht erhdohte
Variabilitdt. Der Quotient S*/opt lag bei 2,1. Die robuste Standardabwei-
chung liegt oberhalb von etablierten Werten filir die Wiederhol- und Ver-
gleichsstandardabweichung der eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl.
3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Er-
kenntnissen). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 1ist fiir die methoden-
libergreifende Auswertung nur eingeschrdnkt giiltig, da fiir einige Metho-
den nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Der robuste Mittelwert der Auswertung lag mit 40% vom Zusatzniveau von
B-Lactoglobulin zur Dotierungsniveauprobe unterhalb der relevanten An-
forderungen fir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und "Wiederfindungs-
raten fiir B-Lactoglobulin", s. S5.30).
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Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
100 "1 Spiking
- Level
9% Sample
80 .
—— Spike
2 70 —— XALL
5 60 —e—AQ
€ 50 ES
40
o IL
30 BN = ﬂ B o Mk
20 —e—RS
d T BT o R
0 e
1 18 20 4 13 14 12 25 16 17 10 2 5 8 9 11 15 21 24
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 6: ELISA-Ergebnisse R-Lactoglobulin
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
>
5,0
40 Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All
3,0
2,0
1
00 - ‘AR R
1,0 I I I I
-2,0
-3,0
-4,0
-5,0
5 25 12 18 20 1 10 24 17 16 9 8 13
Auswertenummer / evaluation number
Abb./Fig. 7:

z-Scores (ELISA-Ergebnisse p-Lactoglobulin)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Wiederfindungsraten ELISA fiir B-Lactoglobulin:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mgl/kg] [%] [mal/kg] [%]
1 18,8 31 18,7 30 AQ
18 16,0 26 18,0 29 AQ
20 16,1 26 16,0 26 AQ
4 >1 >1 ES
13 93,0 153 98 158 ES
14 137 221 ES
12 14,5 24 207 334 IL
25 12,9 21 14,2 23 IL
16 31,0 51 32,5 52 MI-I Ergebnis umgerechnet °
17 31,0 51 32,0 52 M-Il
10 28,9 48 36,4 59 RS
2 10,0 16 RS-F
5 4,53 7,5 4,56 7.4 RS-F
8 36,7 60 36,0 58 RS-F
9 33,8 56 291 47 RS-F
11 RS-F
15 > 4,5 > 4,5 RS-F
21 >4.5 >4,5 RS-F
24 29,7 49 18,9 30 RS-F
° Umrechnung S. 20
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 4 Anzahl im AB 4 AQ = AgraQuant, RomerLabs
ES = ELISA-Systems
Prozent im AB 31 Prozent im AB 27 IL = Immunolab
M-Il = Morinaga Institute ELISA Kit Il
* Wiederfindungsrate 100% Bezugsgrofie: B-Lactoglobulin, s. Seite 5 RS = Ridascreen®, R-Biopharm
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
Anmerkung:
31% (4) der Teilnehmer haben mit der Dotierungsniveauprobe mittels ELISA

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

halten.

Fiir die dotierte Lebensmittelmatrix—-Probe B lagen 27%

(4) der

Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.2 Vergleichsuntersuchung Casein / Milchprotein
4.2.1 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 [mg/kg]l | pos/neg [mglkg] %f';z‘:gg;’:f’;"
1 negativ <LOD positiv 1475 2/2 (100%) AQ
8 negativ <1,5 positiv 332 2/2 (100%) AQ
9 negativ positiv 424 2/2 (100%) AQ
13 negativ <0,20 positiv 410 2/2 (100%) AQ
18 negativ <LOD positiv 498 2/2 (100%) AQ
19 negativ <0,2 positiv 425 2/2 (100%) AQ
20 negativ < LOD positiv 436 2/2 (100%) AQ
6 negativ 0 positiv 198 2/2 (100%) BF
4 negativ <0,256 positiv >2,56 2/2 (100%) ES Ergebnis umgerechnet °
14 negativ <LOD positiv 47,7 2/2 (100%) ES
12 negativ <0,2 positiv 163 2/2 (100%) IL
25 negativ 0 positiv 477 2/2 (100%) IL
16 negativ positiv 302 2/2 (100%) MI-II Ergebnis umgerechnet °
17 negativ <0,25 positiv 340 2/2 (100%) MI-II
2 negativ positiv 7,90 2/2 (100%) RS-F
5 negativ 0,49 positiv 77,4 2/2 (100%) RS-F
11 negativ positiv 340 2/2 (100%) RS-F
15 negativ positiv >67,5 2/2 (100%) RS-F
21 negativ <3,0 positiv 640 2/2 (100%) RS-F
24 negativ <2,5 positiv 200 2/2 (100%) RS-F
° Umrechnung S. 20
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 20 AQ = AgraQuant, RomerLabs
Anzahl negativ 20 0 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent positiv 0 100 ES = ELISA-Systems
Prozent negativ 100 0 IL = Immunolab
Konsenswert negativ positiv MI-Il = Morinaga Institute ELISA Kit Il

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

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

Auswerte- | Casein | z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptaq
[mg/kg]
1 1475 14 9,4 AQ
8 332 0,00 -1,0 AQ
9 424 1,1 -0,16 AQ
13 410 0,94 -0,29 AQ
18 498 2,0 0,51 AQ
19 425 1,1 -0,15 AQ
20 436 1,3 -0,05 AQ
6 198 -1,6 BF
4 >2,56 ES Ergebnis umgerechnet °
14 47,7 -3,4 ES
12 163 -2,0 IL
25 477 1,7 IL
16 302 0,35 MI-II Ergebnis umgerechnet °
17 340 0,10 MI-II
2 7,90 -3,9 RS-F
5 77,4 -3,1 RS-F
11 340 0,10 RS-F
15 >67,5 RS-F
21 640 3,7 RS-F
24 200 -1,6 RS-F
° Umrechnung S. 20
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Kef:ii'ezeh':S;tZZP'O‘ ES = ELISA-Systems
00025 IL = Immunolab
MH1I = Morinaga Institute ELISA Kit Il
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
0.002
0.0015 1
Abb. / Fig. 8:
0001 - Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaw)
oo Kernel density plot of all ELISA re-
//ﬂ\\ sults (with h = 0,75 x Opt of Xptaw)
° 0 560 1000 15‘00 2000
Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung zeigt annahernd eine symmetrische Verteilung der
Ergebnisse mit einer breiten Schulter <350 mg/kg und einer kleinen Schul-
ter bei ca. 640 mg/kg,
einen Einzelwert oberhalb des Zielbereichs zuriick geht.

sowie einem Nebenpeak bei etwa 1500 mg/kg, der auf
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Casein

Probe B
Kenndaten Alle Ergebnisse Methode AQ
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) XPtALL XptMETHODAQ
Anzahl der Messergebnisse 18 7
Anzahl der AusreiBler - -
Mittelwert 377 571
Median 340 425
Robuster Mittelwert (Xpt) 332 442
Robuste Standardabweichung (S¥*) 211 83,5
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 83,0 110
Untere Grenze des Zielbereichs 166 221
Obere Grenze des Zielbereichs 4908 662
Quotient S*/opt 2,5 0,76
Standardunsicherheit U (xpt) 62,2 39,4
Ergebnisse im Zielbereich 14 6
Prozent im Zielbereich 78 86
Methoden:

AQ = AgraQuant, RomerLabs

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte keine eindeutigen methodenabhdngigen Un-
terschiede.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden wies eine erhbhte Variabi-
litdt mit einem Quotienten S*/opt von 2,5 auf. Die Auswertung der Ergeb-
nisse der Methode AQ =zeigte eine geringe Variabilitdt. Der Quotient
S*/opt lag unter 1,0.

Die robuste Standardabweichung ist fiir die methodeniibergreifende Auswer-
tung ist erhdéht und fir die Methode AQ im Bereich von etablierten Werten
fiir die Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichung der eingesetzten Be-
stimmungsmethoden (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 fir die methodeniibergreifende Auswertung
nur eingeschrdnkt giiltig, da filir einige Methoden nur wenige Ergebnisse
vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 119% bzw. 159% vom
Zusatzniveau von Casein zu Probe B innerhalb bzw. knapp oberhalb der re-
levanten Anforderungen fiir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und
"Wiederfindungsraten filir Casein" S.40).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
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Abb./Fig. 9: ELISA-Ergebnisse Casein

griine Linie
rote Linie
blaue Linie

Zusatzniveau (Spike)
robuster Mittelwert aller Ergebnisse
robuster Mittelwert Ergebnisse Methode AQ

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Probe B / Sample B z - Scores S
Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All
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Abb./Fig. 10:

z—Scores

(ELISA-Ergebnisse als Casein)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Probe B / Sample B z - Scores S
151’2 Zugewiesener Wert: X Methode AQ/ Assigned Value Method AQ
3,0
2,0
1,0
0,0 —— -
o B
-2,0
-3,0
4,0
8 13 9 19 20 18 1
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 11:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Casein) Bezugswert robuster Mittelwert
Ergebnisse Methode AQ (AgraQuant, RomerLabs)
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Quantitative Auswertung ELISA: Dotierungsniveauprobe

Auswerte- Casein z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptraa
[mgl/kg]
1 1950 16,6 AQ Ergebnis fiir Xpt,, ausgeschlossen
8 144 -2,1 -2,5 AQ
9 393 1,2 0,14 AQ
13 470 2,3 1,0 AQ
18 311 0,14 -0,72 AQ
19 356 0,74 -0,24 AQ
20 346 0,61 -0,35 AQ
6 117 -2,4 BF
4 >2,56 ES Ergebnis umgerechnet °
14 -4,0 ES
12 16,5 IL Ergebnis fiir Xpt,, ausgeschlossen
25 277 -0,31 IL
16 268 -0,44 M-I Ergebnis umgerechnet °
17 250 -0,67 M-Il
2 -4,0 RS-F
5 68,3 -3,1 RS-F
11 370 0,93 RS-F
15 >67,5 RS-F
21 610 4,1 RS-F
24 304 0,05 RS-F
¢ Umrechnung S. 20
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Kernel Density Plot ES = ELISA-Systems
Fixed h: 56.3 IL = Immunolab
00035 M-Il = Morinaga Institute ELISA Kit II
0003 RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
0,0025
0,002
Abb. / Fig. 12:
00085 1 Kerndichte-Schdtzung aller ELISA-Ergeb-
o1 | nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaw)
0,0005 Kernel density plot of all ELISA re-
/\ sults (with h = 0,75 x Opt of Xptay)
° 0 560 1(;00 15‘00 20‘00 2500
Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung zeigt anndhernd eine symmetrische Verteilung mit
zwel Schultern bei <200 mg/kg und ca.

bei ca.

2000 mg/kg,

zurlickgehen.

600 mg/kg sowie einem Nebenpeak

der auf einen Einzelwert auRerhalb des Zielbereiches
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Casein

Dotierungsniveauprobe

Kenndaten Alle Ergebnisse | Methode AQ
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) zthL XbﬂmmmAQ
Anzahl der Messergebnisse® 14 7
Anzahl der AusreilBler 2 =
Mittelwert 306 567
Median 307 356
Robuster Mittelwert (Xpt) 300 379
Robuste Standardabweichung (S¥*) 140 170
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 75,1 94,8
Untere Grenze des Zielbereichs 150 190
Obere Grenze des Zielbereichs 451 569
Quotient S*/opt 1,9 1,8
Standardunsicherheit U (xpt) 46,8 80,5
Ergebnisse im Zielbereich 9 5
Prozent im Zielbereich 64 71

o

ohne Ergebnisse Nr. 1 und 12 bei XptALL (vorab ausgeschlossen)

Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte keine eindeutigen methodenabhdngigen Un-
terschiede.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden sowie filir Methode AQ zeigte
jeweils eine normale Variabilitdt. Die Quotienten S*/opt lagen unter 2,0.
Die robusten Standardabweichungen liegen im oberen Bereich von etablier-
ten Werten filir die Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichung der ein-
gesetzten 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 filir die methodeniibergreifende
Auswertung nur eingeschridnkt giiltig, da fir einige Methoden nur wenige
Ergebnisse vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 115% bzw. 145% vom
Zusatzniveau von Casein zur Dotierungsniveauprobe innerhalb der relevan-
ten Anforderungen filr die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und "Wieder-
findungsraten fiir Casein", s. S.40).
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Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
>
700 Ty 1 Spiking
600 m Level
Sample
500 o ~——— Spike
o — X ALL
~ 400 =
< — — XAQ
€ 300 — ®— AQ
BF
200 ®  ES
100 > o— IL
—@— MHII
0 @ L e o o g H —@— RS-F
1 8 9 13 18 19 20 6 4 14 12 25 16 17 2 11 15 21 24
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 13: ELISA-Ergebnisse Casein
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode AQ

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
5,0

4,0
3,0
2,0 —

1
00 —mu B

-1,0
-2,0

Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

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

5 6 8 17 16 25 18 20 19 11 9 13 21

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 14:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Casein)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
5,0 _
4,0
3,0
2,0

1,0
0,0 — -

- - —
-1,0
-2,0

-3,0
-4,0

Zugewiesener Wert: X Methode AQ / Assigned Value Method AQ

8 18 20 19 9 13 1
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 15:

z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Casein)

Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode AQ (AgraQuant,
RomerLabs)
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Wiederfindungsraten ELISA fiir Casein:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] [mal/kg] [%]
1 1950 744 1475 531 AQ
8 144 55 332 119 AQ
9 393 150 424 153 AQ
13 470 179 410 147 AQ
18 311 119 498 179 AQ
19 356 136 425 153 AQ
20 346 132 436 157 AQ
6 117 45 198 4 BF
4 >2,56 >2 56 ES Ergebnis umgerechnet °
14 47,7 17 ES
12 16,5 6,3 163 59 IL
25 277 106 477 172 IL
16 268 102 302 109 MI-Il Ergebnis umgerechnet °
17 250 95 340 122 MI-lI
2 7,90 2,8 RS-F
5 68,3 26 77,4 28 RS-F
11 370 141 340 122 RS-F
15 >67,5 >67,5 RS-F
21 610 233 640 230 RS-F
24 304 116 200 72 RS-F
¢ Umrechnung S. 20
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 10 Anzahl im AB 8 AQ = AgraQuant, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent im AB 63 Prozent im AB 44 ES = ELISA-Systems
IL = Immunolab
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Casein, s. Seite 5 M-Il = Morinaga Institute ELISA Kit Il
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
Anmerkung:
63% (10) der Teilnehmer haben mit der Dotierungsniveauprobe mittels ELI-

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

erhalten.

Fiir die dotierte Lebensmittelmatrix—-Probe B lagen 44%

der

(8)

Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.2.2 ELISA-Ergebnisse: Milch (als Milchprotein)

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 [mg/kg] L:z‘::::'f;:’:“'zf;"
6 negativ 0 positiv 316 2/2 (100%) BF Ergebnis umger!eszr;r;isftis"(;ﬂl:/lethode Casein-
25 negativ 0 positiv 263 2/2 (100%) IL
22 negativ positiv 33,0 2/2 (100%) RS-F Ergebnis umgerechnet °
24 negativ <2,5 positiv 261 2/2 (100%) RS-F
4 negativ <0,825 positiv >8,25 2/2 (100%) VT Ergebnis umgerechnet °
7 negativ positiv >25,0 2/2 (100%) VT
14 negativ <LOD positiv 518 2/2 (100%) VT Ergebnis umgerechnet °
° Umrechnung S. 20
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 7 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Anzahl negativ 7 0 IL = Immunolab
Prozent positiv 0 100 RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
Prozent negativ 100 0 VT = Veratox, Neogen
Konsenswert negativ positiv
Anmerkung:

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

Quantitative Auswertung ELISA: Probe B

Eine Auswertung der quantitativen Ergebnisse erfolgte nicht,

well

nur

wenige, stark inhomogene Ergebnisse vorlagen.
Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
600
"1 Sample B
500
= Spik
400 —
g @— BF
g 300
L
200
®  RS-F
100
D > > o VT
0 [ =l —e— L g ! °
6 25 22 24 4 7 14
Auswertenummer / Evaluation number

Abb./Fig. 16:

grine Linie

ELISA-Ergebnisse Milch

= Zusatzniveau
runde Symbole =

(Spike)

Zuordnung der Methoden

(als Milchprotein)

(s. Legende)
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(Quantitative) Auswertung der Ergebnisse: Dotierungsniveauprobe

Eine Auswertung der quantitativen Ergebnisse erfolgte nicht, weil zu we-
nige Ergebnisse vorlagen.

Auswerte- | Milchpro- | Milchpro- | z-Score Methode Hinweis
nummer tein tein Xpta,
pos/neg [mg/kg]
6 positiv 189 BF Ergebnis umgert:c’:)r;r;;ti;rl:/lethode Casein-
25 positiv 191 IL
22 positiv 29,7 RS-F Ergebnis umgerechnet °
24 positiv 350 RS-F
positiv >8,25 VT Ergebnis umgerechnet °
7 VT
14 VT
° Umrechnung S. 20
Methoden:
/Anzahl positiv 5 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Anzahl negativ 0 IL = Immunolab
Prozent positiv 100 RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
Prozent negativ 0 VT = Veratox, Neogen
Konsenswert positiv
Anmerkung:

Es wurden ausschlief3lich positive FErgebnisse flir die Dotierungsniveau-
probe erhalten.

Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
600
[ Spiking
500 Level
Sample
400
2 ~——— Spike
g) 300 ®— BF
200 IL
100 ®  RS-F
0 m—— ::_—v—.—v—. — VT
6 25 22 24 4 7 14
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 17: ELISA-Ergebnisse Milch (als Milchprotein)

griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Wiederfindungsraten ELISA fiir Milch (als Milchprotein):
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[malkg] [%] [mg/kg] [%]
6 189 49 316 79 BE Ergebnis urngerz(;f;r;ftis(,:::/lethode Casein-
25 191 50 263 65 IL
22 29,7 7,8 33,0 8,2 RS-F Ergebnis umgerechnet °
24 350 91 261 65 RS-F
4 >8,25 >8,25 VT Ergebnis umgerechnet °
7 >25,0 VT
14 518 129 VT Ergebnis umgerechnet °
¢ Umrechnung S. 20
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 2 Anzahl im AB 4 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
IL = Immunolab
Prozent im AB 50 Prozent im AB 80 RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Milchprotein, gesamt; s. Seite 5
** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs
Anmerkung:

2 von 4 Teilnehmern haben mit der Dotierungsniveauprobe mittels ELISA
eine Wiederfindungsrate 1im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-150% er-

halten.

Fiir die dotierte Lebensmittelmatrix-Probe B lagen 80%

(4)

der

Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.3 Vergleichsuntersuchung Weizen (Gluten / Weizen)

4.3.1 ELISA-Ergebnisse: Gluten

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mg/kg] pos/neg [mg/kg] l:zf':'('::;’:‘]’:;’;ii"
23 negativ <LOD positiv 83,7 2/2 (100%) AQ
1 positiv 9 positiv 68,0 1/2 (50%) AQ-G12
18a positiv <4 positiv 44,0 172 (50%) AQ-G12
20 positiv <LOQ positiv 31,0 1/2 (50%) AQ-G12
6 negativ <ROQ positiv 45,5 2/2 (100%) BF
17a negativ <3,12 positiv 66,0 2/2 (100%) EF-R5
12 negativ <4,0 positiv 124 2/2 (100%) IL
25 negativ 0 positiv 55,0 2/2 (100%) L
2 negativ positiv 32,3 2/2 (100%) RS
negativ <50 positiv 54,8 2/2 (100%) RS
4a negativ <5 positiv 48,0 2/2 (100%) RS
7 negativ positiv 38,5 2/2 (100%) RS
8 negativ <5 positiv 48,5 2/2 (100%) RS
9 negativ positiv 55,4 2/2 (100%) RS
11 negativ positiv 44,0 2/2 (100%) RS
13 negativ <5,0 positiv 66,0 2/2 (100%) RS
15 negativ positiv 46,5 2/2 (100%) RS
16 negativ positiv 31,7 2/2 (100%) RS
17b negativ <5 positiv 47,0 2/2 (100%) RS
18b positiv <5 positiv 57,0 1/2 (50%) RS
19 negativ <5 positiv 37,6 2/2 (100%) RS
21 negativ <10 positiv 39,0 2/2 (100%) RS
22 negativ positiv 60,0 2/2 (100%) RS
24 negativ <5 positiv 57,6 2/2 (100%) RS
5 negativ 1,31 positiv 35,5 2/2 (100%) RS-F Probe A: positives Ergebnis >LOD
4b negativ <2,5 positiv >20 2/2 (100%) RS-FS
14 negativ <LOD positiv 44,9 2/2 (100%) VT-R5
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 4 27 AQ = AgraQuant, RomerLabs
Anzahl negativ 23 0 AQ-G12 = AgraQuant G12, RomerLabs
Prozent positiv 15 100 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent negativ 85 0 EF-R5 = SensiSpec Ingezim Gluten R5, Eurofins
Konsenswert negativ positiv IL = Immunolab

RS = Ridascreen®, R-Biopharm

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

RS-FS= Ridascreen® Fast sensitive, R-Biopharm
VT-R5 = Veratox, Neogen

Anmerkung:
Die Konsenswerte stehen 1in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-

rung von Probe B. Fiir Probe A wurden vier positive Ergebnisse im Bereich
< 10 mg/kg erhalten.
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Quantitative Auswertung ELISA: Probe B

AQ = AgraQuant, RomerLabs

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

23 83,7 2,7 AQ

1 68,0 1,5 AQ-G12
18a 44,0 -0,47 AQ-G12
20 31,0 -1,5 AQ-G12

6 45,5 -0,35 BF
17a 66,0 1,3 EF-R5
12 124 6,0 IL

25 55,0 0,42 IL

2 32,3 -1,4 -1,3 RS

3 54,8 0,40 0,60 RS
4a 48,0 -0,15 0,03 RS

7 38,5 -0,91 -0,77 RS

8 48,5 -0,11 0,07 RS

9 55,4 0,45 0,65 RS

11 44,0 -0,47 -0,31 RS
13 66,0 1,3 1,5 RS

15 46,5 -0,27 -0,10 RS

16 31,7 -1,5 -1,3 RS
17b 47,0 -0,23 -0,06 RS
18b 57,0 0,58 0,78 RS
19 37,6 -1,0 -0,8 RS
21 39,0 -0,87 -0,73 RS
22 60,0 0,82 1,0 RS
24 57,6 0,63 0,84 RS

5 35,5 -1,1 RS-F
4b >20 RS-FS
14 44,9 -0,39 VT-R5

Methoden:

AQ-G12 = AgraQuant G12, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
EF-R5 = SensiSpec Ingezim Gluten R5, Eurofins

IL = Immunolab

RS = Ridascreen®, R-Biopharm
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
RS-FS= Ridascreen® Fast sensitive, R-Biopharm

VT-R5 = Veratox, Neogen
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Kernel Density Plot
Fixed h: 9.34

0.03

0.025

0.02

Abb. / Fig. 18:
Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptay)

0.015

0.01

Kernel density plot of all ELISA re-
sults (with h = 0,75 x Opt of Xptaw)

0.005

Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung zeigt annahernd eine symmetrische Verteilung der
Ergebnisse mit einem Nebenpeak bei ca. 125 mg/kg (Methode IL), der auf
einen Einzelwert auRerhalb des Zielbereiches zurickzufihren ist.
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Gluten

Probe B

Kenndaten Alle Ergebnisse | Methode RS
[mg/kg] [mg/kg]

Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, Xpt, o riop RS
Anzahl der Messergebnisse 26 16
Anzahl der AusreiBler - -
Mittelwert 52,4 47,7
Median 47,5 47,5
Robuster Mittelwert (Xpt) 49,8 47,7
Robuste Standardabweichung (S*) 13,9 11,4
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 12,5 11,9
Untere Grenze des Zielbereichs 24,9 23,8
Obere Grenze des Zielbereichs 74,7 71,5
Quotient S*/opt 1,1 0,95
Standardunsicherheit U (xpt) 3,40 3,55
Ergebnisse im Zielbereich 24 16
Prozent im Zielbereich 92 100

Methode:

RS = R-Biopharm, Ridascreen®

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Kerndichte-Schéatzung zeigte keine eindeutigen methodenabhédngigen Un-
terschiede.

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 unter 2,0. Die robuste Standardabweichung liegt im Be-
reich von etablierten Werten fiir die Wiederhol- und Vergleichsstandard-
abweichung der eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl. 3.4.2 Auswertung
eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Erkenntnissen). Die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse 1ist gegeben. Diese Aussage 1ist flir die
methodeniibergreifende Auswertung nur eingeschrdnkt giiltig, da flir einige
Methoden nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 156% bzw. 149% vom
Zusatzniveau von Gluten zu Probe B an der oberen Grenze der relevanten
Anforderungen filir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und "Wiederfin-
dungsraten filir Gluten" S5.55).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
140 [ Sample B
120 ] — Spike
—— XALL
100 — XRS
2 80 [ s
> _ - - o AQ-G12
€ 60 o - = S ® - BF
= ® — EF-R5
40 ﬂ ﬂ [ ﬂ ﬂ [=HE = —o— L
20 > —e—RS
U —@— RS-F
0o e ° oo R
23 18a 6 12 2 4a 8 11 15 17b 19 22 5 14 ®  VT-R5
1 20 17a 25 3 7 9 13 16 18b 21 24 4b
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 19: ELISA-Ergebnisse Gluten

Zusatzniveau (Spike)

rote Linie robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

griine Linie

Probe B / Sample B z - Scores
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0

[ |
aalll
0,0 ....---—...
EETTIHLL

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

Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

20 2 19 219 11 6 17 8 25 18b 22 17a 23
16 5 7 18a 14 15 4a 3 9 24 13 1 12
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 20:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Gluten)
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

Zugewiesener Wert: X Methode RS / Assigned Value Method RS

Probe B / Sample B z - Scores

16 2

19 7 21 11 1517b4a 8 3 9 18b 24 22 13

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 21:

z-Scores (ELISA-Ergebnisse Gluten)
Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS (R-Biopharm,

Ridascreen)
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Quantitative Auswertung ELISA:

Dotierungsniveauprobe

Auswerte- Gluten z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptgs
[mglkg]

23 127 5,4 AQ

1 39,1 -1,1 AQ-G12
18a 37,0 -1,3 AQ-G12
20 29,0 -1,9 AQ-G12

6 53,4 -0,05 BF
17a 66,0 0,88 EF-R5
12 209 11,5 IL

25 88,0 2,5 IL

2 RS

3 63,5 0,69 0,84 RS
4a 49,0 -0,38 -0,26 RS

7 38,0 -1,2 -1,1 RS

8 49,3 -0,36 -0,24 RS

9 51,6 -0,19 -0,06 RS
11 44,0 -0,75 -0,64 RS
13 74,0 1,5 1,6 RS
15 61,2 0,52 0,67 RS
16 33,9 -1,5 -1,4 RS
17b 48,0 -0,45 -0,34 RS
18b 71,0 1,2 1,4 RS
19 48,4 -0,42 -0,31 RS
21 40,0 -1,0 -0,95 RS
22 50,0 -0,30 -0,19 RS
24 66,0 0,88 1,0 RS

5 44,6 -0,70 RS-F
4b >20 RS-FS
14 VT-R5

Methoden:

AQ = AgraQuant, RomerLabs

AQ-G12 = AgraQuant G12, RomerLabs

BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
EF-R5 = SensiSpec Ingezim Gluten R5, Eurofins
IL = Immunolab

RS = Ridascreen®, R-Biopharm

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

RS-FS= Ridascreen® Fast sensitive, R-Biopharm
VT-R5 = Veratox, Neogen
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Kernel Density Plot
Fixed h: 10.1

0.025

0.02

0.015

0.01

0.005

300

Anmerkung:

Abb. / Fig. 22:
Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Er-
gebnisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptay)

Kernel density plot of all ELISA re-
sults (with h = 0,75 x Opt of Xptaw)

Die Kerndichte-Schétzung zeigt anndhernd eine symmetrische Verteilung mit

zwel Nebenpeaks bei ca.

130 mg/kg bzw. 210 mg/kg, die auf Einzelwerte zu-

riuckgeht auRerhalb des Zielbereiches zuriickgehen (Methode AQ und IL).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Gluten

Dotierungsniveauprobe

Kenndaten Alle Ergebnisse | Methode RS
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt,., XPt o rs
Anzahl der Messergebnisse 24 15
Anzahl der Ausreifler = =
Mittelwert ol,7 52,5
Median 49,7 49,3
Robuster Mittelwert (Xpt) 54,1 52,4
Robuste Standardabweichung (S¥*) 17,6 13,5
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 13,5 13,1
Untere Grenze des Zielbereichs 27,1 26,2
Obere Grenze des Zielbereichs 81,2 78,7
Quotient S*/opt 1,3 1,0
Standardunsicherheit U (xpt) 4,49 4,35
Ergebnisse im Zielbereich 21 15
Prozent im Zielbereich 88 100
Methoden:

RS = R-Biopharm, Ridascreen®

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugswerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte keine eindeutigen methodenabhdngigen Un-
terschiede.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden sowie filir Methode RS zeigte
jeweils eine normale bis geringe Variabilitdt. Die Quotienten S*/opt la-
gen deutlich unter 2,0. Die robusten Standardabweichungen liegen im obe-
ren Bereich von etablierten Werten filir die Wiederhol- und Vergleichs-
standardabweichung der eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl. 3.4.2 Aus-
wertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Erkenntnissen).
Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 1ist gegeben. Diese Aussage 1ist fiir
die methodeniibergreifende Auswertung nur eingeschrdnkt gililtig, da fir
einige Methoden nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 149% bzw. 145% vom
Zusatzniveau von Gluten zur Dotierungsniveauprobe innerhalb der relevan-
ten Anforderungen fiir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und "Wieder-
findungsraten fiir Gluten", s. S.55).
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Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
220 — [ Spiking
200 Level
180 Sample
160 ~———— Spike
o 140 —— XALL
< 120 —— X RS
g 100 - —e— AQ
80 — - AQ-G12
60 - = = L o BF
40 - - = N — ®— EF-R5
SR AATRRAREmERRRRRRRRRRERT] Pt
0 ¢ o e ® —e— RS
23 18a 6 12 2 4a 8 11 15 17b 19 22 5 14 | —®—RSF
1 20 17a 25 3 7 9 13 16 18b 21 24 4b RS-FS
Auswertenummer / Evaluation number ®  VT-RS
Abb./Fig. 23: ELISA-Ergebnisse Gluten

Zusatzniveau (Spike)

robuster Mittelwert aller Ergebnisse
robuster Mittelwert Ergebnisse Methode R
Zuordnung der Methoden (s. Legende)

griine Linie
rote Linie
blaue Linie
runde Symbole

S

Dotierungniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
>

6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0
-1,0
-2,0
-3,0
-4,0
-5,0

Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

11 17b 4a 22 6 3 24 13 23
21 5 19 8 9 15 17a 18 25

Auswertenummer / evaluation number

20 18a 1

16 7 12

Abb./Fig. 24:

z—Scores

Zugewiesener Wert:

(ELISA-Ergebnisse Gluten)
robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
5,0

4,0
3,0
2,0
1
O,OIII.----——.II

Zugewiesener Wert: XMethode RS / Assigned Value Method RS

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

16 7 21 11 17b 19 4a 8 22 9 15 3 24 18b 13

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 25:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Gluten) Bezugswert robuster Mittelwert
Ergebnisse Methode RS (R-Biopharm, Ridascreen)
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Wiederfindungsraten ELISA fiir Gluten:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] [mal/kg] [%]
23 127 352 83,7 262 AQ
1 39,1 108 68,0 213 AQ-G12
18a 37,0 102 44,0 138 AQ-G12
20 29,0 80 31,0 97 AQ-G12
6 53,4 148 45,5 143 BF
17a 66,0 182 66,0 207 EF-R5
12 209 578 124 390 IL
25 88,0 243 55,0 172 IL
2 32,3 101 RS
3 63,5 175 54,8 172 RS
4a 49,0 135 48,0 150 RS
7 38,0 105 38,5 121 RS
8 49,3 136 48,5 152 RS
9 51,6 143 55,4 174 RS
11 44,0 122 44,0 138 RS
13 74,0 204 66,0 207 RS
15 61,2 169 46,5 146 RS
16 33,9 94 31,7 929 RS
17b 48,0 133 47,0 147 RS
18b 71,0 196 57,0 179 RS
19 48,4 134 37,6 118 RS
21 40,0 110 39,0 122 RS
22 50,0 138 60,0 188 RS
24 66,0 182 57,6 181 RS
5 44,6 123 35,5 111 RS-F
4b >20 >20 RS-FS
14 44,9 141 VT-R5
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 15 Anzahl im AB 14 AQ = AgraQuant, RomerLabs
AQ-G12 = AgraQuant G12, RomerLabs
Prozent im AB 63 Prozent im AB 54 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
EF-R5 = SensiSpec Ingezim Gluten R5, Eurofins
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgréRe: Gluten, s. Seite 5 IL = Immunolab
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS = Ridascreen®, R-Biopharm
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
RS-FS= Ridascreen® Fast sensitive, R-Biopharm
VT-R5 = Veratox, Neogen
Anmerkung:
63% (15) der Teilnehmer haben mit der Dotierungsniveauprobe mittels ELI-

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

erhalten.

Fiir die dotierte Lebensmittelmatrix-Probe B lagen 54%

(14) der

Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.3.2 PCR-Ergebnisse: Weizen

Qualitative Auswertung der Ergebnisse:

Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
posineg | [mgl/kg] | pos/neg | [maglkg] Ub?;?:'?:{;;:::;ge"
15 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
Probe A Probe B Methoden:
Dotierunng negativ positiv SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
Anmerkung:

Die Ergebnisse des Teilnehmers stehen

mit der Dotierung von Probe B.

in qualitativer Ubereinstimmung

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Dotierungsniveauprobe

Dotierung

positiv

Anmerkung:

Das Ergebnis des Teilnehmers steht in qualitativer Ubereinstimmung mit
der Dotierung der Dotierungsniveauprobe.

SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm / Congen

Auswerte- Gluten Gluten z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta
pos/neg [mg/kg]
15 positiv SFA-ID
Dotierungsniveauprobe Methoden:
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

Hinweis:
Ubersetzt

5.1.1 ELISA: B-Lactoglobulin

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

Meth. |Auswerte-| Datum der Ergebnis Ergebnis DE:_gebnls NWG/| BG/ MU* Antg:ahtie Methode
Abk. | nummer | Analyse Probe A Probe B oterungs- 1) op«|Loq * quantiafives
probe Ergebnis als
Tag/Monat | qualitativ | mg/kg | qualitativ | mg/kg | qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % ZE L;rl;t:;mlttell ELISA Test-Kit + Anbieter
beta- AgraQuant ELISA B-
AQ 1 24.04.19 - <LOD - 18,65 - 18,76 |0,0015| 0,01 Lactoglobulin Lactoglobulin
9 COLAL1048, RomerLabs
beta- AgraQuant ELISAB-
AQ 18 08.04.19 | negativ | <LOD | positiv 18 positiv 16 |0,0015| 0,01 50 Lactoalobulin Lactoglobulin
9 COLAL1048, RomerLabs
beta- AgraQuant ELISA B-
AQ 20 05.04.19 | negativ | < LOD | positiv 16 positiv | 16,1 |0,0015| 0,01 50 Lactoglobulin Lactoglobulin
9 COLAL1048, RomerLabs
beta- ELISA Systems Beta-
ES 4 negativ | <0,1 | positiv >1 positiv >1 0,1 Lz el Lactoglobulin
ESMRDBLG-48
o ELISA Systems Beta-
ES 13 11.04.19 | negativ | <0.10 | positiv 98 positiv 93 0.10 Lactoglobulin Lactoglobulin
ESMRDBLG-48
ES 14 | 09.0419 |Negativ|<LOD | Pos | 1368 | - | "CMt | o05 | 0,1 Beta- | ELISASystems - Beta-
getestet lactoglobulin lactoglobulin
. " . beta- Immunolab Beta-
IL 12 negativ | <0,01 | positiv | 207,3 | positiv | 14,5 |0,0015| 0,01 Lactoglobulin Lactoglobulin ELISA
. - . beta- Immunolab Beta-
L 25 21.03.19 | negativ 0 positiv | 14,2 | positiv | 12,9 Lactoglobulin Lactoglobulin ELISA
Gesamtmilch- WSlEIER -
M-I 16 20.03.19 | negativ positiv | 325,4 | positiv | 310 0,31 . lactoglobulin ELISAKit Il
protein (M2112)
beta- Morinaga Beta-
MI-II 17 22.03. negativ | <0,031| positiv 32 positiv 31 0,031 | 0,031 ) lactoglobulin ELISAKit Il
Lactoglobulin (M2112)
beta- Ridascreen® -
RS 10 11.04.19 | negativ | <2.63 | positiv | 36,4 | positiv | 28,9 | 0,79 | 2,63 31 L . Lactoglobulin R4901, R-
actoglobulin Biopharm
beta- Ridascreen® FAST -
RS-F 2 negativ positiv 10 - . Lactoglobulin R4902, R-
Lactoglobulin Biopharm
e Ridascreen® FAST -
RS-F 5 24/04 negativ |0,07339| positiv |4,56484| positiv |4,53287| 0,04 | 0,167 L ) Lactoglobulin R4902, R-
actoglobulin Biopharm
beta- Ridascreen® FAST -
RS-F 8 18.04.19 | negativ | <1.5 | positiv 36 positiv | 36,7 . Lactoglobulin R4902, R-
Lactoglobulin Biopharm
e Ridascreen® FAST -
RS-F 9 17.04.19 | negativ positiv | 29,1 positiv | 33,8 0,5 0,5 L ) Lactoglobulin R4902, R-
actoglobulin Biopharm
Ridascreen® FAST -
RS-F 11 22.03.19 | negativ positiv positiv 0,2 0,5 Please select! | Lactoglobulin R4902, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST -
RS-F 15 negativ positiv | > 4,5 | positiv | >4,5 0,17 Please select! | Lactoglobulin R4912, R-
Biopharm
. - . beta-
RS-F 21 04.02.19 | negativ | <0,2 | positiv | >4,5 | positiv | >4,5 0,2 0,2 - Lactoglobulin
beta- Ridascreen® FAST -
RS-F 24 05.04.19 | negativ | <0,167 | positiv | 18,87 | positiv | 29,71 <0,167 . Lactoglobulin R4902, R-
Lactoglobulin Efepiem

*NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
*LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
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Fortsetzung ELISA B-Lactoglobulin:

Meth. |Auswerte- s Hinweise zur Methode (Extraktion und Meﬂ?ode . - .
Abk. | nummer Spezifitat Bestimmung) akkreditiert nach Sonstige Hinweise
. 9 ISO/IEC 17025
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur ja/nein
AQ 1 olyclonal 1.0g Probe + 20ml verdiinnter Extraktionspuffer. 15 min im ia
poly 60°C Wasserbad schitteln. 10Min zentrifugieren. !
AQ 18 Beta-Lactoglobulin ja
AQ 20 Beta-Lactoglobulin w assriger Puffer 60°C/15 Minuten Orbitalshaker nein
ES 4 nein
ES 13 ja
Extraktion: Raumtemperatur PBS Puffer (ph Kontrolle)/fur
ES 14 15 min bei 60°C schiitteln im Wasserbad/ Bestimmung: 4- ja
Parameter-Kurve
IL 12
L 25
MI-Il 16
erkennt Kuhmilch-R- .
MI-Il 17 Ltz sl It. Herstellerangaben ja
RS 10 Anti-BLG Waschpuffer, 10 Minuten, 50°C nein
RS-F 2 ja
RS-F 5 Extraktionsldsung: Extraktor 2 + Allergenextraktionspuffer
mit Additiv 1, Zeit: ca. 30 min., Temperatur: 100 ° C
RS-F 8 ja
RS-F 9 beta-Lactoglobulin ja Hinw eis: Artikelnr. ist jetzt R4912
Wiege 1 g Probe ein und gebe 4 ml vorbereiteten Extraktor
2 zu, kraftig mischen, Vial verschlieBen und 10 min bei 100
° Cim Wasserbad kochen, Probe kurz abkihlen lassen, A-
. . AEP auf 60 ° C vorheizen, 16 ml erhitzen (60 ° C) ) A-AEP
spezifische Antikorper
RS-F 1 — zur gekochten Probe geben. nein
lactoglobulin Kraftig mischen (10 min bei 60 ° C im Wasserbad
9 extrahieren), abkihlen lassen, 10 min bei hoher
Geschw indigkeit in einer Mikrozentrifuge zentrifugieren.
Den partikelfreien Uberstand 1: 5 (1 + 4) mit verdiinntem
Allergenextraktionspuffer ohne Zusatz 1 verdiinnen
RS-F 15 ja
B-Lactoglobulin von : . =D . Ridascreen® FAST (-
RS-F 21 Kuhmilch Sy ZHAAE MINANESE ja Lactoglobulin R4912, R-Biopharm
Die Probe agglutiniert und bildet
RS-F 24 nein eine Paste. Sie w iegt ein Zehntel

des Ublichen. Es kann viele
Unsicherheiten geben
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5.1.2 ELISA: Casein

. . Ergebnis Angabe
Meth. [Auswerte-|Datum der Ergebnis Ergebnis : NWG /| BG/ " .
Abk. | nummer | Analyse Probe A Probe B Dotierungs- LOD *|LOQ * MU quantlta_tlves Methode
probe Ergebnis als
Tag/Monat | qualitativ | mg/kg | qualitativ | mg/kg | qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % 2L, Lsrt:)e‘;immell ELISA Test-Kit + Anbieter
AgraQuant Casein
AQ 1 25.04.19 - <LOD - 1475 - 1950 | 0,04 | 0,2 Casein COKAL 1200,
RomerLabs
AgraQuant Plus Casein
AQ 8 15.04.19 | negativ| <1.5 | positiv | 332 positiv 144 Casein COKAL1248F,
RomerLabs
AgraQuant Casein
AQ 9 20.03.19 | negativ positiv | 424 positiv 393 0,2 0,2 Casein COKAL 1200,
RomerLabs
AgraQuant Casein
AQ 13 11.04.19 | negativ | <0.20 | positiv | 410 positiv 470 0.20 Casein COKAL 1200,
RomerLabs
AgraQuant Casein
AQ 18 27.03.19 | negativ | <LOD | positiv 498 positiv 311 0,04 0,2 40 Casein COKAL 1200,
RomerLabs
AgraQuant Casein
AQ 19 negativ | < 0,2 | positiv | 424,64 | positiv | 356,29 | 0,04 0,2 Casein COKAL 1200,
RomerLabs
AgraQuant Casein
AQ 20 05.04.19 | negativ | < LOD | positiv | 436 positiv 346 0,04 | 0,2 40 Casein COKAL 1200,
RomerLabs
MonoTrace Milk (Casein)
BF 6 25/04 negativ 0 positiv | 197,6 | positiv | 116,7 | 0,12 | 0,5 Casein ELISAKkit, BioFront
Technologies
. . . . ELISA Systems Casein
ES 4 negativ | <1 positiv | >10 | positiv | >10 1 Magermilchpulver ESCy:SPRD-48
ES 14 09.04.19 | Negativ| <LOD | Pos | 47,7 - gé‘t'::ttet 0,14 | 0,28 Gesamtcasein | ELISA Systems - Casein
IL 12 negativ | <0,2 | positiv | 163,2 | positiv | 16,5 | 0,04 | 0,2 Casein 'mm“”é"L"’l‘g/fase'"
IL 25 21.03.19 | negativ| O | positiv | 477 | positiv | 277 Casein 'mm“”g'Lj’gAcase'"
MHI | 16 | 20.03.19 | negativ positiv | 378,1 | positiv | 3345 0,31 Ges:‘rr(‘:tg‘i“r:"’h' M"”“ﬁﬁi%@;ﬂ’;)’zus’*
MHI | 17 2203. | negativ | <0,25 | positiv | 340 | positiv | 250 | 0,25 | 025 Casein Wr'";ﬁﬁlfﬁgm)ﬂ'%
Ridascreen® FAST
RS-F 2 negativ positiv | 7,9 - Casein Casein R4612, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 5 24/04 negativ |0,49419| positiv 77,4409| positiv | 68,2876 | 0,71 2,5 Casein Casein R4612, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 1 23.04.19 | negativ positiv | 340 positiv 370 1 2,5 Casein Casein R4612, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 15 negativ positiv | >67,5 | positiv | >67,5 2,5 Casein R4612, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 21 04.02.19 | negativ | <3,0 | positiv 640 positiv 610 3 3 - Casein Casein R4612, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 24 04.04.19 | negativ | <2,5 | positiv | 199,87 | positiv | 303,99 <2,5 Casein Casein R4612, R-
Biopharm

*NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
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Fortsetzung ELISA Casein:

Meth. |Auswerte- i Hinweise zur Methode (Extraktion und Me?l:node . . .
Abk. | nummer Spezifitat Bestimmung) akkreditiert nach Sonstige Hinweise
- 9 ISO/IEC 17025
Antikérper z.B. Extraktionsldsung / Zeit / Temperatur ja/nein
AQ 1 olvclonal 0.5g Probe +10ml vorverdinnter und erhitzter ia
poly Extraktionspuffer. 15 min schiitteln. 10 min zentrifugieren. }
AQ 8 ja
AQ 9 Casein ja
AQ 13 ja
AQ 18 Casein ja
AQ 19 Casein Extraktionslésung, 15 min bei 60°C, 1:500 Verdiinnung nein
AQ 20 Casein w &ssriger Puffer/15 Minuten/60°C nein
BF 6 Moneinclonal AntkGrper- 1416 yiraktionsverhaltnis/ 10 Minuten/60°C nein
basierter Assay
ES 4 nein
Extraktion: Raumtemperatur PBS Puffer (ph Kontrolle)/fir
ES 14 15 min bei 60°C schiitteln im Wasserbad/ Bestimmung: 4- ja
Parameter-Kurve
IL 12
IL 25
MI-II 16
MI-lI 17 erkennt Kuhmilch-Casein |It. Herstellerangaben ja
RS-F 2 ja
RS-F 5 Extraktionslésung: Extraktor 2 + Allergenextraktionspuffer
- mit Additiv 1, Zeit: ca. 30 min., Temperatur: 100 ° C
1 g Probe entnehmen und 4 ml vorbereiteten Extractor 2
zugeben, kraftig mischen, das Vial verschlieRen und 10
min bei 100 ° C im Wasserbad kochen. Lassen Sie die
Probe kurz abkihlen und geben Sie 16 ml erhitztes (60 ° C)
RS-F 1 spezifischer Antikérper  |A-AEP zur gekochten Probe. Kréaftig mischen (Schittler) -
gegen Casein und 10 min bei 60 ° Cim Wasserbad extrahieren. )
Abkuhlen, 10 min zentrifugieren / 2500 g und / oder
filtrieren. Den partikelfreien Uberstand oder das Filtrat 1: 5
(1 +4) mit verdiinntem Allergenextraktionspuffer ohne
Zusatz 1 verdiinnen
RS-F 15 ja
RS-F 21 Casein von Kuhmilch Extraktor 2+A-AEP/90 min/20-25°C ja
Die Probe agglutiniert und bildet
. eine Paste. Sie w iegt ein Zehntel
RS-F 24 nein des Ublichen. Es kann viele
Unsicherheiten geben
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5.1.3 ELISA: Milchprotein

Meth. |Auswerte- Datum der Ergebnis Ergebnis Dg?eig:lss- NWG/| BG/ MU* u'::g; ':i?/es Methode
Abk. | nummer | Analyse Probe A Probe B 9 LOD * | LOQ * q .
probe Ergebnis als
Tag/Monat | qualitativ | mg/kg | qualitativ | mg/kg | qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % ZE L;kz:z;mittel/ ELISA Test-Kit + Anbieter
MonoTrace Milk (Casein)
BF 6 25/04 negativ 0 positiv | 958,24 | positiv | 571,83 | 0,12 0,5 Magemilchpulver ELISAKkit, BioFront
Technologies
IL 25 21.03.19 | negativ| O | positiv | 263 | positiv | 191 M"Z’;”Sr;’;f;"e' Immunolab Milk ELISA
RS-F 22 negativ positiv | 100 | positiv 90 1 10 50 Lebensmittel Ridascreen Fast Milk
. . . Milchproteine, Ridascreen® FAST Milk
RS-F 24 08.04.19 | negativ | <2,5 | positiv | 260,56 | positiv | 349,57 <2,5 gesamt R4652, R-Biopharm
q - - . Veratox Total Milk
VT 4 negativ | <2,5 | positiv | >25 positiv >25 2,5 Magemilchpulver Al Ve
VT 7 negativ positiv | >25,0 _ 25 Milchproteine, Veratox Total Milk
gesamt Allergen, Neogen
VT 14 04.04.19 | Negativ | <LOD Pos 1568,7 B nicht 1 25 mchtfette,l Neogen Vergtoxfor Total
getestet getrocknete Milch milk
* NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
Meth. |Auswerte- I Hinweise zur Methode (Extraktion und Methode . L
Abk. | nummer Spezifitat Bestimmung) akkreditiert nach Sonstige Hinweise
: 9 ISO/IEC 17025
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur ja/nein
BF 6 Mon.oclonaler Antikbrper- 1:10 Extraktionsverhaltnis/10 Minuten/60°C nein Ergepnisse wurde von Casein
basierter Assay zu Milch umgerechnet
IL 25
RS-F 22 ja
Die Probe agglutiniert und bildet
. eine Paste. Sie wiegt ein Zehntel
RS-F 24 nein des Gblichen. Es kann viele
Unsicherheiten geben
VT 4 ja
VT 7 Extraktionslésung/15 min./60 °C ja
Extraktion: 60°C vorerhitzer PBS Puffer//fir 15 min bei
VT 14 60°C schiitteln im Wasserbad/ Bestimmung: 4-Parameter- ja
Kurve
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5.1.4 ELISA: Gluten

Meth. |Auswerte-|Datum der Ergebnis Ergebnis DE:iierz:Iss- NWG/| BG/ MU* u:rr:tgi’fak:i?/es Methode
Abk. | nummer | Analyse Probe A Probe B 9 LOD * | LOQ * q .
probe Ergebnis als
Tag/Monat | qualitativ | mg/kg | qualitativ | mg/kg | qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % . Lebensmittel / Prot{ ELISA Test-Kit + Anbieter
AgraQuant ELISA Gluten
AQ 23 16.03.19 - <LOD - 83,67 - 127,3 | 0,6 5 11 Gluten COKAL0248, RomerLabs
AgraQuant ELISA Gluten
AQ 1 24.04.19 - 9 - 68 - 39,1 2 4 Gluten G12 COKAL0200,
RomerlLabs
AgraQuant ELISA Gluten
AQ 18a 08.04.19 | positiv <4 positiv 44 positiv 37 4 2 40 Gluten G12 COKAL0200,
RomerlLabs
AgraQuant ELISA Gluten
AQ 20 09.04.19 | positiv | < LOQ | positiv 31 positiv 29 2 4 40 Gluten G12 COKAL0200,
RomerlLabs
MonoTrace Gluten ELISA
BF 6 25/04 negativ | bROQ | positiv | 45,5 | positiv | 53,4 0,36 2 kit, BioFront
Technologies
SENSISpec Ingezim
EF-R5 17a 28.3. negativ | <3,12 | positiv 66 positiv 66 3,12 | 3,12 Gluten Gluten R5 30.GLU.K2,
Eurofins
. . . Immunolab
IL 12 negativ | <4,0 | positiv | 124,4 | positiv | 209,1 0,3 2 Gluten Gliadin/Gluten ELISA
. . . Immunolab
L 25 08.04.19 | negativ 0 positiv 55 positiv 88 Gluten Gliadin/Gluten ELISA
. . Ridascreen® Gliadin
RS 2 negativ positiv | 32,3 - Gluten R7001, R-Biopharm
RS 3 15.04.19 | negativ | <5,0 | positiv | 54,8 | positiv | 63,5 Gluten Ridascreen® Gliadin
T ’ ’ ! R7001, R-Biopharm
. . " Ridascreen® Gliadin
RS 4a negativ <5 positiv 48 positiv 49 5 Gluten R7001, R-Biopharm
. . . Ridascreen® Gliadin
RS 7 negativ positiv | 38,5 | positiv 38 5 Gluten R7001, R-Biopharm
. . . Ridascreen>Gliadin r-
RS 8 08.05.19 | negativ <5 positiv | 48,5 | positiv | 49,3 Gluten biopharm R7001
. " - Ridascreen® Gliadin
RS 9 10.04.19 | negativ positiv | 55,4 | positiv | 51,6 5 5 Gluten R7001, R-Biopharm
. . . Ridascreen® Gliadin
RS 11 27.03.19 | negativ positiv 44 positiv 44 2 5 Gluten R7001, R-Biopharm
. - - Ridascreen® Gliadin
RS 13 11.04.19 | negativ | <5.0 | positiv 66 positiv 74 5.0 Gluten R7001, R-Biopharm
. . . Ridascreen® Gliadin
RS 15 negativ positiv | 46,5 | positiv | 61,2 5 R7001, R-Biopharm
RS 16 21.03.19 | negativ positiv | 31,7 | positiv | 33,9 5 Gluten Ridascreen® Gliadin
T ’ ’ R7001, R-Biopharm
. - . Ridascreen® Gliadin
RS 17b 22.03. negativ <5 positiv 47 positiv 48 3 5 Gluten R7001, R-Biopharm
. . . Ridascreen® Gliadin
RS 18b 03.04.19 | positiv <5 positiv 57 positiv 71 5 1 50 Gluten R7001, R-Biopharm
. . " Ridascreen® Gliadin
RS 19 negativ| <5 positiv | 37,62 | positiv | 48,42 1 5 Gluten R7001, R-Biopharm
. - e Ridascreen® Gliadin
RS 21 04.02.19 | negativ | <10 | positiv 39 positiv 40 10 10 28 Gluten R7001, R-Biopharm
RS 22 negativ positiv 60 positiv 50 2 20 50 Lebensmittel Ridascreen Gluten
. . " Ridascreen® Gliadin
RS 24 29.03.19 | negativ <5 positiv | 57,62 | positiv | 66,02 <5 Gluten R7001, R-Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 5 24/04 negativ |1,30976| positiv (35,5324 positiv |44,6136 1 10 Gluten Gliadin R7002, R-
Biopharm
. " " Ridascreen® Gliadin
RS-FS 4b 25.04.2019 | negativ | <2,5 | positiv | >20 | positiv | >20 2,5 Gluten R7051, R-Biopharm
VT-RS| 14 02.04.19 | Negativ| <LOD | Pos | 449 | - | Moht | 43| 5 Gluten Neogen Veratox for
getestet Gliadin R5

* NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
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Fortsetzung ELISA Gluten:

Meth. |Auswerte- - Hinweise zur Methode (Extraktion und Meﬂ?ode . . .
Abk. | nummer Spezifitat Bestimmung) akkreditiert nach Sonstige Hinweise
: 9 ISO/IEC 17025
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur ja/nein
AQ 23
0.25g Probe + 2.5ml Extraktionslésung. Inkubieren bei 50°C
AQ 1 monoclonal fir 40min. Abkuhlen lassen und Zugabe von 7.5ml 80% -
Ethanol. 60min schutteln abei Raumtemperatur. 10 min )
zentrifugieren.
AQ 18a Gluten a
AQ 20 Gluten Extr'aktlonspuffer/40 Minuten 50°C/Ethanol/60 Minuten -~
Orbitalshaker
BF 6 Monoclonaler Antikérper |1:40 Extraktionsverhaltnis in MonoTrace Gluten nein
basierter Assay Extraktionpuffer/1 Stunde/60°C
EF-R5 17a Mendez R5 It. Herstellerangaben ja
IL 12
IL 25
RS 2 ja
RS 3 Monoclonal R5 80% Ethanol / 1h / Raumtemperatur ja LAB_AR Ergebnisse
RS 4a R5 a
RS 7 monoclonaler Antikérper R5 ja
RS 8 ja
RS 9 Gliadine (R5-Antikérper) ja
Man w iegt 0,25 g der homogenisierten Probe ein und fligt
2,5 ml der Cocktail-Lésung hinzu, verschlieRt das Vial und
mischt gut. Man inkubiert flir 40 Minuten bei 50 ° C, lasst
die Probe abkiihlen und mischt sie dann mit 7,5 ml 80%
Ethanol. Man verschlieBt das Vial und schiittelt es 1
Stunde lang mit der Oberseite nach unten oder in Rotation
RS 1 spezifischer R5 bei Raumtemperatur. Zentrifugation: 10 min, mindestens ia
Antikorper gegen Gliadin |2500 g, bei Raumtemperatur und 2 ml des Extrakts kénnen )
mit einer Mikrozentrifuge 10 min lang in einem
Reaktionsgefal mit hoher Geschw indigkeit zentrifugiert
w erden. Der Uberstand wird in ein Schraubglas
ubertragen und die Probe wird 1: 12,5 mit verdiinntem
Probenverdiinnungsmittel verdiinnt. Der endgliltige
Verdiinnungsfaktor betréagt 500
RS 13 ja
RS 15 ja
RS 16
RS 17b Mendez R5 It. Herstellerangaben ja
RS 18b Gliadin i
- Extraktion mit Cocktail-Lésung, und Ethanol, 40 min bei .
RS e |ETeln 50°C, 1:500 Verdiinnung nein
RS 21 R5 Cocktail+Etanol 80%/150min/20-25°C ja
RS 22 ja
RS 24 nein
Extraktionslésung: Cocktail (patentiert), Zeit: ca. 2
RS-F 5 RS Stunden, Temperatur: 50 °C
RS-FS 4b R5 nein
Extraktion: Inkubation bei 50°C mit Cocktail-Losung /
VT-R5 14 Zugabe von Ethanol und Schtteln fir 1 Stunde bei a

Raumtemperatur/ Probe ist verdiinnt mit PBS vor dem

Plattieren/ Bestimmung: 4-Parameter-Kurve
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5.1.5 PCR: Weizen

. . Ergebni Angab
Meth. |Auswerte-|Datum der| Ergebnis Ergebnis Dotigeerun ss_ NWG/| BG/ MU* uantgi’tati?/es Methode
Abk. | nummer | Analyse Probe A Probe B 9 LOD *|LOQ * q .
probe Ergebnis als
positiv / positiv / positiv / o z.B. Lebensmittel / e .
I mg/kg I mg/kg ity mg/kg | mg/kg | mg/kg % Protein PCR Test-Kit + Anbieter
SFA- e e Sure Food Allergen ID, R-
D 15 - positiv positiv 0,4 Biopharm / Congen
* NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
Meth. |Auswerte- pese Hinweise zur Methode (Extraktion und Me?hode , . .
Abk. | nummer Spezifitat Bestimmun akkreditiert nach Sonstige Hinweise
- | nu immung) ISO/IEC 17025
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real Time PCR/ . :
Vg EiE /=R Gelelektrophorese / Cyclen 20e
S::DA- 15 nein
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5.2 Homogenitiat

5.2.1 Mischungshomogenitdat vor der Abfillung

Microtracer Homoge nitétstest
DLA03-2019 Probe B

Gewicht Gesamtprobe 2,82 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengrolRe 75-300 pum
Gewicht pro Partikel 2,0 Mg
Tracerzugabe 15,5 mg/kg
Analysenergebnisse:
Probe Einwaage [g] Zirztgﬁl Fr: g/'::g]l

1 5,00 53 21,2

2 5,07 59 23,3

3 5,00 58 23,2

4 5,03 55 21,9

5 5,06 55 21,7

6 5,09 57 224

7 5,06 52 20,6

8 5,02 49 19,5
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 21,7 mg/kg
Mittelwert 54,7 Partikel Standardabweichung 1,28 mg/kg
Standardabweichung 3,24 Partikel rel. Standardabweichung 5,91 %
x? (CHFQuadrat) 1,34 Horwitz Standardabweichung 10,1 %
Wahrscheinlichkeit 99 % HorRat-Wert 0,59
Wiederfindungsrate 140 % Wiederfindungsrate 140 %
Microtracer Homogenitéatstest
DLA 03-2019 Dotierungsniveauprobe
Gewicht Gesamtprobe 1,51 kg
Microtracer FSS-rot lake
Teilchengrofe 75-300 pum
Gewicht pro Partikel 2,0 Mg
Tracerzugabe 28,3 mg/kg
Analysenergebnisse:

Probe Einwaage [g] Zirztgﬁl Eﬁ g/':((g]l

1 5,00 82 32,8

2 5,06 84 33,2

3 4,99 83 33,3

4 5,09 96 37,7

5 5,02 85 33,9

6 5,03 82 32,6

7 5,02 81 32,3

8 5,01 77 30,7
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 33,3 mg/kg
Mittelwert 83,7 Partikel Standardabweichung 2,01 mg/kg
Standardabweichung 5,05 Partikel rel. Standardabweichung 6,03 %
x? (CHI-Quadrat) 2,13 Horwitz Standardabweichung 9,44 %
Wahrscheinlichkeit 95 % HorRat-Wert 0,64
Wiederfindungsrate 118 % Wiederfindungsrate 118 %
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5.3 Informationen zur Eignungspriifung (EP)

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

(Prozessierung)

EP-Nummer DLA 03-2019

EP-Name Allergene lll:  B-Lactoglobulin, Casein und Gluten in
Kindernahrung

Probenmatrix Proben A + B:

Getreidebreipulver, "glutenfrei’/ Zutaten: Reismehl 70%, Maismehl
20%, Hirsevollkornmehl 10%, Thiamin und weitere Zusatzstoffe und
Allergene Lebensmittel Magermilchpulver, Molkenpulver und
Weizenmehl (eine der beiden Proben)

Dotierungsniveauprobe: Kartoffelpulver, weitere Zusatzstoffe und
Allergene Lebensmittel

Probenzahl und 2 unterschiedliche Proben A + B: je 25 g

Probenmenge + 1 Dotierungsniveauprobe: 15 g

Lagerungsinformation Proben A + B: Raumtemperatur (Langzeit gekiihlt 2 - 10 °C)
Dotierungsniveauprobe: Raumtemperatur

Verwendungszweck AusschlieBlich fiir Laboruntersuchungen (Qualitdtskontroliproben)

Parameter qualitativ + quantitativ:

B-Lactoglobulin, Casein und Gluten (gluten-haltige Getreide)
Proben A + B: < 1000 mg/kg
Dotierungsniveauprobe: < 1000 mg/kg

Untersuchungsmethoden

Methode ist freigestellt

Hinweis zur Analyse

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

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen
Analyseeinwaagen, eine repréasentative Probenmenge entsprechend
guter Laborpraxis zu homogenisieren. Vorzugsweise wird jeweils die
gesamte Probenmenge homogenisiert.

Ergebnisangabe Es werden fiir jede Probe A, B und Dotierungsniveauprobe je ein
Ergebnis ermittelt.
Die Einzelergebnisse sind in die Ergebnisabgabe-Datei einzutragen.
Einheiten mg/kg

Anzahl von Stellen

mindestens 2 signifikante Stellen

Ergebnisabgabe Die Ergebnisabgabe-Datei wird per eMail iibermittelt an:
pt@dla-lvu.de

Abgabetermin spéatestens 26. April 2019

Auswertebericht Der Auswertebericht wird voraussichtlich 6 Wochen nach
Abgabetermin der Ergebnisse fertiggestellt und per eMail als PDF-Datei
zugesandt.

Koordinator und Dr. Matthias Besler-Scharf

Ansprechpartner der EP

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

Teilnehmer / Participant Oort / Town Land / Country
SPANIEN
ITALIEN
SPANIEN
ITALIEN

USA

KANADA
ITALIEN
Deutschland
Deutschland
SCHWEIZ
ITALIEN

Belgien
Deutschland
Deutschland
Deutschland
UNGARN
GROSSBRITANNIEN
NIEDERLANDE
SPANIEN
GRIECHENLAND
OSTERREICH
OSTERREICH
USA

SPANIEN
SLOWAKEI
Deutschland
KANADA

[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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25 von 27 Teilnehmern haben mindestens ein Ergeb B-Lactoglobulin, Casein
und Gluten fiir ELISA- (qualitativ und quantitativ). Die Auswertung fir
Milch (ELISA-Methode) und Gluten (PCR-Methode) erfolgte qualitativ. Zu-
sadtzlich wurden fiir jeden Teilnehmer Wiederfindungsraten fir die Dotie-
rungsniveauprobe und die dotierte Probe ermittelt. Details zu den ein-
zelnen Parametern inklusive separater Auswertung nach Testkit-Herstel-
lern sind dem Auswertebericht zu entnehmen.

17 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europdischen Ausland (Belgien, Grie-
chenland, GroBbritannien, Italien, Niederlande, Osterreich, Schweiz,
Slowakei, Spanien, Ungarn), zwei Teilnehmer in Kanada und zwei in den
USA.




