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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) bzw. Eignungsprifun-
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 durchgefihrten Untersu-
chungsmethode [1, 5].

Das Ziel wvon DLA 1st es, LVU fir ausgesuchte Parameter 1in 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 fir 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 &dhnlichem 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 eine handelsiibliche Instant-Nudelsuppe. Die Grundzusammensetzung
war flur beide Proben A und B gleich (s. Tabelle 1). Nach Zerkleinern und
Sieben mittels Schlagmiihle (mesh 1,5 mm) wurde die Grundmischung homoge-
nisiert.

AnschlieBend wurde die dotierte Probe B folgendermalen hergestellt:

Die Dotierungsmaterialien, die die allergenen Zutaten Crustaceae, Erdnuss
und Kokosmehl enthalten, wurden zu einem Aliquot der Grundmatrix gegeben
und die Mischung homogenisiert. Anschliefend wurde portionsweise erneut
Grundmatrix in 4 weiteren Schritten zugegeben und jeweils 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

- davon 17% Gesamtprotein**

Zutaten Probe A Probe B Dotierungs-
niveauprobe
Asiatische Instant-Nudelsuppe 100 g/100 g 99,9 g/100g
Zutaten: Nudeln 89% (Weizenmehl, Kar-
toffelstarke, Palmol, Salz, Saurere-
gulatoren: E501, E500, E339, Antioxi-
dationsmittel E306, Emulgator E322,
Wirzmittel), Gewlrzpulver 9% (hydro-
lysiertes pflanzliches EiweiR, Malto-
dextrin, Hefeextrakt, Salz, Weizen-
mehl, schwarzer Pfeffer, rote Chilli-
schoten, Knoblauch, Maismehl), Gemi-
se-Pilz-Flocken 2% (Pak Choi, Shita-
ke, texturiertes pflanzliches Eiweil,
Karotten, rote Chllischoten, Zwie-
beln)
Nahrstoffe pro 100 g:
Fett 13 g, Kohlenhydrate 68 g, Prote-
in 8,2 g, Salz 3,8 g
Kartoffelpulver - - 99,9 g/100 g
Zutaten:
Kartoffeln, E471, E304, E223, E100
Erdniisse, geréstet -
gemahlen, Mischung (18 Produkte aus den
USA, von Asien, Afrika, Siudamerika)
- als Erdnuss¥* 12,9 mg/kg 15,1 mg/kg
- davon 23,2% Gesamtprotein** 2,99 mg/kg 3,50 mg/kg
Kokosnussmehl : -
- als Kokosnussmehl* 82,9 mg/kg 81,2 mg/kg

14,1 mg/kg

13,8 mg/kg

King Prawns, gefriergetrocknet

- als King Prawns, frisch*

- als King Prawns, gefriergetr.*
- davon 87,0% Gesamtprotein**

242 mg/kg
52,3 mg/kg
45,4 mg/kg

231 mg/kg
50,9 mg/kg
43,4 mg/kg

welitere Zutaten:
Maltodextrin, Natriumsulfat und Silicium-
dioxid

<0,02 g/100 g

<0,02 g/100 g

*Allergen-Gehalte als ,Lebensmittel™ wie in Spalte Zutaten angegeben gemdl gravimetri-
scher Mischung; das Frischgewicht von King Prawns wwurde mit einer Trockenmasse von 21,6%

(USDA Crustaceae) berechnet

** Proteingehalte gem&R Laboranalyse des Rohstoffs

F=6,25 fir Kokos und King Prawns und F=5,46 fiir Erdnuss)

Hinweis:

(Gesamtstickstoff nach Kjeldahl mit

Die metrologische Riickfithrung von Temperatur, Masse und Volumen bei der Herstellung der
LVU-Proben wird mittels DAkkS-kalibrierter Referenzmaterialien gewdhrleistet.
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2.1.1 Homogenitit

Die Mischungshomogenitdt 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
flir Futtermittel ist [14]. Vor der Mischung werden mit Farbstoff be-
schichtete Eisenpartikel in pm-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 wvon 2 5%
ist gleichzusetzen mit einer guten homogenen Mischung und von 2 25% mit
einer exzellenten Mischung [14, 15].

Die Microtracer-Analyse hat fir Probe B und der Dotierungsnviveauprobe-
Wahrscheinlichkeiten von 88% bzw. 92% ergeben.

Die Partikel-Ergebnisse wurden zusatzlich in Konzentrationen umgerechnet,
statistisch als Normalverteilung ausgewertet und mit der Standardabwei-
chung nach Horwitz verglichen. Fir die Beurteilung sind HorRat-Werte zwi-
schen 0,3 und 1,3 unter Wiederholbedingungen (Messungen innerhalb des La-
bors) zu akzeptieren [17]. Es wurden HorRat-Werte von 0,93 bzw. 0,89 er-
halten. 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 durchgefiithrt. 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 (Ausnahme: Morinaga Kit II von DLA durchgefiithrt). Die Einwaagen wur-
den mit einer Abweichung wvon * 10% von der Solleinwaage der Testkit-Anleitung
vorgenommen und den Labors nicht mitgeteilt. Nach Ubersendung der Analysenergeb-
nisse durch die Labors wurden die giiltigen Ergebnisse anhand der exakten Einwaa-
gen von DLA berechnet und die statistische Berechnung gemdB ISO 13528:2015 An-
hang B (ggf. inkl. Anmerkungen 1 u. 2) vorgenommen.

Bewertung der Homogenitdt

Die Homogenitat wird mit einer Standardabweichung zwischen den Proben von Ss
< 15% (,Heterogenitdtsstandardabweichung"“) als hinreichend gesichert angesehen.
Dieses Kriterium wird fir die untersuchte Probe B in allen ELISA-Tests fir Crus-
taceae (Immunolab, Morinaga und AgraQuant) sowie Erdnuss (Immunolab und
AgraQuant) erfiillt (s. Seite 7). Die Anforderung an Wiederholstandardabweichun-
gen von ELISA- und PCR-Verfahren ist ublicherweise < 25% [18, 19, 22, 23].

Falls die Kriterien fir eine ausreichende Homogenitat des Probenmaterials bezlig-
lich eines Parameters nicht erfiillt sind, werden die Auswirkungen auf die Ziel-
standardabweichung gepriuft. Ggf. erfolgt die Bewertung der Ergebnisse der Teil-
nehmer unter Bericksichtigung der Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes
anhand von z'-Scores (s. 3.6 und 3.8) [3].
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ELISA-Tests: Homogenitdt Crustaceae / Homogeneity Crustaceae
Immunolab Crustaceans ELISA Sample weights: 1,09 (0,9~ 1,19)
Number of replicates: 2
Overall result: Tropomyosin 2,33 £ 0,19 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg < 315
1 2,30 2,28 2,29 S 33 Immunolab
2 2,16 2,00 2,08 £ 34 Crustaceans ELISA
3 2,57 243 2,50 g 29 * Sample B
4 2,11 2,28 2,20 2% 57 A
& | iz | i | sa E2 25 E * e A
7 3,03 2,59 2,81 ; g g? ® o * ;L;Ziample ?
8 2,02 2,15 2,08 52 % ! .
9 2,11 2,56 2,34 23 19 X+ 168%
10 2,54 2,11 2,33 s ]g X—15%
a 1
General average X 2,33 g 1.3
SD of sample means Sx 0,22 9,3% = 11
SD w ithin-samples Sw 0,15 6,5% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 0,19 8,1%
Independent Samples
Morinaga Crustacean ELISA Il Sample weights: 1,09 (0,9-1,19)
Number of replicates: 2
Overall result: Crustacean protein 29,7 + 1,33 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mgl/kg mgl/kg = .
1 28,6 32,1 30,3 L 43 Morinaga
2 28,6 29,9 29,3 2 19 Crustacean ELISA I
3 31,0 26,8 28,9 =
4 25,9 294 27,7 23 . * Sample 8
5 37,0 24,6 30,8 g * * * Subsample 1
6 32,0 30,7 31,4 £a A e * = bt ® Subsample 2
g Z; g:g ;;481 £58 o * ® * @ . Mean
, . \ - *
9 335 27,0 30,3 e o . X+ 15%
10 33,7 28,9 31,3 s X-15%
2 15
General average X 29,7 g
SD of sample means Sx 1,33 4,5% = 15
SD w ithin-samples Sw 2,68 9,0% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss <1,33 <4,5%
Independent Samples
AgraQuant Crustacea ELISA Sample weights: 1,09 (0,9 - 1,1g)
Number of replicates: 2
Overall result: Tropomyosin 2320 + 195 ug/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
ug/kg ug/kg ug/kg <
1 2168 2220 2194 &£ 3400 AgraQuant
2 2242 2251 2247 23200 Crustacea ELISA
3 2119 2237 2178 23000 Sample B
4 2165 2217 2191 272800 /
5 2498 2304 2401 E‘ggsgg * * Subsample 1
6 2204 2363 2284 £ 52400 P ® Subsample 2
7 2414 2364 2389 £ £ 2200 Mean
8 2411 2323 2367 2 25000 i .
9 2041 2241 2141 ¥ @ 1500 X+15%
10 2602 3092 2847 g X—15%
@ 1600
General average X 2324 Ug; 1400
SD of sample means Sx 206 8,9% 1200
SD w ithin-samples Sw 96 4,1% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 195 8,4%

Independent Samples
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ELISA-Tests: Homogenitdt Erdnuss / Homogeneity Peanut

Immunolab Peanut ELISA Sample weights: 1,0 g (0,9 - 1,1 g)
Number of replicates: 2

Overall result: Peanut 22,2 + 0,51 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mglkg mglkg mglkg e 33
1 21,2 21,1 21,1 (e Immunolab
2 21,6 21,3 21,4 £ g Peanut ELISA
3 22,6 21,8 22,2 2 Sample B
4 22,1 232 226 ez ¥
5 23,7 22,4 23,0 ge 25 * % Subsample 1
6 231 20,2 21,7 £y 23 ._‘___‘-—Q—-K*__*_i/.—‘ ® Subsample 2
7 21,8 221 21,9 2t 21 S Mean
8 224 21,1 21,8 22 19 .
9 24,1 222 231 &8 47 X+15%
10 23,4 22,3 22,9 e 15 X—15%
a
General average X 22,2 g 13
SD of sample means Sx 0,706 3,2% = M
SD w ithin-samples Sw 0,694 3,1% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 0,508 2,3%
Independent Samples
AgraQuant Peanut ELISA Sample weights: 1,09 (0,9 - 1,1g)
Number of replicates: 2
Overall result: Peanut 27,4 + 0,96 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mglkg mglkg mg/kg
1 28,2 24,9 26,5 § AgraQuant
2 2,7 26,9 26,8 e B Peanut ELISA
3 29,5 29,6 29,6 ,%_ 3 Sample B
4 27,5 27,0 27,2 g py
5 26,7 26,3 26,5 27 9 * Subsample 1
6 27,4 284 27,9 = * L] ® Subsample 2
7 26,7 26,6 26,6 =2 = 26 * M
8 29,1 29,2 29,1 =2 e ean
9 25,7 29,0 27,4 28 o X+15%
10 25,6 27,5 26,5 s X-15%
= 18
General average X 27,4 g
SD of sample means Sx 1,12 4,1% = 14
SD w ithin-samples Sw 0,826 3,0% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 0,959 3,5%

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 wadhrend der Lagerung zu
gewdhrleisten, optimale Bedingung fir 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 (agz—-Wert < 0,5) eine gute Haltbarkeit der EP-
Proben und Lagerstabilitédt gegeniiber mikrobiellem Verderb und beziiglich
des Gehalts an den EP-Parametern.

Die ay—Werte der Probe B und der Dotierungsniveauprobe lagen bei ca. 0,40
und 0,41 (18°C). Die Stabilitdt des Probenmaterials war somit wdhrend des
Untersuchungszeitraums unter den angegebenen Lagerbedingungen gewadhrleis-
tet.

2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 45. Kalenderwoche 2020 je eine Portion
der Untersuchungsmaterialien A und B sowie eine Dotierungsniveauprobe
verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden freigestellt. Die Untersu-
chungen waren durchzufilhren bis spatestens 8. Januar 2021.

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

Es handelt sich um zweli unterschiedliche Proben A und B mit mdéglichen
Gehalten an den allergenen Parametern Crustaceae, Erdnuss und Kokosnuss
im mg/kg Bereich in der Matrix asiatische Suppe (Instantprodukt). Eine
der beiden Proben sowie die "Dotierungsniveauprobe" wurden mit den all-
ergenen Zutaten hergestellt. Die "Dotierungsniveauprobe" enthdlt die
Allergene 1in einfacher Matrix mit &hnlichen Gehalten ohne weitere Pro-
zessierung. Die Dotierungsniveauprobe soll wie eine normale Probe unter-
sucht werden.

Bitte beachten Sie die beiliegenden Informationen zur Eignungsprifung.
(siehe Dokumentation unter Punkt 5.4 EP-Informationen)

2.3 Ergebnisiibermittlung

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.

Alle 22 Teilnehmer haben ihre Ergebnisse fristgerecht abgegeben.
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3. Auswertung

Verschiedene ELISA-Methoden zur quantitativen Bestimmung von Allergenen
in Lebensmitteln koénnen verschiedene Antikorper-Spezifitdten 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 (zugewiesender Wert)

Fiir die Auswertung wurde als zugewiesener Wert (Xpt) der robuste Mittel-
wert der eingesandten Ergebnisse verwendet (,,Konsenswert der
Teilnehmer“) . Die Berechnung erfolgt nach Algorithmus A gemdBl 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 Prifung 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 hdufig die Verwendung unterschiedlicher Untersuchungsme-
thoden. Ist dies der Fall, werden nach Mdglichkeit getrennte Auswertungen
mit eigenen zugewiesenen Werten (Xpti) vorgenommen.

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

i) Zugewiesener Wert aller Ergebnisse - Xptay
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 fiir die statistische Auswertung generell nicht
berticksichtigt [3].

3.2 Robuste Standardabweichung

Zum Vergleich mit der Zielstandardabweichung opt (Standardabweichung fir
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*wermop
mit mindestens 5 quantitativen Ergebnisangaben.

3.3 Ausschluss von Ergebnissen und AusreifBer

Ergebnisse konnen vorab von der statistischen Auswertung ausgeschlossen
werden, wenn offensichtliche grobe Fehler, wie z. B. falsche Einheiten,
Dezimalstellen, zu geringe Anzahl signifikanter Stellen (gliltige Ziffern)
oder Angaben fir einen falschen Prifgegenstand 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 (glltige
Ziffern) angegeben werden. Die Angabe von 3 Stellen ist i.d.R. ausrei-
chend.

Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Verfahren erhalten wurden und zu
einer erhdhten Variabilitat und/oder zu einer bi- oder mehrmodalen Ver-
teilung der Ergebnisse filthren, werden separat behandelt oder, wenn dafir
zu wenige Ergebnisse vorliegen, ausgeschlossen. Hierfir 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, kdénnen danach als AusreiBler 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 AusreiRer 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 fir unterschiedliche Parameter und Analy-
senmethoden erhaltenen statistischen Kenndaten hat Horwitz ein allgemei-
nes Modell fiir die Schatzung der Vergleichsstandardabweichung oz abge-
leitet [6]. Spater wurde das Modell von Thompson fiir bestimmte Konzentra-
tionsbereiche modifiziert [10]. Die Vergleichsstandardabweichung oz kann

als relative Zielstandardabweichung Opt in % des zugewiesenen Wertes
verwendet werden und nach untenstehenden Gleichungen berechnet werden

[3]. Dabei wird fir die Konzentration c der zugewiesene Wert Xpt einge-
setzt.
Gleichungen Konzentrationsbereiche entspricht
or = 0,22c c < 1,2 x 107 < 120 pg/kg
oz = 0,02c% 8 1,2 x 107< ¢ £ 0,138 2 120 pg/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 = 107° kg/kg)
Die Zielstandardabweichung nach Horwitz wird z.Z. in der Praxis wvon ELI-

SA- und PCR-Verfahren mit Messwerten im mg/kg Bereich nur in Ausnahmefal-
len erreicht.

3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Pridzision

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

Gm::Jaéfdg(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 flir eine
Anzahl von m = 2 Wiederholmessungen berechnet. Bei einer Anzahl von m =1
ist die Vergleichsstandardabweichung or gleich der Zielstandardabweichung



April 2021 DLA ptALO7 (2020) - Allergene VII 1. Korr.

Opt.
Tabelle 2a: ELISA-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen
(RSD,) und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDz) gemdl ausgewdhlter

Auswertungen von Versuchen zur Pradzision und die resultierende Zielstan-
dardabweichung opt [30-31]

Parameter Matrix Mittel- |Wieder-| rob RSD, | RSD; opt |Methode /
werte | findung| RSD, Literatur
[mg/kg]

Erdnuss Voll- 173,7 87 % - 8,8% | 31% |30,4%|ELISA Herst. A
milch-schoko-| 33,8 85 % - 5,2% | 20% |19,7%|ASU 00.00-69
lade 5,9 59 % - 7,8% | 31% |30,5%

Erdnuss Voll- 215,7 108 % - 5,9% | 32% |31,7%|ELISA Herst. B
milch-schoko-| 40,1 100 % - 7,2% | 14% |13,0%|ASU 00.00-69
lade 10,1 101 % - 7,3% | 16% |15,1%

Erdnuss Fein- 148, 2 74 % - 6,0% 22% | 21,6%|ELISA Herst. A
herb-schoko- 30,9 77 % - 13% 25% |23,2%|ASU 00.00-69
lade 5,7 57 % - 6,1% | 33% |32,7%

Haselnuss Fein- 16,3 81 % - 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 Fein- 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 abhédngig von
Matrix bzw. Prozessierung und Konzentrationsbereich relative Zielstan-
dardabweichungen im Bereich von 12 - 33% fiir die ELISA-Methoden und 18 -
42% 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 Antikdérper durchgefithrt [24]. Es
wurden 12 Lebensmittelproben mit Gliadingehalten im Bereich wvon 0 -
168 mg/kg von 20 Laboratorien untersucht. Die Wiederfindungsraten lagen
zwischen 65 und 110%, die relativen Wiederholstandardabweichungen lagen
bei 13 - 25% (1. Methode) bzw. 11 - 22% (2. Methode) und die relativen
Vergleichsstandardabweichungen bei 23 - 47% (1. Methode) bzw. 25 - 33%
(2. Methode). Laut den Autoren erfillten beide ELISA-Test-Kits damit die
Validierungskriterien flir ELISA Methoden [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
flir die Matrix Bitterschokolade bei 20 - 42% und fir Kekse bei 23 - 61%.
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Tabelle 2Db:

PCR-Methoden -
und relative Vergleichsstandabweichungen

(RSDr)

Relative Wiederholstandardabweichungen

(RSD:)

gemall ausgewahlter Aus-

wertungen von Versuchen zur Pradzision und die resultierende Zielstandard-

abweichung opt [32-35].
Parameter Matrix Mittel- |Wieder-| rob RSD, RSDy opt |Methode /
werte | findung| RSD Literatur
[mg/kg]
Erdnuss Reiskekse 23,4 113 % |15,6%|11,6%|14,4%|11,8% |rt-PCR ASU
5,19 99,7 % |15,0%|14,7%|18,1%|14,8%|00.00-169
Erdnuss Weizenkekse 1,97 39,3 % 116,2%|16,0%|19,5%|15,8% | rt-PCR ASU
(DLA) 00.00-169
Erdnuss Milchpulver 3,66 73,2 % |15,8%/12,8%(14,8%|11,7%|rt-PCR ASU
Brihwurst 2,44 49,4 % |15,6%|11,9%|15,9%|13,5%(00.00-169
Mandel Reiskekse 105,2 105 % - 19,3%127,5%|23,9% |rt-PCR
18,0 90 % 44,0%|49,1%|38,0% |ASU 18.00-20
10,5 105 % 32,0%|38,8%|31,5%
Mandel Weizenkekse 114,3 94,6 % - 22,1%141,8%|38,8% | rt—-PCR
SoBenpulver 88,1 88,1 % 43,9%|43,1%| - % |ASU 18.00-20
Mandel Reiskekse 109 109 % - 17,6%|32,8%|30,3% | rt—=PCR nultiplex
21,3 107 % 35,8%|45,0%|37,2%|ASU 18.00-22
12,3 121 % 32,0%|47,8%|42,1%
Mandel Weizenkekse 120,7 98,2 % - 15,7%|32,5%|30,5% |rt—PCR nultiplex
SoBenpulver 112 94,1 % 36,2%|42,8%|34,3%|ASU 18.00-22
Paranuss Reiskekse 89,1 89,1 % = 34,1%|34,4%|24,5% |rt-PCR
17,3 86,5 % 36,2%|38,2%|28,4% |ASU 18.00-21
9,8 98 % 40,2%|41,8%|30,6%
Paranuss Weizenkekse 80, 8 65,7 % = 25,6%|36,4%|31,6% | rt-PCR
SoBenpulver 42,6 42,6 % 27,5%|139,7%|34,6% |ASU 18.00-21
Paranuss Reiskekse 96,6 96,6 % = 16,8%|31,8%|29,5% |rt—-PCR multiplex
14,2 71 % 54,2%|56,5%|41,5%|ASU 18.00-22
Paranuss Weizenkekse 76,5 62,2 % = 15,6%|35,8%|34,1% | rt-PCR multiplex
SoBenpulver 48,4 48,4 % 34,4%137,5%|28,5% |ASU 18.00-22
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3.4.3 Werte aus Erkenntnissen

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

Anforderungen an die Leistungsfahigkeit der Analysenmethoden zur quanti-
tativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln sind u.a. vom Ministry
of Health and Welfare (MHLW) in Japan [22], von der Arbeitsgruppe 12
,Lebensmittelallergene™ des Technischen Komitees CEN/TC 275 [19-21], von
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- Dbzw. PCR-Validierungskriterien der Gremien
sind in den Tabellen 3 und 4 angegeben.

Tabelle 3: ELISA-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate |Wiederholstan- Vergleichsstandard-
[18-24] dard-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 |Wiederholstan- Vergleichsstandard-
[18] dard-abweichung abweichung

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

(a) = Trueness / Richtigkeit

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

Diese Zielstandardabweichung wurde zur statistischen Bewertung der Ergeb-
nisse mittels z-Score bzw. falls erforderlich mittels z'-Score herangezo-
gen und auf alle unter 3.1 angegebenen Bezugswerte angewandt.
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3.5 z-Score

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

Die Berechnung erfolgt nach:

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

Zur Bewertung werden nachstehende z-Scores mit einer Zielstandardabwei-

chung von 25% in der Auswertung angegeben:

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

3.5.1 Warn— und Eingriffssignale

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]. GleichermaBen ist ein z-
Wert > 2,0 oder < -2,0 als ,Warnsignal“ zu beurteilen. Ein einzelnes
sEBEingriffssignal™ oder aber ,Warnsignale™ bei zwei aufeinander folgenden
LVU-Runden sind als Beleg dafir zu werten, dass eine Anomalie aufgetreten
ist, die untersucht werden muss. Eine Fehler- bzw. Ursachenanalyse kann
durch Priufung des Analysenablaufs inkl. Verstandnis und Umsetzung der
Messung durch das Personal, Einzelheiten des Messablaufs, Kalibrierung
von Gerdten und Zusammensetzung von Reagenzien, Ubertragungs- bzw. Be-
rechnungsfehler, Richtigkeit und Pré&zision sowie Einsatz von Referenzma-
terial durchgefithrt werden. Falls notwendig, muss auf die Probleme durch
angemessene KorrekturmaBnahmen reagiert werden [3].

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

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

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

Die Berechnung erfolgt nach:

, Xiixpt

Z. =
2 2
\/O-Pt T U(Xpr)

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

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

Zu Warn- und Eingriffssignalen siehe 3.5.1.

3.7 Quotient S*/opt

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

3.8 Standardunsicherheit und Riickfiihrbarkeit

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

S*

p

Ist Uxpr) £ 0,3 opt muss die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes
nicht beriicksichtigt werden [3]. Ein deutliches Uberschreiten des Wertes

U[x ) = 1,25><
ot
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von 0,3 ist ein Hinweis darauf, dass die Zielstandardabweichung ggf. zu
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 ei-
nen optischen Vergleich der Einzelergebnisse mit den verschiedenen Be-
zugswerten fir das Zusatzniveau eines Analyten einerseits und die robus-
ten Mittelwerte Uber 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 Untersuchungs-
material in Tabelle 1 angegebenen Gehalten. Als Akzeptanzbereich AB filr
die Bewertung der Teilnehmerergebnisse wird der von der AOAC vorgeschla-
gene Bereich von 50 - 150% fir die Wiederfindungsraten von Allergen-ELI-
SAs herangezogen [23]. Flir quantitative PCR- oder LC/MS-Bestimmungen wird
ebenfalls dieser Akzeptanzbereich herangezogen.

Die Berechnung der zugehorigen z-Scores erfolgte gemdl 3.5 mit der Ziel-
standardabweichung von 25% (s. 3.4.3).
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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 Ergeb-
nisse wurden in den entsprechenden Kapiteln nach durchgefiihrten Methoden
(Testkits) zusammengefasst und die Auswertenummern innerhalb der Gruppen
aufsteigend sortiert.

Die folgenden Ergebnisseiten sind fir die allergenen Bestandteile jeweils
gleich aufgebaut. Es werden zundchst die Ergebnisse aller ELISA- bzw.
PCR-Methoden zu einem Parameter fir die Proben A und B (qualitativ und
ggf. gquantitativ) 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 anschlieBend 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 mdglich von DLA harmonisiert.

Die ELISA-Ergebnisse, die als Erdnussprotein angegeben wurden, sind mit
dem experimentell bestimmten Proteingehalt der Rohstoffe (vgl. S. 5) auf
das Gesamtlebensmittel (Erdnuss) umgerechnet worden.

Die ELISA-Ergebnisse flir Crustaceae wurden als Crustaceae-Protein ausge-
wertet.

Je nach verwendeten Test-Kits wurden Ergebnisse, die sich auf das Frisch-
gewicht bezogen, direkt in Crustaceae-Protein umgerechnet (Testkit Manu-
al: Ridascreen mit 20% Protein, Handbuch: Veratox mit 22,78% Protein)
oder zunachst 1in Crustaceae, getrocknet, umgerechnet (AgraQuant, Bio-
Front). Im letzteren Fall wurde eine Trockenmasse von 21,6% (Literatur:
Crustacean, Shrimps roh, FoodData Central, USDA 2021) zugrunde gelegt und
mittels dem experimentell bestimmten Proteingehalt wvon 87% in der Tro-
ckenmasse umgerechnet (s. Seite 5).

Ergebnisse, die als Crustaceae, getrocknet angegeben wurden (Ridascreen),
wurden ebenfalls mittels dem experimentell bestimmten Proteingehalt wvon
87% umgerechnet (s. Seite 5).

ELISA-Ergebnisse, die als Tropomyosin angegeben wurden, wurden in Gesamt-
protein umgerechnet, hierzu wurde die Herstellerangabe von 20% Tropomyo-
sin in Gesamtprotein verwendet (AgraQuant, Immunolab, Eurofins).

ELISA-Ergebnisse fiir Kokosnuss, die als frisch angegeben (ELISA Immuno-
lab) oder gema&B der Herstellerangaben als solche angegeben wurden, (Ko-
kosnuss = Frischgewicht Kokosnuss, personliche Kommunikation)
(Immunolab), wurden in Kokosnussmehl umgerechnet. Die Umrechnung fand auf
Basis der Trockenmasse von 55,2% statt (food composition and nutrition
tables Souci, Fachmann, Kraut).

Die PCR-Ergebnisse fiir Crustaceae wurden als Frischgewicht ausgewertet.
Zur Berechnung der Wiederfindungsraten wurde der Gehalt an King Prawns
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mit einer Trockenmasse von 21,6% (Literatur: Crustacean, Shrimps roh,
FoodData Central, USDA 2021) in Frischgewicht umgerechnet.

Qualitativ werden die Ergebnisse anhand des Prozentsatzes positiver bzw.
negativer Ergebnisse bewertet. Sofern 2 75 % positive oder negative Er-
gebnisse vorlagen, wurde flir die betreffende Probe ein Konsens-Ergebnis
(positiv oder negativ) festgestellt. 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.

In den Fallen, in denen eine statistische Auswertung der quantitativen
Messergebnisse durchgefithrt wurde, werden die Ergebnisse tabellarisch
folgendermallen aufgefuhrt:

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

pos/neg [mg/kg]

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

Kenndaten Alle Ergebnisse Methode i
[mg/kg] [mg/kqg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xptars Xptugrmon 1

Anzahl der Messergebnisse

Anzahl der AusreifBer

Mittelwert

Median

Robuster Mittelwert (Xpt)

Robuste Standardabweichung (S*)

Zielkenndaten®:

Zielstandardabweichung opt bzw. opt’

untere Grenze des Zielbereichs
(Xpt — 20pt) bzw. (Xpt - ZOpt')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

o

Zielbereich berechnet mit z-Score oder z'-Score
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Im Anschluss erfolgt die Darstellung der Wiederfindungsraten fir die Er-
gebnisse von Dotierungsniveauprobe und dotierter Probe. Die Anzahl der
Ergebnisse im Akzeptanzbereich von 50-150% wird aufsummiert.
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4.1 Vergleichsuntersuchung Crustaceae

4.1.1 ELISA-Ergebnisse: Crustaceae (Gesamtprotein)

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/ineg | [mgl/kg] | posineg | [mgl/kg] L::f::;";w;"
10 negativ <0,1 positiv 16,3 2/2 (100%) AQ
16 negativ <0,2 positiv 9,09 2/2 (100%) AQ
18 negativ <0.02 positiv 1,75 2/2 (100%) AQ
20 negativ <LOD positiv 0,624 2/2 (100%) AQ Ergebnis umgerechnet °
19 negativ positiv 2/2 (100%) AS Ergebnis umgerechnet °
4 negativ <0,19 positiv >7.5 2/2 (100%) BF Ergebnis umgerechnet °
22 negativ 0 positiv 139 2/2 (100%) BF
12 negativ <0,25 positiv 3,98 2/2 (100%) ES Ergebnis umgerechnet °
3 negativ positiv 9,85 2/2 (100%) IL
7 negativ <20 positiv 435 2/2 (100%) RS-F Ergebnis umgerechnet °
8 negativ <17 positiv 122 2/2 (100%) RS-F
13 negativ <20 positiv 77,7 2/2 (100%) RS-F Ergebnis umgerechnet °
14 negativ <4,3 positiv 98,0 2/2 (100%) RS-F Ergebnis umgerechnet °
5 negativ <0,1 positiv 10,0 2/2 (100%) SP Ergebnis umgerechnet °
15 negativ <0,005 positiv 14,5 2/2 (100%) SP Ergebnis umgerechnet °
21 negativ 0 positiv 13,0 2/2 (100%) SP Ergebnis umgerechnet °
2 negativ <0,57 positiv 5,47 2/2 (100%) VT Ergebnis umgerechnet °
° calculation see p. 19
Probe A Probe B Methoden:

Anzahl positiv 0 17 AQ = AgraQuant, RomerLabs

Anzahl negativ 17 0 AS = AgraStrip (Lateral Flow ), RomerLabs

Prozent positiv 0 100 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies

Prozent negativ 100 0 ES = ELISA-Systems

Konsenswert negativ positiv IL = Immunolab

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins
VT = Veratox, Neogen

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

rung von Probe B.
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Quantitative Auswertung ELISA: Probe B

Hinweis: Aufgrund der Heterogenitdt der quantitativen Ergebnisse
und der geringen Anzahl von Ergebnissen von Einzel-Methoden wurde
keine statistische Auswertung mit z-Scores vorgenommen.

Kernel Density Plot
Fixed h: 7.369

0,035

0,03

Abb. / Fig. 1:
Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
0,02 nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaw)

0,025

0,015

Kernel density plot of all ELISA re-
001 sults (With h = O, 75 x Opt of XptALL)

0,005

AWM A

0 100 200 300 400 500

Anmerkung:

Die Kerndichte-Schédtzung zeigt ein Maximum < 50 mg/kg fiir die Ergebnisse
von 5 Methoden (Methoden AQ, ES, IL, SP, VT), die Ergebnisse > 50mg/kg
wurden mit 2 anderen Methoden erhalten (BF, RS-F) (s. Abb. 1).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Crustaceae (Gesamtprotein)

Hinweis: Aufgrund der Heterogenitdt der quantitativen Ergebnisse
und der geringen Anzahl von Ergebnissen von Einzel-Methoden wurde
keine statistische Auswertung mit z-Scores vorgenommen.

Probe B
Kenndaten Ergebnisse <50 | Ergebnisse >50
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt s Xpt 50
Anzahl der Messergebnisse 10 5
Anzahl der Ausreiller - -
Mittelwert 8,46 174
Median 9,47 122
Robuster Mittelwert (Xpt) 8,46 133
Robuste Standardabweichung (S*) 6,08 66,5

Zielkenndaten:

Zielstandardabweichung opt
Untere Grenze des Zielbereichs
Obere Grenze des Zielbereichs
Quotient S*/opt

Standardunsicherheit U (xpt)

Ergebnisse im Zielbereich

Prozent im Zielbereich

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeligt ein Maximum < 50 mg/kg fiir die Ergebnisse
von 5 Methoden (Methoden AQ, ES, IL, SP, VT), die anderen Ergebnisse
> 50mg/kg wurden mit 2 anderen Methoden erhalten (BF, RS-F) (s. Abb. 1).
Eine gemeinsame Auswertung der Ergebnisse aller verschiedener Methoden
war nicht méglich. Wegen der geringen Anzahl an Ergebnissen wurde keine
Auswertung filir Einzelmethoden durchgefihrt.

Die jeweiligen quantitativen Einzelergebnisse wurden 1im Vergleich zum
Dotierungsniveau zur Information ausgewertet (s. "Wiederfindungsraten
mit z-scores ELISA fiir Crustaceae (Gesamtprotein)" p. 28).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
> > > >
80
Sample B
70
60 =~ Spike
—o&— AQ
g % o AS
E’ 40
®
30 BF
— e
20 ES
10 > —— IL
0 e=Ferw=—=9 0 ¢ ©® ¢ & ¢ ¢ ¢ o == ¢ o (7
10 16 18 20 19 4 22 12 3 7 8 13 14 5 15 21 2 | —®—SP
—o— VT
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 2: ELISA-Ergebnisse Crustaceae (Gesamtprotein)

grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Quantitative Auswertung ELISA: Dotierungsniveauprobe

Hinweis: Aufgrund der Heterogenitdt der quantitativen Ergebnisse
und der geringen Anzahl von Ergebnissen von Einzel-Methoden wurde
keine statistische Auswertung mit z-Scores vorgenommen.

Auswerte- | Crustaceae | Crustaceae | z-Score Methode Hinweis
nummer protein protein Xpta,
pos/neg [mgl/kg]
10 positiv 15,5 AQ
16 positiv 10,2 AQ
18 positiv 1,45 AQ
20 positiv 0,770 AQ Ergebnis umgerechnet °
19 positiv AS Ergebnis umgerechnet °
4 positiv >7,5 BF Ergebnis umgerechnet °
22 positiv 415 BF
12 positiv 2,65 ES Ergebnis umgerechnet °
3 positiv 10,4 IL
7 positiv 452 RS-F Ergebnis umgerechnet °
8 positiv 131 RS-F
13 positiv 90,1 RS-F Ergebnis umgerechnet °
14 positiv 106 RS-F Ergebnis umgerechnet °
5 positiv 9,5 SP Ergebnis umgerechnet °
15 positiv 14,5 SP Ergebnis umgerechnet °
21 positiv 18 SP Ergebnis umgerechnet °
2 positiv 5,10 VT Ergebnis umgerechnet °
°Rechnung s. S. 19
Methoden:

Anzahl positiv 17 AQ = AgraQuant, RomerLabs

Anzahl negativ 0 AS = AgraStrip (Lateral Flow ), RomerLabs

Prozent positiv 100 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies

Prozent negativ 0 ES = ELISA-Systems

Konsenswert positiv IL = Immunolab

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins
VT = Veratox, Neogen

Kernel Density Plot
Fixed h: 5.978

0,035

Abb. / Fig. 3:
003 ” Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-

voss | nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaiy)

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

0,015

0,01

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schéatzung zeigt eine in-

/V\/\ /\ konsistente Verteilung der Ergebnisse
(siehe auch Abb. 2).

0,005
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Kenndaten: Quantitative Auswertung Crustaceae (Gesamtprotein)

Hinweis: Aufgrund der Heterogenitdt der quantitativen Ergebnisse
und der geringen Anzahl von Ergebnissen von Einzel-Methoden wurde
keine statistische Auswertung mit z-Scores vorgenommen.

Dotierungsniveauprobe

Ergebnisse <40 | Ergebnisse >40

Kenndaten [mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt , rcno Xpt 10
Anzahl der Messergebnisse 10 5
Anzahl der AusreilBer — —
Mittelwert 8,81 164
Median 9,85 106
Robuster Mittelwert (Xpt) 8,81 125
Robuste Standardabweichung (S*) 6,94 89,9

Zielkenndaten:

Zielstandardabweichung opt
Untere Grenze des Zielbereichs
Obere Grenze des Zielbereichs

Quotient S*/opt

Standardunsicherheit U (xpt)

Ergebnisse im Zielbereich

Prozent im Zielbereich

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schédtzung zeigt ein Maximum < 40 mg/kg fir die Ergebnisse
von 5 Methoden (Methoden AQ, ES, IL, SP, VT), die anderen Ergebnisse
> 40mg/kg wurden mit 2 anderen Methoden erhalten (BF, RS-F) (s. Abb. 1).
Eine gemeinsame Auswertung der Ergebnisse aller verschiedener Methoden
war nicht moglich. Wegen der geringen Anzahl an Ergebnissen wurde keine
Auswertung fir Einzelmethoden durchgefihrt.

Die jeweiligen gquantitativen Einzelergebnisse wurden im Vergleich zum Do-
tierungsniveau zur Information ausgewertet (s. "Wiederfindungsraten mit
z-scores ELISA fir Crustaceae (Gesamtprotein)" p. 28).
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Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
> > > >
80
Spiking
70 Level
60 Sample
o 50 —— Spike
< —@— AQ
o 40
1S o AS
30 ® - BF
20 ®— ES
10 > —o— L
0 oS Eeee O @ 9 @ o ¢ U ¢ v emwmmmme o ®  RS-F
10 16 18 20 19 4 22 12 3 7 8 13 14 5 15 21 2 —@— SP
. —@— VT
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 4: ELISA-Ergebnisse Crustaceae (Gesamtprotein)
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Wiederfindungsraten mit z-score ELISA fiir Crustaceae
(als Gesamtprotein): Dotierungsniveauprobe und Probe B

Evaluation | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
number |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mal/kg] [%] [Zgrl [malkg] [%] [Zr]
10 15,5 36 -2,6 16,3 36 -2,6 AQ
16 10,2 24 -3,1 9,09 20 -3,2 AQ
18 1,45 3,3 -3,9 1,75 3,9 -3,8 AQ
20 0,770 1,8 -3,9 0,624 1,4 -3,9 AQ Ergebnis umgerechnet °
19 AS
4 >7,5 >7,5 BF Ergebnis umgerechnet °
22 41,5 96 | -0,17 139 306 8,2 BF
12 2,65 6 -3,8 3,98 8,8 -3,6 ES Ergebnis umgerechnet °
3 10,4 24 -3,0 9,85 22 -3,1 IL
7 452 1044 | 38 435 958 34 RS-F Ergebnis umgerechnet °
8 131 304 8,1 122 270 6,8 RS-F
13 90,1 208 4,3 77,7 171 2,8 RS-F Ergebnis umgerechnet °
14 106 245 5,8 98,0 216 4,6 RS-F Ergebnis umgerechnet °
5 9,5 22 -3,1 10,0 22 -3,1 SP Ergebnis umgerechnet °
15 14,5 33 -2,7 14,5 32 -2,7 SP Ergebnis umgerechnet °
21 18 42 -2,3 13,0 29 -2,9 SP Ergebnis umgerechnet °
2 5,10 12 -3,5 5,47 12 -3,5 VT Ergebnis umgerechnet °
° Umrechnung s. S. 19
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 1 Anzahl im AB 0 AQ = AgraQuant, RomerLabs
AS = AgraStrip (Lateral Flow ), RomerLabs
Prozent im AB 7 Prozent im AB 0 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
ES = ELISA-Systems
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgréRe: King prawns-Protein, s. Seite 5 IL = Immunolab
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins
VT = Veratox, Neogen
Anmerkung:

Mit einer Ausnahme hat keiner der Teilnehmer sowohl fiir die Dotierungs-
niveauprobe als auch fiir die dotierte Lebensmittelmatrix-Probe B eine
Wiederfindungsrate im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-150% erhalten.

Die Wiederfindungsraten kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden;
halb von 50% und oberhalb von 150%.
Hinweis:

nungsfaktoren fiir bestimmte Crustaceae-Arten berlcksichtigt werden
Diese Faktoren wurden
schnitt fir die Bestimmung von Riesengarnelen,

B. Methoden:

unter-—

In Bezug auf die Wiederfindungsraten von ELISA-Methoden zur Be-
stimmung von Crustaceae miissen fiir einige Methoden spezielle Umrech-

AQ,

1L,

SP) .

halten sind, nicht beriicksichtigt.

(z.
im vorliegenden Ab-
die in den PT-Proben ent-
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4.1.2 PCR-Ergebnisse: Crustaceae (frisch)

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
posineg [mg/kg] posineg [mglkg] %;r:i"dimm""?:'
4 negativ <0,4 positiv 2/2 (100%) SFA
9 negativ positiv 2/2 (100%) SFA
13 negativ <1 positiv 356 2/2 (100%) SFA
17 negativ positiv 2/2 (100%) SFA
1 negativ positiv 1500 2/2 (100%) div
19 negativ positiv 2/2 (100%) div
° Umrechnung s. S. 19
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 6 SFA = Sure Food ALLERGEN, R-Biopharm/ Congen
/Anzahl negativ 6 0 div = keine genaue Angabe / andere Methode
Prozent positiv 0 100 div = not indicated / other method
Prozent negativ 100 0
Konsenswert negativ positiv
Anmerkung:

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

Quantitative Auswertung PCR: Probe B

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

Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
1600
1400
1200 Sample B
_\@1000
o 800 =~ Spike
1S
600
400 ®— SFA
200
0 ° o e ° y
4 9 13 17 1 19 v
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 5: PCR-Ergebnisse Crustaceae (frisch)

grune Linie = Zusatzniveau (Spike)
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runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Quantitative Auswertung PCR: Dotierungsniveauprobe

Auswerte- | Crustaceae | Crustaceae | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta,
pos/neg [mgl/kg]
positiv SFA
9 positiv SFA
13 positiv 530 SFA
17 positiv SFA
1 positiv 7000 div
19 positiv div

° Umrechnung s. S. 19

Methoden:
SFA = Sure Food ALLERGEN, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode

div = not indicated / other method

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

Anmerkung:
Fiir die Dotierungsniveauprobe wurden 100% positive Ergebnisse erhalten.

Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample B: Results
1600 >
1400
Spiking
1200 Level
_@1000 Sample
> 800
1S .
600 — Splke
400
200 ®— SFA
0 @ { ] e o
4 9 13 17 1 19 div
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 6: PCR-Ergebnisse Crustaceae (frisch)
griide Linie = Zusatzniveau (Spike)

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Wiederfindungsraten mit z-Scores PCR fiir Crustaceae (frisch):
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B | Wiederfin- Methode Hinweise
nummer |niveauprobe | dungsrate® dungsrate*
[mglkg] [%] | [Zze] [mglkg] [%] | [Zge]
4 SFA
9 SFA
13 530 229 | 52 356 154 | 2,2 SFA
17 SFA
1 7000 3030 | 117 1500 649 22 div
19 div
AB* 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 0 Anzahl im AB 0 SFA = Sure Food ALLERGEN, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode
Prozent im AB 0 Prozent im AB 0 div = not indicated / other method

* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Crustaceae, frisch

** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs

Anmerkung:
Zwel Teilnehmer iibermittelten quantitative PCR-Ergebnisse. Jeweils beide

Ergebnisse fiir die Dotierungsniveauprobe und Probe B lagen oberhalb des
Bereichs der AOAC-Anforderung von 50-150%.
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4.2 Vergleichsuntersuchung Erdnuss

4.2.1 ELISA-Ergebnisse: Erdnuss

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mg/kg] pos/neg [mg/kg] l‘:,:?::‘f;ﬂ':;’:f;"
11 negativ <1.00 positiv 27,9 2/2 (100%) AQ
16 negativ <1 positiv 31,3 2/2 (100%) AQ
18 negativ <1 positiv 34,2 2/2 (100%) AQ
20 negativ <LOD positiv 30,5 2/2 (100%) AQ
22 negativ 0 positiv 58,0 2/2 (100%) BF
19 negativ <NG positiv 17,0 2/2 (100%) IFP
3 negativ positiv 26,4 2/2 (100%) IL
17 negativ positiv 294 2/2 (100%) IL
5 negativ <0,9 positiv 18,5 2/2 (100%) MI Ergebnis umgerechnet °
6 negativ <2,5 positiv 38,2 2/2 (100%) RS
7 negativ <2,5 positiv 28,8 2/2 (100%) RS-F
9 negativ positiv 33,0 2/2 (100%) RS-F
12 negativ <2,5 positiv 21,0 2/2 (100%) RS-F
13 negativ <1 positiv 27,4 2/2 (100%) RS-F
14 negativ <2,5 positiv 28,0 2/2 (100%) RS-F
21 negativ 0 positiv 19,0 2/2 (100%) SP
° Umrechnung s. S. 19
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 16 AQ = AgraQuant, RomerLabs
Anzahl negativ 16 0 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent positiv 0 100 IFP = ELISA-Fast, ifp
Prozent negativ 100 0 IL = Immunolab
Konsenswert negativ positiv RS = Ridascreen®, R-Biopharm

RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins

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



April 2021 DLA ptALO7 (2020) - Allergene VII 1. Korr.
Quantitative valuation of ELISA-results: Sample B
Auswerte- Erdnuss | z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptgs
[malkg]
11 27,9 -0,03 AQ
16 31,3 0,46 AQ
18 34,2 0,87 AQ
20 30,5 0,35 AQ
22 58,0 4,3 BF
19 17,0 -1,6 IFP
3 26,4 -0,24 IL
17 294 38 IL Ausreiler ausgeschlossen
5 18,5 -1,4 MI Ergebnis umgerechnet®
6 38,2 1,4 RS
7 28,8 0,11 0,17 RS-F
9 33,0 0,70 0,78 RS-F
12 21,0 -1,0 -0,96 RS-F
13 27,4 -0,10 -0,04 RS-F
14 28,0 -0,01 0,05 RS-F
21 19,0 -1,3 SP
°Umrechnung s. S. 19
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
IFP = ELISA-Fast, ifp
IL = Immunolab
RS = Ridascreen®, R-Biopharm
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins
Kernel Density Plot
Fixed h: 5.261
0,05
0,045
0,04
0,035
0,03
0,025
o0 Abb. / Fig. 7:
Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Er-
oo gebnisse (mit h = 0,75 x Opt von Xpta)
0,01
0005 Kernel density plot of all ELISA re-
0 : : sults (with h = 0,75 x Opt of Xptay)
0 10 20 30 50 60 70 80
Anmerkung:

Die Kerndichte-Schédtzung =zeigt eine anndhernd symmetrische Verteilung
der Ergebnisse bei 30 mg/kg mit einem kleinen Nebnpeak bei 58 mg/kg we-
gen eines Ergebnisses auBerhalb des Zielbereich (AusreiBer bei ca. 300
mg/kg nicht dargestellt).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Erdnuss

Probe B
Kenndaten Alle Ergebnisse Methode RS-F
[mg/kqg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xb%m XbﬂEMWR&F
Anzahl der Messergebnisse 15° 5
Anzahl der AusreiBler 1 0
Mittelwert 29,3 27,6
Median 28,0 28,0
Robuster Mittelwert (Xpt) 28,1 27,6
Robuste Standardabweichung (S¥*) 7,83 4,89
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 7,01 6,91
Untere Grenze des Zielbereichs 14,0 13,8
Obere Grenze des Zielbereichs 42,1 41,5
Quotient S*/opt 1,1 0,71
Standardunsicherheit U(xpt) 2,53 2,73
Ergebnisse im Zielbereich 14 5
Prozent im Zielbereich 93 100

o

ohne Ergebnis Nr. 17 (Ausreifler ausgeschlossen)

Methode:
RS-F = Ridascreen® Fast, B-Biopharm

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte anndhernd eine symmetrische Verteilung
der Ergebnisse.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden und Methode RS-F zeigte
eine normale Variabilitdt. Der Quotient S*/opt lag unter 2,0. Die robuste
Standardabweichung liegt im Bereich von etablierten Werten fiir die Wie-
derhol- und Vergleichsstandardabweichung der eingesetzten Bestimmungsme-
thoden (vgl. 3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3
Werte aus Erkenntnissen). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 1ist gege-
ben. Diese Aussage 1ist filir die Methoden Ubergreifende Auswertung nur
eingeschrdnkt qgiiltig, da fiir einige Methoden nur wenige Ergebnisse vor-
lagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 218% bzw. 214% vom
Zusatzniveau von Erdnuss zu Probe B oberhalb der relevanten Anforderun-

gen fiir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und S.43 "Wiederfindungsra-
ten filir Erdnuss'").
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
>
80
Sample B
70 ~——— Spike
60 —— XALL
o 50 — X RS-F
D 40 —o— AQ
S
30 ©  BF
o iFP
20
o—IL
10 —o— M
0 'o=EeEEe==9 ¢ ¢ e 0 ¢ eoEeEEee==e o o RS
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——
Auswertenummer / Evaluation number sP
Abb./Fig. 8: ELISA-Ergebnisse Erdnuss
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse

robuster Mittelwert der Methode RS-F
Zuordnung der Methoden (s.

blaue Linie =
runde Symbole

Legende)

Probe B / Sample B z - Scores
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

18 6 22

19 5§ 21 12 3 13 11 14 7 20 16 9

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig.

9:

z—Scores

Zugewiesener Wert:

(ELISA-Ergebnisse Erdnuss)
robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Probe B / Sample B z - Scores
5,0

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

Zugewiesener Wert: X Methode RS-F / Assigned Value Method RS-F

-2,0
-3,0
4,0

12 13 14 7 9

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 10:

z-Scores (ELISA-Ergebnisse Erdnuss)

Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert der Methode RS-F (R-Biopharm, Ri-
dascreen® Fast)




April 2021 DLA ptALO7 (2020) - Allergene VII 1. Korr.

Quantitative valuation of ELISA-results: Spiking Level Sample

Auswerte- | Erdnuss Erdnuss | z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptgs
pos/neg [mg/kg]

11 positiv 38,8 0,19 AQ

16 positiv 475 1,1 AQ

18 positiv 41,9 0,53 AQ

20 positiv 41,0 0,43 AQ

22 positiv 104 7,2 BF

19 positiv 16,0 -2,3 IFP

3 positiv 27,0 -1,1 IL

17 positiv 335 IL AusreiRer ausgeschlossen

5 positiv 29,3 -0,8 Mi Ergebnis umgerechnet °

6 positiv 82,0 49 RS

7 positiv 36,5 -0,06 0,12 RS-F

9 positiv 40,0 0,32 0,52 RS-F

12 positiv 15,5 -2,3 -2,25 RS-F

13 positiv 41,7 0,51 0,71 RS-F

14 positiv 35,0 -0,22 -0,05 RS-F

21 positiv 28,0 -1,0 SP

° Umrechnung s. S. 19
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
IFP = ELISA-Fast, ifp

IL = Immunolab
Kernel Density Plot RS = Ridascreen®, R-Biopharm
Fixed h: 6.944
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
0,035
SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins
0,03 -
0,025
002 1 Abb. / Fig. 11:
vis | Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
' nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaiy)
0,01 -
Kernel density plot of all ELISA re-
0005 1 sults (with h = 0,75 x Opt of Xptay)
0 T
0 20 40 60 80 100 120 140

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schédtzung zeigt eine anndhernd symmetrische Verteilung

der Ergebnisse bei 37 mg/kg mit drei Nebenpeaks aufgrund von Ergebnissen
auBBerhalb des Zielbereichs (AusreiBer bei ca. 300 mg/kg nicht darge-
stellt).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Erdnuss

Dotierungsniveauprobe

Alle Ergebnisse Methode RS-F

Kenndaten
[mg/kg] [mg/kg]

Zugewiesener Wert (Xpt) XptALL Xptmrﬂon RS-F
Anzahl der Messergebnisse 15° 5
Anzahl der Ausreiller 1 0
Mittelwert 41,6 33,7
Median 38,8 36,5
Robuster Mittelwert (Xpt) 37,0 35,4
Robuste Standardabweichung (S*) 14,4 7,9
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 9,26 8,86
Untere Grenze des Zielbereichs 18,5 17,7
Obere Grenze des Zielbereichs 55,5 53,1
Quotient S*/opt 1,6 0,89
Standardunsicherheit U(xpt) 4,66 4,43
Prozent im Zielbereich 11 4
Kenndaten 73 80

° ohne Ergebnis Nr. 17 (AusreiBer ausgeschlossen)

Methode:
RS-F = R-Biopharm, Ridascreen® Fast

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigt eine anndhernd symmetrische Verteilung
der Ergebnisse bei 37 mg/kg mit zwei Nebenpeaks aufgrund zweier Ergeb-
nisse aulBlerhalb des Zielbereichs.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden und der RS-F Methode zeigte
eine normale Variabilitdt. Der Quotient S*/opt lag unter 2,0. Die robuste
Standardabweichung liegt 1im Bereich von etablierten Werten fiir die Wie-
derhol- und Vergleichsstandardabweichung der eingesetzten Bestimmungsme-
thoden (vgl. 3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3
Werte aus Erkenntnissen). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 1ist gege-
ben. Diese Aussage ist flir die methodeniibergreifende Auswertung nur ein-
geschrédnkt giiltig, da filir einige Methoden nur wenige Ergebnisse vorla-
gen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 246 % bzw. 235 % vom
Zusatzniveau von Erdnuss zur Dotierungsniveauprobe oberhalb der relevan-
ten Anforderungen flir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und S.43 '"Wie-
derfindungsraten fiir Erdnuss").
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Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
> > >
80 Spiking
70 Level
60 Sample
—— Spike
o 90 —— XALL
<
? 40 — X RS-F
30 —&— AQ
BF
20 o iFP
10 o IL
0 o @ @ 0 o == o o @ @ @ o o l\R/"S
11 16 18 20 22 19 3 17 5 6 7 9 12 13 14 21 RS-F
Auswertenummer / Evaluation number __F
Abb./Fig. 12: ELISA-Ergebnisse Erdnuss
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse Methode RS-F

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
5,0 >

0 Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All
4!

3,0
2,0

o IIII
0,0 — == N
40 Illl'

-2,0 —
-3,0
4,0
-5,0

1219 3 21 6 14 7 11 9 20 13 18 16 6 22

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 13:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Erdnuss)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
451’2 Zugewiesener Wert: X Methode RS-F / Assigned Value Method RS-F
3,0
2,0
1,0
0,0 mu= BN

-1,0
-2,0
-3,0
-4,0
12 14 7 9 13
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 14:

z-Scores (ELISA-Ergebnisse Erdnuss)

Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert der Ergebnisse der Methode RS-F
(R-Biopharm, Ridascreen® Fast)
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Wiederfindungsraten mit z-scores ELISA fiir Erdnuss:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- | Probe B | Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] | [Zwl [malkg] [%] | [Zzal
11 38,8 257 | 6,3 27,9 216 | 4,6 AQ
16 47,5 315 | 8,6 31,3 242 | 57 AQ
18 41,9 278 7,1 34,2 265 6,6 AQ
20 41,0 272 | 6,9 30,5 237 | 55 AQ
22 104,0 691 24 58,0 450 14 BF
19 16,0 106 | 0,25 17,0 132 1,3 IFP
3 27,0 179 3,2 26,4 205 | 4,2 IL
17 335 2224 | 85 294 2279 | 87 IL
5 29,3 195 3,8 18,5 143 1,7 MiI Ergebnis umgerechnet °
6 82,0 544 18 38,2 296 7,8 RS
7 36,5 242 57 28,8 223 | 49 RS-F
9 40,0 266 | 6,6 33,0 25 | 6,2 RS-F
12 15,5 103 | 0,12 21,0 163 2,5 RS-F
13 41,7 277 7,1 27,4 212 | 45 RS-F
14 35,0 232 5,3 28,0 217 | 47 RS-F
21 28,0 186 34 19,0 147 1,9 SP
° Berechnung s. S. 19
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 2 Anzahl im AB 3 AQ = AgraQuant, RomerLabs
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent im AB 13 Prozent im AB 19 IFP = ELISA-Fast, ifp
IL = Immunolab
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Erdnuss, s. Seite 5 RS = Ridascreen®, R-Biopharm
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins

Anmerkung:

Fiir die Dotierungsniveauprobe lagen fast alle Wiederfindungsraten, die
mit ELISA-Methoden erzielt wurden, deutlich iiber der AOAC-Anforderung
von 50-150 % (Ausnahme: Ergebnisse Nr. 12 und 19). Ahnlich lagen fiir die
verarbeitete dotierte Lebensmittelmatrixprobe B nur drei Wiederfindungs-
raten (Ergebnisse Nr. 5, 19 und 21) im Bereich von 50-150%.

Die zugehérigen z-Scores basieren auf der Zielstandardabweichung von
25%.
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4.2.2 PCR-Ergebnisse: Erdnuss

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A Probe A Probe B Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mgalkg] posineg [mglkg] %f’;?:::m’:f;
5 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
9 negativ positiv 2/2 (100%) CEN
17 negativ positiv 2/2 (100%) Gl
13 negativ <1 positiv 22,2 2/2 (100%) SFA
1 negativ positiv 610 2/2 (100%) div
19 negativ positiv 15,0 2/2 (100%) div
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 6 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 6 0 CEN = Eurodische Norm/ European Comittee for standardization
Prozent positiv 0 100 Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent negativ 100 0 SFA = Sure Food ALLERGEN, R-Biopharm/ Congen
Konsenswert negativ positiv div = not indicated / other method

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

rung von Probe B.

Quantitative Auswertung PCR: Probe B

Eine Auswertung quantitativer Ergebnisse erfolgte nicht,

weil zu wenige

Ergebnisse vorlagen.
Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
>
80
70 Sample B
60 ——— Spike
2 50
S 40 ®— ASU
S
30 CEN
20
-G
10
0 P ° o @ ®— SFA
9 17 13 1 19
—&— div
Auswertenummer / Evaluation number

Abb./Fig. 15:

PCR-Ergebnisse Erdnuss
= Zusatzniveau

grine Linie

runde Symbole =

(Spike)

Zuordnung der Methoden (s.

Legende)
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Quantitative Auswertung PCR: Dotierungsniveauprobe

Auswerte- Erdnuss Erdnuss z-Score Methode Hinweis
nummer Xptgs
pos/neg [mg/kg]

5 positiv ASU
9 positiv CEN
17 positiv Gl

13 positiv 23,3 SFA
1 positiv 1400 div
19 positiv 15,0 div

Methoden:

ASU = ASU §64 Methode/method

CEN = Euroaische Norm/ European Comittee for standardization
Gl = GEN-IAL First Allergen

SFA = Sure Food ALLERGEN, R-Biopharm/ Congen

div = not indicated / other method

Anmerkung:
Fir die Dotierungsniveauprobe wurden 100% positive Ergebnisse erhalten.

Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
>
80
70 Spiking
Level
60 Sample
) 50 —— Spike
S 40
1S ®— ASU
30
20 CEN
10 o—G
0 o ® o o e e SFA
5 9 17 13 1 19
—@— div
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 16: PCR-Ergebnisse Erdnuss
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Wiederfindungsraten mit z-Scores PCR fiir Erdnuss:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] [Zzrl] [mglkg] [%] [Zzr]
5 ASU
9 CEN
17 Gl
13 23,3 154 2,2 22,2 172 2,9 SFA
1 1400 9296 | 368 610 4729 | 185 div
19 15,0 100 0,0 15,0 116 | 0,65 div
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 1 Anzahl im AB 1 ASU = ASU §64 Methode/method
CEN = Euroaische Nornv European Comittee for standardization
Prozent im AB 33 Prozent im AB 33 Gl = GEN-IAL First Allergen
SFA = Sure Food ALLERGEN, R-Biopharm/ Congen
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroBe: Erdnuss, s. Seite 5 div = keine genaue Angabe / andere Methode
** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs div = not indicated / other method
Anmerkung:

Drei Teilnehmer Ubermittelten quantitative PCR-Ergebnisse.

Ein Teilneh-

mer hat sowohl filir die Dotierungsniveauprobe als auch filir die Lebensmit-
telmatrix—-Probe B eine Wiederfindungsrate 1im Bereich der AOAC-Anforde-
rung von 50-150% erhalten.
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4.3 Vergleichsuntersuchung Kokosnuss

4.3.1 ELISA-Ergebnisse: Kokosnuss (als Kokosnussmehl)

Qualitative Auswertung der Ergebnisse:

Proben A und B

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

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
posineg [mg/kg] posineg [mglkg] %:ﬁr?;m?
4 negative <1 positive >40 2/2 (100%) BF
11 negative < 2.00 positive 313 2/2 (100%) BF
22 negative 0 positive 659 2/2 (100%) BF
13 negative <1,1 positive 112 2/2 (100%) DE Ergebnis umgerechnet®
20 negative <LOD positive 55,4 2/2 (100%) ET
19 negative <NG positive 121 2/2 (100%) IFP
9 negative positive 109 2/2 (100%) IL Ergebnis umgerechnet®
5 negative <1,1 positive 88,3 2/2 (100%) SP Ergebnis umgerechnet®
21 negative 0 positive 92,2 2/2 (100%) SP Ergebnis umgerechnet®
°Umrechnung s. S. 19
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 9 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Anzahl negativ 9 0 DE = Demeditec ELISA
Prozent positiv 0 100 ET = Elution Technologies ELISA Kit
Prozent negativ 100 0 IFP = ELISA-Fast, ifp
Konsenswert negativ positiv IL = Immunolab

SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins
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Quantitative Auswertung ELISA: Probe B

Auswerte- Kokos- z-Score Methode Hinweis
nummer nuss Xpta
[mg/kg]

4 >40 BF

1 313 BF Ergebnis ausgeschlossen
22 659 BF Ergebnis ausgeschlossen
13 112 0,62 DE Ergebnis umgerechnet °
20 55,4 -1,7 ET

19 121 1,0 IFP

9 109 0,49 IL Ergebnis umgerechnet °
5 88,3 -0,36 SP Ergebnis umgerechnet °
21 92,2 -0,20 SP Ergebnis umgerechnet °

° Umrechnung s. S. 19

Methoden:

BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
DE = Demeditec ELISA

ET = Hution Technologies ELISA Kit

IFP = ELISA-Fast, ifp

IL = Immunolab

SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins

Kernel Density Plot
Fixed h: 18.23

0,012

0,01

0,008 .
Abb. / Fig. 17

0006 | Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Ergeb-
nisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptar)

0,004
Kernel density plot of all ELISA re-

0002 | sults (with h = 0,75 x Opt of Xptaw)

0 T S T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Anmerkung:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigt anndhernd eine symmetrische Verteilung
mit einem Maximum bei ca. 100 mg/kg und zweli kleineren Nebenpeaks, die
auf zweli Ergebnisse der Methode BF zurlickgehen.
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Kokosnuss

Aufgrund der geringen Anzahl von Ergebnissen erfolgte die nachstehende
Auswertung rein informativ:

Probe B

Kenndaten Alle Ergebnisse

[mg/kg]

Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt,
Anzahl der Messergebnisse 6°
Anzahl der Ausreiller 2
Mittelwert 96,4
Median 101
Robuster Mittelwert (Xpt) 97,1
Robuste Standardabweichung (S¥*) 24,9
Zielkenndaten:

Zielstandardabweichung opt 24,3
Untere Grenze des Zielbereichs 48,6
Obere Grenze des Zielbereichs 146
Quotient S*/opt 1,0
Standardunsicherheit U (xpt) 12,7
Ergebnisse im Zielbereich 6
Prozent im Zielbereich 100

° ohne Ergebnisse Nr. 11 und 22 (AusreiBer ausgeschlossen)

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte eine anndhernd symmetrische Verteilung
der Ergebnisse mit zweli hdéheren Ergebnissen. Diese Ergebnisse wurden da-
her von der statistischen Auswertung ausgeschlossen.

Die Verteilung der Ergebnisse zeigte eine normale Variabilitdt. Der Quo-
tient S*/opt lag 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 filir die
methodeniibergreifende Auswertung nur eingeschrdnkt giiltig, da flir einige
Methoden nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Der robuste Mittelwert der Auswertung lag mit 117% vom Zusatzniveau von
Kokosmehl zu Probe B 1im Bereich der relevanten Anforderungen fir die
eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und S.53 "Wiederfindungsraten ELISA fir
Kokosnuss'") .
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Probe >B: Ergebnisse / Sample B: Results
>
200 i |
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160 ——— Spike
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Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 18: ELISA-Ergebnisse Kokosnuss
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Probe B / Sample B z - Scores
5,0
40 Zugewiesener Wert: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All
3,0
2,0
1,0
0.0 — — N I
-1’0 .
2,0
-3,0
-4,0
-5,0
20 5 21 9 13 19
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 19:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Kokosnuss)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Quantitative Auswertung ELISA: Dotierungsniveauprobe

Auswerte- Kokosnuss Kokosnuss z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta
pos/neg [mg/kg]
4 positive >40 BF
11 positive 174 1,3 BF
22 positive 428 9,1 BF
13 positive 98,0 -1,0 DE Ergebnis umgerechnet °
20 positive 146 0,45 ET
19 positive 197 2,0 IFP
9 positive 83,9 -1,4 IL Ergebnis umgerechnet °
5 positive 116 -0,46 SP Ergebnis umgerechnet °
21 positive 78,9 -1,6 SP Ergebnis umgerechnet °

° Umrechnung s. S. 19

Methoden:

BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
DE = Demeditec ELISA

ET = Elution Technologies ELISA Kit

IFP = ELISA-Fast, ifp

IL = Immunolab

SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins

Kernel Density Plot
Fixed h: 24.53

0,008

0,007

0,006

Abb. / Fig. 20:
0,005 | Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Er-
gebnisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptay)

0,004

0003 Kernel density plot of all ELISA re-
sults (with h = 0,75 x Opt of Xptau)

0,002 -

0,001

0 100 200 300 400 500 600

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schdtzung zeligt einen Hauptpeak bei ca. 100 mg/kg mit ei-

ner Schulter sowie einem Nebenpeak beli ca. 428 mg/kg, der auf ein Einze-
lergebnis auBerhalb des Zielbereichs zurlickgeht (Methode BF).
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Kokosnuss

Aufgrund der geringen Anzahl von Ergebnissen erfolgte die nachstehende
Auswertung rein informativ:

Dotierungsniveauprobe

Alle Ergebnisse

Kenndaten
[mg/kg]

Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, .,
Anzahl der Messergebnisse 8
Anzahl der AusreilBBer 0
Mittelwert 165
Robuster Mittelwert 142
Median (Xpt) 131
Robuste Standardabweichung (S¥*) 66,3
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 32,7
Untere Grenze des Zielbereichs 65,4
Obere Grenze des Zielbereichs 196
Quotient S*/opt 2,0
Standardunsicherheit U(xpt) 29,3
Ergebnisse im Zielbereich 7
Prozent im Zielbereich 88

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schédtzung zeigte eine Verteilung der Ergebnisse mit einer
Schulter und einem hoéheren Ergebnis. Es wurden keine Ergebnisse ausge-
schlossen, da es keinen eindeutigen Methoden abhdngigen Trend gab.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden zeigte eine normale Varia-
bilitdt. Der Quotient S*/opt lag bei 2,0. Die robuste Standardabweichung
liegt im Bereich von etablierten Werten fir 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 1st gegeben. Diese
Aussage 1ist filir die methodeniibergreifende Auswertung nur eingeschrinkt
gliltig, da fiir einige Methoden nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Der robuste Mittelwert der Auswertung lag mit 175% vom Zusatzniveau von
Kokosmehl zur Dotierungsniveauprobe oberhalb der der relevanten Anforde-
rungen filir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und S.53 "Wiederfindungs-
raten ELISA filir Kokosnuss").
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Dotierungsniveau>probe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
240 Spiking
Level
200 Sample
——— Spike
g 1% —— XALL
2 120 ®— BF
DE
80 ®— ET
>
40 ®— IFP
—0— L
0 o "o @ L 4 @ ( [ —@— SP
4 11 22 13 20 19 9 5 21
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 21: ELISA-Ergebnisse Kokosnuss
grine Linie = Zusatzniveau
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
n B
0,0 III — |
" B
-2,0
-3,0
4.0
-5,0
21 9 13 5 20 11 19 22
Auswertenummer / evaluation number
Abb./Fig. 22:

z—-Scores

(ELISA-Ergebnisse Kokosnuss)

Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse
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Wiederfindungsraten mit z-Scores ELISA fiur Kokosnuss:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Evaluation | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
number | niveauprobe| dungsrate* dungsrate*
[mg/kg] [%] [Zgrl [mg/kg] [%] [Zer]
4 >40 >40 BF
11 174 215 4,6 313 377 11 BF
22 428 527 17 659 795 28 BF
13 98,0 121 | 0,83 112 135 1,4 DE Ergebnis umgerechnet °
20 146 179 3,2 55,4 67 -1,3 ET
19 197 243 57 121 146 1,8 IFP
9 83,9 103 | 0,13 109 131 1,3 IL Ergebnis umgerechnet °
5 116 143 1,7 88,3 107 | 0,26 SP Ergebnis umgerechnet °
21 78,9 97 | -0,11 92,2 111 0,45 SP Ergebnis umgerechnet °
° Umrechnung s. S. 19
AB ** 50-150 % AB ** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 4 Number in RA 6 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
DE = Demeditec ELISA
Prozent im AB 50 Percent in RA 75 ET = Elution Technologies ELISA Kit
IFP = ELISA-Fast, ifp
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Kokosnuss, s. Seite 5 IL = Immunolab
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs SP = SensiSpec ELISA Kit, Eurofins

Anmerkung:

50 % (4) der Teilnehmer erreichten mit der ELISA-Methode fiir die Dotie-
rungsniveauprobe eine Wiederfindungsrate, die im Bereich der AOAC-Emp-
fehlung von 50-150 % lag. Fiir die bearbeitete, dotierte Lebensmittelma-
trixprobe B lagen 75 % (6) der Teilnehmer im Akzeptanz-Bereich.

Die zugehérigen z-Scores basieren auf der Zielstandardabweichung von
25%.
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4.3.2 PCR-FErgebnnise:

Kokosnuss

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] lﬁf’;‘::‘s';':“‘::tg;"
1 negativ positiv 210 2/2 (100%) div
19 negativ positiv 110 2/2 (100%) div
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 2 div = not indicated / other method
Anzahl negativ 2 0
Prozent positiv 0 100
Prozent negativ 100 0
Konsenswert negativ positiv
Anmerkung:

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

Quantitative Auswertung PCR: Probe B

Eine Auswertung quantitativer Ergebnisse erfolgte nicht,

weil zu wenige

Ergebnisse vorlagen.
Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
250
200 [ Sample B
o 150
<
2 ——— Spike
E 100
50 ®— div
0 @ @
1 19
Auswertenummer / Evaluation number

Abb./Fig. 23:

griine Linie =
runde Symbole =

PCR-Ergebnisse Kokosnuss

Zusatzniveau
Zuordnung der Methoden

(Spike)

(s. Legende)
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Qualitative Auswertung PCR: Dotierungsniveauprobe

Auswerte- | Kokos- | Kokosnuss | z-Score Methode Hinweis
nummer nuss Xpty,
pos/neg [mg/kg]
1 positive 360 div
19 positive 180 div
Methoden:

Anzahl positiv 2 div = not indicated / other method
Anzahl negativ 0
Prozent positiv 100
Prozent negativ 0
Konsenswert positive

er—

Anmerkung:
Flir die Dotierungsniveauprobe wurden 100% positive Ergebnisse
halten.
Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
400
350
"1 Spiking
300 Level
2 250 Sample
S 200
S .
150 ——— Spike
100
50 o div
0 L @
1 19
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 24: PCR-Ergebnisse Kokosnuss
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Wiederfindungsraten PCR fiir Kokosnuss:
Dotierungsniveauprobe und Probe B
Evaluation | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
number |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] | [Zgel [mglkg] [%] | [Zge]
1 360 443 14 210 253 6,1 div
19 180 222 | 48 110 133 1,3 div
AB ** 50-150 % AB ** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 0 Number in RA 1 div = not indicated / other method
Prozent im AB 0 Percent in RA 50
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Kokosnuss, s. Seite 5
** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs
Anmerkung:

Fiir die Dotierungsniveauprobe lagen beide Wiederfindungsraten mittels
PCR-Methoden deutlich iliber der AOAC-Anforderung von 50-150 $%. Fiir die
verarbeitete dotierte Lebensmittelmatrixprobe B lag eine der Wiederfin-
dungsraten innerhalb des Akzeptanzbereichs.

Die zugehérigen z-Scores basieren auf der Zielstandardabweichung von
25%.



April 2021 DLA ptALO7 (2020) - Allergene VII 1. Korr.

4.3 z-Scores der Teilnehmer: Ubersichtstabelle

Z-Scores fiir die zugewiesenen Werte der Teilnehmer-Ergebnisse
(Konsenswerte)

Auswerte- ELISA Erdnuss: ELISA Erdnuss: Auswerte- ELISA Kokosnuss:
nummer Xpt (div. Methoden) Xpt (Methode: RS-F) nummer Xpt (div. Methoden)
Probe B D::Le'::e Probe B D::Lebr;e Probe B D:::f;;e
3 0,24 -1,08 4
5 1,4 -0,8 5 -0,36 -0,46
6 1,4 4,9 9 0,49 1,4
7 0,11 -0,06 0,17 0,12 11 1,3
9 0,70 0,32 0,78 0,52 13 0,62 -1,0
11 -0,03 0,19 19 1,0 2,0
12 -1,0 -0,96 20 1,7 0,45
13 -0,10 0,51 -0,04 0,71 21 -0,20 -1,6
14 -0,01 -0,22 0,05 -0,05 22 9,1
16 0,46 1,13
17
18 0,87 0,53
19 -1,6
20 0,35 0,43
21 1,3 -1,0
22 4,3 7,2

Anmerkung: Fir den Parameter Crustaceae wurde keine statistische Auswer-
tung und Berechnung von z-Scores durchgefihrt.

Bewertung des z-Scores valuation of z-score (DIN ISO 13528:2009-01):
-2 £ z-score £ 2 erfolgreich / successful (in griin)

-2 > z-score > 2 ,Warnsignal" / warning signal

-3 > z-score > 3 ,Eingriffssignal“ / action signal (in rot)
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Z-Scores fiir die zugewiesenen Werte des Zusatzniveaus

(Wiederfindungsraten)

Auswerte- | | ELISA Crustaceae ELISA Erdnuss ELISA Kokosnuss
Probe B Dot. Probe Probe B Dot. Probe Probe B Dot. Probe
1
2 -3,5 3,5
3 -3,1 -3,0 4,2 3,2
4
5 -3,1 -3,1 1,7 3,8 0,26 1,7
6 7,8 18
7 34 38 4,9 5,7
8 6,8 8,1
9 6,2 6,6 1,3 0,13
10
11 4,6 6,3 1 4,6
12 -3,6 -3,8 0,12
13 30 38 4,5 71 1,4 0,83
14 4,1 5,2 4,7 53
15
16 -3,2 -3,1 5,7 8,6
17 87 85
18 -3,8 -3,9 6,6 71
19 1,3 0,25 1,8 5,7
20 -3,9 -3,9 5,5 6,9 -1,3 3,2
21 1,9 3,4 0,45 -0,11
22 8,2 -0,17 14 24 28 17
A;‘uus‘r::;?,' PCR Crustaceae PCR Erdnuss PCR Coconut
Probe B Dot. Probe Probe B Dot. Probe Probe B Dot. Probe
1 22 117 185 368 6 14
4
5
9
13
17
19 5,2 0,65 0,0 1,3 4,8

Bewertung des z-Scores / valuation of z-score (DIN ISO 13528:2009-01):

-2 < z-score < 2 erfolgreich / successful (in green)
-2 > z-score > 2 ,Warnsignal“/ warning signal
-3 > z-score > 3 ,Eingriffssignal“/ action signal (in red)
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

Hinweis:
lbersetzt

5.1.1 ELISA: Crustaceae

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

Meth. |Auswerte- | Datum der|Ergebnis Ergebnis Ergebnis NWG/BG/ |MU* |Quantitatives |Methode
Abk. nummer Analyse |Probe A Probe B Dotierungsprobe |LOD * |LOQ * Ergebnis als
Tag/Monat | qualitativ | mg/kg | qualitativ | mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % Test-Kit + Anbieter
Crustaceaeprotei AgraQuant BLISA
AQ 10 15.12.20 | negative| <0.1 positiv | 16,3 positiv 15,5 0,1 0,1 53,1 n P Crustacea COKAL2248,
RomerLabs
Crustaceaeprotei AgraQuant ELISA
AQ 16 05.01.21 - <0.2 - 9,09 - 10,2 0,2 0,2 (45,45 n Crustacea COKAL2248,
RomerLabs
Crustaceaeprotei AgraQuant ELISA
AQ 18 04.01.21 negativ | <0.02 | positiv | 1,75 positiv 1,45 0,02 | 48,3 n P Crustacea COKAL2248,
RomerLabs
Crustaceae AgraQuant ELISA
AQ 20 17. Nov - <LOD - 3,32 - 4,15 |0,0045, 0,1 i ’ Crustacea COKAL2248,
risch
RomerLabs
SRR AgraStrip® Crustacea
AS 19 06.01.21 | negativ positiv positiv 10 i ’ (COKAL2210AS)
risch
RomerLabs
Crustaceae MonoTrace Crustacea
BF 4 negativ <1 positiv | >40 positiv >40 1 32,2 fris.ch ’ ELISAKit, BioFront
Technologies
BF 2 08.01.21 | negativ| 0 | positiv | 742 | positiv | 221 | 0,07 | 1 Crustaceae, | Selection Crustaceae-
frisch Kits:
ELISA Systems
ES 12 13.11.2020 | negativ | <0,05 | positiv | 0,79 positiv 0,53 0,05 | 0,05 50 Tropomyosin | Crustacean ESCRURD-
48
IL 3 03.12.20 ti iti 197 iti 207 0.02 | 0.02 Crustaceaeprotei | Immunolab Crustaceans
2. negativ positiv , positiv s E , n (Tropomyosin) ELISA
. Ridascreen® FAST
RS-F 7 17.12.20 | negativ | <20 positiv | 500 positiv 520 20 ’ Crustacean R7312, R-
getrocknet :
Biopharm
<20pp Ridascreen® FAST
RS-F 8 30.11.20 - - 122,45 - 131,44 | 20 Crustaceaprotein | Crustacean R7312, R-
m Biopharm
. Ridascreen® FAST
RS-F 13 27.11.20 | negativ | <20 positiv | 388,72 | positiv | 450,72 | 20 20 frisch ’ Crustacean R7312, R-
Biopharm
e Ridascreen® FAST
RS-F 14 27.11.20 | negativ | <20 positiv | 490 positiv 530 2 20 frisch ’ Crustacean R7312, R-
Biopharm
Tropomyosin aus Eurofins SensiSpec
SP 5 13.11.20 | negativ | <0,02 | positiv | 2 positiv | 1,9 | 0,01 | 0,02 o o Crustaceans
(Tropomyosin) ELISAKit
Crustaceaprotein Eurofins SensiSpec
SP 15 16.12.20 - <0,001 - 2,9 - 29 |0,001| 0,02 | 47 Crustaceans
(TROPOMYOSIN) | (1r0pomyosin) ELISAKit
Eurofins SensiSpec
SP 21 19.11.20 | negativ 0 positiv | 2,59 positiv 3,6 |0,0009| 0,02 Tropomyosin Crustaceans
(Tropomyosin) ELISAKit
VT 2 241120 | negativ | <25 | positiv | 24 | positiv | 22,4 25 Crusiagae, | Veraiox Crustacea,
risch Neogen

*NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze

* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation

* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty




April 2021 DLA ptALO7 (2020) - Allergene VII 1. Korr.
Fortsetzung ELISA Crustaceae:
Meth. | Auswerte- e Hinweise zur Methode (Extraktion Meth(_)c_ie . . .
Abk nummer Spezifitat und Bestimmung) akkreditiert Sonstige Hinweise
: 9 ISO/IEC 17025
Antikdrper z.B. Extraktionslosung / Zeit / Temperatur ja/nein

AQ 10 Crustacean-Tropomyosin  |19mL ES pre-heated / 15 Minuten / 40 Grad ja

AQ 16 ja

AQ 18 ja

AQ 20

PV-96-IF-PF-29 :

AS 19 polyklonal 2019-07 (a) Schnelltest

BF 4 ja

BE 22 Monokolnaler Antikérper 3:10 Extraktionsverhaltnis, 10 Minuten bei 42 nein

Test Cc
ES 12 ja
IL 3
RS-F 7 ja
RS-F 8
RS-F 13 It. Herstellerangaben It. Herstellerangaben ja
Crustaceen-Proteine, .

RS-F 14 hauptsachlich Tropomyosin ja

SP 5 :;s:l’: Krustentier-Tropo- o ctellerangaben ja HU 0030006/HU 0030030

1 g Probe/20 mL Extraktionspuffer ->15’ bei
SP 15 erkennt Kokosnussprotein  |40°C -> 10’ bei 2000xg-> 100 ul Uberstand ja
w urden analysiert
SP 21
VT 2 ja




April 2021 DLA ptALO7 (2020) - Allergene VII 1. Korr.
5.1.2 ELISA: Erdnuss
Meth. |Auswerte- | Datum der|Ergebnis Ergebnis Ergebnis NWG/|BG/ |MU* |Quantitatives |Methode
Abk. nummer Analyse |Probe A Probe B Dotierungsprobe |LOD * |LOQ * Ergebnis als
Tag/Monat qualitativ mg/kg | qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % Test-Kit + Anbieter
AgraQuant ELISA Peanut
AQ 1" 16/11 - < 1.00 - 27,88 - 38,76 | 0,1 1 Erdnuss COKALO148, RomerLabs
AgraQuant ELISA Peanut
AQ 16 05.01.21 - <1 - 31,26 - 47,45 1 1 31,79 Erdnuss COKAL0148, RomerLabs
. . . AgraQuant ELISA Peanut
AQ 18 21.12.20 | negativ <1 positiv | 34,15 | positiv | 41,92 1 48,8 Erdnuss COKAL0148, RomerLabs
AgraQuant ELISA Peanut
AQ 20 23. Dez - <LOD - 30,53 - 41 0,1 1 Erdnuss COKAL0148, RomerLabs
BF 22 08.01.21 | negativ 0 positiv 58 positiv 104 0,12 1 Erdnuss Selection Peanut-Kits:
IFP 19 14.12.20 | negativ | <NG | positiv 17 positiv 16 0,5 1 19,4 Erdnuss ELISAFast® Erdnuss
IL 3 19.11.20 | negativ positiv | 26,4 | positiv | 27 1 1 Erdnuss mmurolab Peandt
IL 17 05.01.21 | negativ positiv | 294 positiv 335 1 Erdnuss Immungll_allg:eanut
. . . . Peanut ELISAKit
Ml 5 12.11.20 | negativ | <0,2 positiv 4,3 positiv 6,8 0,2 0,2 Erdnussprotein enhanced Morinaga
Ridascreen Peanut
RS 6 22.12.20 - <2,5 - 38,18 - 81,95 | 0,13 | 2,5 20 Erdnuss (R6201), r-Biopharm
. . . Ridascreen Fast Peanut
RS-F 7 17.12.20 | negativ | <2,5 positiv | 28,8 positiv 36,5 2,5 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
RAURAC TXT T TIVTUOUSHUSF
RS-F 9 negativ positiv | 33 | positv | 40 | 06 | 2 Erdnuss RIDASCREEN - FAST
eanut
RS-F 12 13.11.2020 | negativ | <2,5 | positiv 21 positiv 15,5 1 2,5 50 Erdnuss Veratox Peanut, Neogen
. . . Ridascreen Fast Peanut
RS-F 13 27.11.20 | negativ <1 positiv | 27,37 positiv | 41,73 1 1 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
. . . Ridascreen Fast Peanut
RS-F 14 09.12.20 | negativ | <2,5 positiv 28 positiv 35 0,13 2,5 Erdnuss (R6202), r-Biopharm
. . . Eurofins SensiSpec
SP 21 19.11.20 | negativ 0 positiv 19 positiv 28 0,1 1 Erdnuss Peanut ELISAKit

* NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze

* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation

* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
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Fortsetzung ELISA Erdnuss:
Meth. | Auswerte- e Hinweise zur Methode (Extraktion Methc_)(_ie . " .
Abk Spezifitat d Besti akkreditiert Sonstige Hinweise
. nummer und Bestimmung) ISO/IEC 17025
Antikdrper z.B. Extraktionslosung / Zeit / Temperatur ja/nein
AQ 11 ja
AQ 16 ja
AQ 18 ja
AQ 20
BF 22 Monoklonales Antikrper-Kit J(::10 Extraktionsverhaltnis, 10 Minuten bei 60 nein
ASU L 00.00-69 : .
IFP 19 polyklonal 200312 (a) Sandw ich ELISA
IL 3
IL 17 ja
Ml 5 erkennt Erdnussproteine It. Herstellerangaben ja MIoBS Test-Combination M2120
Extraktion mit Extraktionspuffer verdiinnt bei Die Analysen der Probe B und der ge-
RS 6 60°C bei 10 Minuten. Danach Zentrifugation ia spikten Probe w urden zw eimal durchge-
bei 25009 fur 10 Minuten. Verw endung des ) flihrt: erstens mit dem erhaltenen Uber-
Uberstands stands, zw eitens nach 1:2 Verdlinnung
RS-F 7 ja
RS-F 9 ja
RS-F 12 ja
RS-F 13 It. Herstellerangaben It. Herstellerangaben ja
Erdnussproteine, u.a. Ara .
RS-F 14 h1 und Ara h2 a
SP 21
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5.1.3 ELISA: Kokosnuss

Meth. |Auswerte- | Datum der [Ergebnis Ergebnis Ergebnis NWG/BG/ |MU* |Quantitatives |Methode
Abk. nummer Analyse |Probe A Probe B Dotierungsprobe [LOD * (LOQ * Ergebnis als
Tag/Monat qualitativ mg/kg | qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % Test-Kit + Anbieter

MonoTrace Coconut
BF 4 negativ <1 positiv | >40 positiv >40 1 19,4 Kokosnuss ELISAKit, BioFront
Technologies

MonoTrace Coconut

BF 11 04.12.21 - < 2.00 - 312,81 - 174,27 | 0,13 2 Kokosnuss ELISAKit, BioFront
Technologies

BF 22 08.01.21 | negativ 0 positiv 659 positiv 428 0,13 1 Kokosnussmehl | Selection Coconut-Kits:

DE 13 25.02.2021 | negativ <2 positiv | 203,45 | positiv | 177,62 2 2 Kokosnuss

Elution Technologies
ET 20 08. Jan - <LOD - 55,4 - 145,6 1 2 Kokosnuss ELISAKIt Coconut
Protein E-75CNT

KOKosraspel/men

IFP 19 06.01.21 | negativ| <NG | positiv 121 positiv 197 2 2 20 :

ELISAFast® Kokosnuss

LFOD-TST-SOP-8886
Immunolab Coconut
ELISA
Cat.-No.: CON-EO1

L 9 negativ positiv 192 positiv 152 0,4 2 Kokosnuss

Eurofins SensiSpec

SP 5 17.11.20 | negativ <2 positiv 160 positiv 210 1,5 2 Kokosnuss Coconut ELISA Kit

Kokosnuss, Eurofins SensiSpec

SP 21 19.11.20 | negativ 0 positiv 167 positiv 143 0,4 2 frisch Coconut ELISA Kit

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

Meth. | Auswerte- e Hinweise zur Methode (Extraktion Methgt_ie . . .
Abk nummer Spezifitat und Bestimmung) akkreditiert Sonstige Hinweise
. 9 ISO/IEC 17025
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur ja/nein

BF 4 ja

BF 11 nein

BF 22 Monoklonales Antiksrper-Kit ;got();Extraktwnsverhaltms, 10 Minuten bei nein

DE 13 It. Herstellerangaben |it. Herstellerangaben ja E:;;ednec Copaiui ELEA DECONEDT

ET 20

IFP 002822 (EL+ .

IFP 19 polyklonal SA) - 2020-07 (a) Sandw ich ELISA

IL 9

SP 5 erkennt Kokosnussprotein |It. Herstellerangaben ja HU0030005/H 0030029

SP 21
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5.1.4 PCR: Crustaceae
Meth. |Auswerte- | Datum der|Ergebnis Ergebnis Ergebnis NWG/|BG/ |MU* |Quantitatives |Methode
Abk. |nummer Analyse |Probe A Probe B Dotierungsprobe |LOD * |LOQ * Ergebnis als
Tag/Monat | qualitativ mg/kg | qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % Test-Kit + Anbieter
. - -, Sure Food ALLERGEN,
SFA 4 negativ | <0,4 | positiv positiv 0,4 Crustaceae DNA R-Biopharm / Congen
LFOD-TST-SOP-8852
. . . SureFood® ALLERGEN
SFA 9 negativ positiv positiv 0,4 Crustaceae DNA Crustaceans Art. No.:
S3612
. . . Crustaceae, Sure Food ALLERGEN,
SFA 13 20.11.20 | negativ <1 positiv | 356,45 | positiv | 529,75 1 1 frisch R-Biopharm / Congen
. . . Sure Food ALLERGEN,
SFA 17 07.01.21 | negativ positiv positiv 0,4 Crustaceae-DNA R-Biopharm / Congen
div 1 negativ positiv | 1500 positiv | 7000 50 100 30 Auswahl PCR-Methoden
div 19 negativ positiv positiv 20
* NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
Meth. | Auswerte- e Hinweise zur Methode (Extraktion Methc_»t_je . - .
Abk nummer Spezifitat und Bestimmung) akkreditiert Sonstige Hinweise
. g ISO/IEC 17025
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real . .
TETEEESE iR /DR Time PCR / Gelelektrophorese / Cyclen 2aeh
SFA 4 ja nur qualitativ
SFA 9
SFA 13 It. Herstellerangaben It. Herstellerangaben nein
SFA 17 ja
div 1 168 rRNA Gen bei Crusta- ;4 Reattime PCR nein
ceae
9 PV-20-PCR-PF- .
div 19 rDNA 104 (a) Realtime PCR
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5.1.5 PCR: Erdnuss
Meth. |Auswerte- | Datum der |Ergebnis Ergebnis Ergebnis NWG/|BG/ |MU* |Quantitatives |Methode
Abk. nummer Analyse |Probe A Probe B Dotierungsprobe |LOD * |LOQ * Ergebnis als
Tag/Monat | qualitativ mg/kg | qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg | mg/kg % Test-Kit + Anbieter
. N N ASU §64
ASU 5 04.12.20 | negativ positiv positiv 10 Erdnuss-DNA Methode/method
CEN 9 negative positiv positiv 10 Erdnuss-DNA Be CE;ZB?S oCElS
Gl 17 18.11.20 | negativ positiv positiv 0,4 Erdnuss-DNA | GEN-IAL First Allergen
. . - Sure Food ALLERGEN,
SFA 13 20.11.20 | negativ <1 positiv | 22,17 | positiv | 23,26 1 1 Erdnuss R-Biopharm / Congen
div 1 negativ positiv 610 positiv 1400 50 100 30
div 19 negativ positiv 15 positiv 15 1 1 30 Erdnuss
* NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
Meth. |Auswerte- - Hinweise zur Methode (Extraktion | Methode . N
Abk nummer Spezifitat nd Bestimmun akkreditiert Sonstige Hinweise
g u u immung) ISO/IEC 17025
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real . .
VRIS uE /A Time PCR / Gelelektrophorese / Cyclen el
CTAB / Proteinas K/ Rnase A / Promega . .
ASU 5 Maxw ell / Real-time PCR/ 45 Zyklen Ja § 64 LFGB L 00.00-169:2019-07
CEN 9
Gl 17 ja
SFA 13 It. Herstellerangaben It. Herstellerangaben ja
div 1 ﬁgecnh's hypogaea, Allergen |\, .. 4/Realtime PCR ja
div 19 Allergen Il Gen W'ZS'ZC;R'PF'S Realtime PCR

5.1.6 PCR: Kokosnuss

Meth. |Auswerte- | Datum der |Ergebnis Ergebnis Ergebnis NWG/ BG/ |MU* |Quantitatives |Methode
Abk. |nummer Analyse |Probe A Probe B Dotierungsprobe |LOD * |LOQ * Ergebnis als
Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg mg/kg % Test-Kit + Anbieter
div 1 negativ positiv 210 positiv 360 50 100 30
div 19 negativ positiv 110 positiv 180 1 1 30 Kokosnuss
* NWG Nachw eisgrenze / BG Bestimmungsgrenze
* LOD limit of detection / LOQ limit of quantitation
* MU Messunsicherheit / MU measurement uncertainty
Meth. |Auswerte- e Hinweise zur Methode (Extraktion | Methode . L
Abk nummer Spezifitat und Bestimmung) akkreditiert Sonstige Hinweise
. g ISO/IEC 17025
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up / Real . .
VElEEESEg e f =N Time PCR/ Gelelektrophorese / Cyclen sk
. Cocos nucifera partial . . .
div 1 mRNA for actin (act gene) Wizard/Realtime PCR nein
. PV-28-PCR-PF- .
div 19 rRNA gene 205 : 2014-11 (a) Realtime PCR
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5.2 Homogenitédt

5.2.1 Mischungshomogenitdt vor der Abfillung

Microtracer Homogenitéatstest
DLA ptAL07 Sample B

Gewicht Gesamtprobe 2,02 kg
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengroéRe 75-300 pm
Gewicht pro Partikel 2,0 Hg
Tracerzugabe 21,3 mg/kg
Analysenergebnisse
Probe Einwaage [g] l;?]rztg(ﬁll rr:g/I:((g]I

1 4,99 52 20,8

2 5,02 51 20,3

3 5,04 49 19,4

4 4,98 45 18,1

5 5,02 42 16,7

6 4,97 42 16,9

7 4,97 51 20,5

8 5,03 54 21,5
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 19,3 mg/kg
Mittelwert 48,2 Particles Standardabweichung 1,83 mg/kg
Standardabweichung 4,58 Particles rel. Standardabweichung 9,5 %
%2 (CHI-Quadrat) 3,05 Horwitz Standardabweichung 10,2 %
Wahrscheinlichkeit 88 % HorRat-Wert 0,93
Wiederfindungsrate 91 % Wiederfindungsrate 91 %
Microtracer Homogenitéatstest
DLA ptAL07 Spiking Level Sample
Gewicht Gesamtprobe 1,00 kg
Microtracer FSS-rot lake
Teilchengrole 75-300 pm
Gewicht pro Partikel 2,0 ug
Tracerzugabe 19,5 mg/kg
Analysenergebnisse:

Probe Einwaage [g] IZ:;thgﬁl Fr‘v?gr;tllltg]l

1 5,03 46 18,3

2 4,99 46 18,4

3 5,02 40 15,9

4 5,00 39 15,6

5 5,01 42 16,8

6 4,98 51 20,5

7 4,98 46 18,5

8 4,97 47 18,9
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 17,9 mg/kg
Mittelwert 44,6 Particles Standardabweichung 1,64 mg/kg
Standardabweichung 4,10 Particles rel. Standardabweichung 9,2 %
%2 (CHI-Quadrat) 2,64 Horwitz Standardabweichung 10,4 %
Wahrscheinlichkeit 92 % HorRat-Wert 0,89
Wiederfindungsrate 92 % Wiederfindungsrate 92 %
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5.3 Informationen zur Eignungspriifung (EP)

Vor der LVU wurden den Teilnehmern im Proben-Anschreiben folgende Infor-

mationen mitgeteilt:

EP-Nummer PtALO7 - 2020

EP-Name Allergene VII: Crustaceae, Erdnuss und Kokosnuss in Instantpro-
dukt mit ,,Dotierungsniveauprobe*

Probenmatrix Proben A + B: Asiatische Instant-Nudelsuppe (gemahlen) / Zutaten:

(Prozessierung) Nudeln 89% (Weizenmehl, Kartoffelstdrke, Palmél, Salz, Sdureregulatoren: E501,

E500, E339, Antioxidationsmittel E306, Emulgator E322, Wiirzmittel), Gewdirzpulver
9% (hydrolysiertes pflanzliches Eiweil3, Maltodextrin, Hefeextrakt, Salz, Weizen-
mehl, schwarzer Pfeffer, rote Chillischoten, Knoblauch, Maismehl), Gemdi-
se-Pilz-Flocken 2% (Pak Choi, Shitake, texturiertes pflanzliches Eiweil3, Karotten,
rote Chllischoten, Zwiebeln), weitere Zusatzstoffe und Allergene Lebensmittel (eine
der beiden Proben)

Dotierungsniveauprobe: Kartoffelpulver, weitere Zusatzstoffe und All-

ergene Lebensmittel

Probenzahl und

2 unterschiedliche Proben A + B: je 25 g

Probenmenge + 1 Dotierungsniveauprobe: 15 g
Lagerungsinformation Proben A, B + Dotierungsniveauprobe:

Raumtemperatur (EP-Zeitraum), gekiihlt 2 - 10 °C (Langzeit)
Verwendungszweck Ausschliel3lich fiir Laboruntersuchungen (Qualitédtskontrollproben)
Parameter qualitativ + quantitativ: Crustaceae (Crustaceaeprotein, DNA), Erdnuss

(Erdnussprotein, DNA), Kokosnuss (Kokosnussprotein, DNA)
Proben A + B: < 500 mg/kg
Dotierungsniveauprobe: < 500 mg/kg

Untersuchungsmethoden

Methode ist freigestellt

Hinweis zur Analyse

Die Untersuchung der Eignungspriifung soll entsprechend einer labor-
tiblichen Routineanalyse vorgenommen werden.

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen Ana-
lyseeinwaagen, eine reprdsentative 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 Er-
gebnis 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 (ibermittelt an:
pt@dla-lvu.de

Letzter Abgabetermin

spétestens 08. Januar 2021

Auswertebericht

Der Auswertebericht wird voraussichtlich 6 Wochen nach Abgabeter-
min der Ergebnisse fertiggestellt und per eMail als PDF-Datei zuge-
sandt.

Koordinator und Ansprech-
partner der EP

Dr. Matthias Besler-Scharf

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

folge

Teilnehmer / Participant

Ort / Town

Land / Country

Deutschland/Germany

USA

ITALIEN/ITALY

KANADA/CANADA

ITALIEN/ITALY

Deutschland/Germany

SCHWEDEN/SWEDEN

Deutschland/Germany

KANDA/CANADA

Deutschland/Germany

Deutschland/Germany

SCHWEIZ/SWITZERLAND

Deutschland/Germany

GROSSBRITANNIEN/GREAT BRITAIN

ITALIEN/ITALY

GROSSBRITANNIEN/GREAT BRITAIN

GROSSBRITANNIEN/GREAT BRITAIN

USA

Deutschland/Germany

USA

VIETNAM

GROSSBRITANNIEN/GREAT BRITAIN

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden fiir die allgemeine Verdffentlichung des Auswer-

te-Berichts nicht angegeben.]

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

port.]
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