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In den Tabellen der PCR-Ergebnisse flir Sellerie ist jeweils ein Fehler aufgetreten:

Auf Seite 22 wurden die Angaben negativ und positiv flir die Proben A und B in der letzten
Zeile Konsenswert unten in der Tabelle irrtimlich vertauscht. Auf Seite 24 wurde irrtim-
lich negativ als Konsenswert fiir die Dotierungsniveauprobe angegeben.

Beide Fehler wurden hiermit korrigiert.

Die Bewertungen der Teilnehmerergebnisse waren nicht betroffen.
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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) bzw. Eignungspri-
fungen (PT) ist ein unverzichtbares Element fiir das Qualitats-Manage-
ment-System eines jeden, mit der Untersuchung von Lebensmitteln, Fut-
termitteln, kosmetischen Mitteln und Bedarfsgegenstédnden befassten La-
bors. Die Durchfiihrung wvon Laborvergleichsuntersuchungen ermdglicht
den teilnehmenden Laboren die eigene analytische Kompetenz unter rea-
len Bedingungen nachzuweisen. Gleichzeitig erhalten sie wertvolle Da-
ten fir die erforderliche Verifizierung oder Validierung der durchge-
fihrten Untersuchungsmethode [1, 5].

Das Ziel wvon DLA 1ist es, LVU fir ausgesuchte Parameter 1in praxis-
relevanten Konzentrationen und Matrices anzubieten.

Durchfiihrung und Auswertung der vorliegenden Laborvergleichsuntersu-
chung 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 Le-
bensmittelmatrix fir den Nachweis und die quantitative Bestimmung der
Allergene im mg/kg-Bereich und eine Dotierungsniveauprobe mit einfa-
cher Matrix zur Verfiigung gestellt. Einer der beiden LVU-Proben (do-
tierte Probe) sowie der Dotierungsniveauprobe wurden die betreffenden
allergenen Zutaten 1in &dhnlichem Konzentrationsbereich zugesetzt. Die
Untersuchungsergebnisse der Dotierungsniveauprobe sollen im Vergleich
zur dotierten LVU-Probe die Moglichkeit geben, die Nachweisbarkeit der
Allergene ohne und mit Einfluss der Lebensmittelmatrix bzw. -prozes-
sierung zu charakterisieren.

Bei dem Untersuchungsmaterial der Lebensmittelmatrixproben handelt es
sich um handelstibliche Kartoffelchips. Die Grundzusammensetzung war
flir beide Proben A und B gleich (s. Tabelle 1).

Nach Zerkleinern mittels Messermilhle und Sieben (mesh 2,5 mm) wurde
die Grundmischung homogenisiert.

AnschlieRend wurde die dotierte Probe B folgendermaBen hergestellt:

Die Dotierungsmaterialien, die die allergenen Zutaten Sellerie, Senf und
Sesam enthalten, wurden mittels Zentrifugalmiihle zerkleinert und gesiebt
(mesh 250 um), dann zu einem Aliquot der Grundmatrix gegeben und die Mischung
homogenisiert. AnschlieRend wurde portionsweise erneut Grundmatrix in 3
weiteren Schritten zugegeben und jeweils homogenisiert bis die Gesamt-
menge erreicht war.

Die Dotierungsniveauprobe wurde mit den oben genannten allergenhalti-
gen Dotierungsmaterialien unter mehrstufiger Zugabe von Kartoffelpul -
ver (mesh 500 pm) und Homogenisierung hergestellt.

Die Proben A und B wurden zu Portionen von ca. 25 g und die Dotie-
rungsniveauprobe wvon ca. 15 g in metallisierte PET-Folienbeutel abge-
fullt.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben

Zutaten

Probe A

Probe B

Dotierungs-
niveauprobe

Kartoffelchips Light
Zutaten: Kartoffeln, Sonnenblumendl,
Salz
Nahrwertangaben pro 100 g: Fett 22 g,
Kohlenhydrate 64 g, Ballaststoffe
4,5 g, EiweiB 7,0 g, Salz 1,4 g

100 g/100 g

98,0 g/100g

Kartoffelpliree
Zutaten:
Kartoffeln, E471, E304, E223, E100

1,8 g/100 g

99,8 g/100 g

Selleriesamen:
- als Sellerie*
- davon 20,0% Gesamtprotein**

47,5 mg/kg
9,50 mg/kg

46,3 mg/kg
9,27 mg/kg

Senf, gelb:
- als Senf*
- davon 30,6% Gesamtprotein**

60,3 mg/kg
18,5 mg/kg

58,8 mg/kg
18,0 mg/kg

Sesam, weil3:
- als Sesam*
- davon 23,3% Gesamtprotein**

37,8 mg/kg
8,80 mg/kg

36,8 mg/kg
8,58 mg/kg

weitere Zutaten:
Maltodextrin, Natriumsulfat und
Siliciumdioxid

<0,2 g/100 g

<0,2 g/100 g

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

scher Mischung

** Proteingehalte gemd® Laboranalyse des Rohstoffs

F=6,25)

(Gesamtstickstoff nach Kjeldahl mit

Hinweis: 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 Homogenitdt

Die Mischungshomogenitat wvor der Abfillung wurde in 8-fach Bestimmung
mittels Microtracer-Analyse untersucht. Es handelt sich um eine nor-
mierte Methode, die Bestandteil des internationalen GMP-Zertifizie-
rungssystems fir Futtermittel ist [14]. Vor der Mischung werden mit
Farbstoff beschichtete Eisenpartikel in pm-GroBe zur Probe gegeben und
die Partikelzahl wird nach der Homogenisierung in entnommenen Aliquo-
ten bestimmt. Die Bewertung der Mischungshomogenitat erfolgt auf
Grundlage der Poissonverteilung anhand des chi-Quadrat-Tests. Eine
Wahrscheinlichkeit von 2 5% ist gleichzusetzen mit einer guten homoge -
nen Mischung und von 2 25% mit einer exzellenten Mischung [14, 15].

Da die Kartoffelchipsproben aufgrund der fetthaltigen Konsistenz mit
der Microtracer-Analyse nicht untersucht werden konnen, wurde nur die
Dotierungsniveauprobe untersucht. Die Microtracer-Analyse hat eine
Wahrscheinlichkeit von 43% ergeben. Die Partikel-Ergebnisse wurden zu-
satzlich in Konzentrationen umgerechnet, statistisch als Normalvertei -
lung ausgewertet und mit der Standardabweichung nach Horwitz vergli -
chen. Fir die Beurteilung sind HorRat-Werte zwischen 0,3 und 1,3 unter
Wiederholbedingungen (Messungen innerhalb des Labors) zu akzeptieren
[17]. Es wurde ein HorRat-Wert wvon 1,0 erhalten. Die Ergebnisse der
Microtracer-Analyse sind in der Dokumentation angegeben.

Homogenitat der abgefiillten dotierten Probe B

Durchfiihrung der Homogenitdtstests

Die Homogenitdtstests wurden in Kooperation mit den Labors der angegebenen
Testkit-Anbieter durchgefithrt. Von DLA wurden zufdllig 10 Muster der abgefiill-
ten dotierten Probe ausgewdhlt und davon jeweils 2 Teilproben in zuvor zufal-
lig-codierte Extraktionsbehadlter eingewogen und anschlieBend den Labors zur
Analyse zugeschickt. Die Einwaagen wurden mit einer Abweichung von + 10% wvon
der Soll-einwaage der Testkit-Anleitung vorgenommen und den Labors nicht mit-
geteilt. Nach Ubersendung der Analysenergebnisse durch die Labors wurden die
gliltigen Ergebnisse anhand der exakten Einwaagen von DLA berechnet und die
statistische Berechnung gemal ISO 13528:2015 Anhang B (ggf. inkl. Anmerkungen
1 u. 2) vorgenommen.

Bewertung der Homogenitdt

Die Homogenitdt wird mit einer Standardabweichung zwischen den Proben von Ss
< 15% (,Heterogenitdtsstandardabweichung") als hinreichend gesichert angese-
hen. Dieses Kriterium wird fir die untersuchte Probe B in allen ELISA-Tests
fir Senf (Immunolab, Veratox, AgraQuant) und Sesam (Immunolab, Veratox,
AgraQuant) erfiillt (s. Seite 7-8). Die Anforderung an Wiederholstandardabwei -
chungen von ELISA- und PCR-Verfahren ist ublicherweise < 25% [18, 19, 22,
237.

Falls die Kriterien fiir eine ausreichende Homogenitat des Probenmaterials be-
zUiglich eines Parameters nicht erfiillt sind, werden die Auswirkungen auf die
Zielstandardabweichung geprift. Ggf. erfolgt die Bewertung der Ergebnisse der
Teilnehmer unter Berlcksichtigung der Standardunsicherheit des zugewiesenen
Wertes anhand von z'-Scores (s. 3.6 und 3.8) [3].
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ELISA-Tests: Homogenitidt Senf / Homogeneity Mustard

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

Overall result: Mustard 99,8 + 6,5 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg < 150
1 107 103 105 E 140 Immunolab
2 92,5 98,5 95,5 -2 Mustard ELISA
3 9% 1 108 102 2 130 Sample B
4 108 106 107 25 120 -
5 82,1 80,3 81,2 2% 110 ° P * Subsample 1
6 94,5 109 102 £ 100 ® Subsample 2
7 17 90,4 103 w2 %* * Mean
8 106 105 105 =3 90 *
9 97,4 101 99,4 23 80 ¥ K+ 15%
10 99,4 94,5 96,9 g 1o X—18%
@
General average X 99,8 Ug; 60
SD of sample means Sx 7,54 7,6% = &0
SD wiithin-samples Sw 5,37 5,4% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 6,51 6,5%
Independant Samples
Neogen Veratox ELISA Mustard Sample weights: 5,09 (4,5-5,59)

Number of replicates: 2
Overall result: Mustard 78,1 £ 5,5 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg < 120
1 78,3 95,9 87,1 < Veratox
2 84,3 778 81,1 = 10 Mustard ELISA
3 67,6 88,9 78,3 2 100 Sample B
2 81,2 71,5 76,4 25 * ®
5 53,7 76,6 65,2 g 90 = * %k Subsample 1
6 72,2 84,7 78,5 c E 80 % * = ® Subsample 2
7 74,0 77,0 75,5 =g * o Mean
8 65,9 93,6 79,8 22 70 . @ *
9 81,9 79,0 80,5 2a ’ - * 2 X+ 15%
10 91,0 65,9 78,5 5 60 X—15%
o *
L 5
General average X 78,1 2
SD of sample means Sx 5,54 7.1% = 40
SD w ithin-samples Sw 8,66 11,1% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss < 5,54 <71%
Independant Samples
Romerlabs AgraQuant Mustard Sample weights: 1,09 (0,9~ 1,1g)
Number of replicates: 2
Overall result: Mustard 157 + 4,4 mg/kg
Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg
i 15 163 159 g 240 AgraQuant
3 157 158 158 = 220 Mustard ELISA
4 163 173 168 2 200 Sample B
5 151 149 150 23
6 153 169 161 ge 180 * Subsample 1
7 150 154 152 = 160 = % ® Subsample 2
8 154 164 159 a2 * Mean
9 159 153 156 S 2 140 L4
10 161 145 153 &3 X+15%
5 120 X—-15%
General average X 157 2 400
SD of sample means Sx 5,58 3,5% g
SD within-samples Sw 4,85 3,1% = 80
SD betw een-samples Ss 4,40 2,8% 1 3 4 5 6 7 8 9 10

Independant Samples
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ELISA-Tests: Homogenitidt Sesam / Homogeneity Sesame

Immunolab Sesame ELISA Sample weights: 1,0 (0,9~ 1,1g)
Number of replicates: 2
Overall result: Sesame 27,2 + 1,3 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mgl/kg mgl/kg <
1 24,9 30,0 27,4 < 33 Immunolab
2 25,0 241 24,6 -2 Sesame ELISA
3 251 31,3 28,2 > M Samp|eB
4 29,6 275 28,6 2z = ®
5 24,4 24,1 24,2 g‘g e e * ® * Subsample 1
6 264 29,3 27.8 = E * ® Subsample 2
7 26,4 25,8 26,1 22 26 - * Mean
8 27.2 32,2 29,7 S22  *
9 27,1 28,6 27,8 28 22 X+15%
10 27,5 27,5 27,5 s X—18%
o 18
General average X 27,2 Ug;
SD of sample means Sx 1,73 6,4% = 14
SD wiithin-samples Sw 1,62 6,0% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 1,30 4,8%
Independant Samples
Neogen Veratox ELISA Sesame Sample weights: 5,09 (4,5-5,59)

Number of replicates: 2
Overall result: Sesame 136 + 13,2 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg <
1 138 134 136 < 490 Veratox
2 132 114 123 =2 Sesame ELISA
3 97 149 123 2 170 ® Sample B
4 149 160 154 2: o ® =
5 141 165 153 g‘g 150 Y * Subsample 1
6 135 109 122 = %
7 152 170 161 = 130 * oK * * * ;Ubsample 2
8 125 129 127 ER = ® ean
9 136 119 128 &3 10 - ® L K+15%
10 128 112 120 s * X-15%
o 90
General average X 135 g
SD of sample means Sx 15,5 11,5% = 70
SD w ithin-samples Sw 11,5 8,6% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 13,2 9,8%
Independant Samples
Romerlabs AgraQuant Sesame Sample weights: 1,09 (0,9~ 1,1g)

Number of replicates: 2
Overall result: Sesame 32,1 + 1,2 mg/kg

Sample B| Subsample 1 | Subsample 2 Mean
mg/kg mg/kg mg/kg @ 18
1 35,7 31,5 33,6 z AgraQuant
2 28,7 31,9 30,3 = M Sesame ELISA
3 32,6 32,7 32,6 2 40 Sample B
4 34,2 32,5 333 23 _
5 28,1 30,0 29,1 ge 36 % - * Subsample 1
6 31,2 36,6 33,9 cm
J 2 e o <% 3 WW L] ;ubsample 2
8 31,8 33,9 328 532 o8 * =an
9 32,6 29,7 31,2 23 X+ 15%
10 32,1 33,2 32,7 g 24 X—15%
s 20
General average X 32,1 2
SD of sample means Sx 1,57 4,9% = 16
SD w ithin-samples Sw 1,45 4,5% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SD betw een-samples Ss 1,19 3,7%

Independant Samples
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2.1.2 Stabilitdt

Eine Wasseraktivitat (ay) von < 0,5 ist ein wichtiger Faktor um die
Stabilitat wvon trockenen und getrockneten Produkten wahrend der Lage-
rung zu gewahrleisten, optimale Bedingung fir die Lagerung ist der ay-—
Wert-Bereich von 0,15 - 0,3, in diesem Bereich ist die geringstmogli -
che Degradationsrate zu erwarten [16].

Die Erfahrungen mit diversen DLA-Materialien zeigen bei vergleichbarer
Matrix und Wasseraktivitat (ayz-Wert < 0,5) eine gute Haltbarkeit der
EP-Proben und Lagerstabilitat gegeniber mikrobiellem Verderb und be-
ziglich des Gehalts an den EP-Parametern.

Der ay-Wert der EP-Proben lag bei ca. 0,17 (25,8°C). Die Stabilitiat
des Probenmaterials war somit wdhrend des Untersuchungszeitraums unter
den angegebenen Lagerbedingungen gewdhrleistet.

2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 24. Kalenderwoche 2018 je eine Por-
tion der Untersuchungsmaterialien A und B sowie eine Dotierungsmateri -
alprobe verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden freigestellt.
Die Untersuchungen waren durchzufiithren bis spatestens 10. August 2018.

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

Es handelt sich um zwel unterschiedliche Proben A und B mit mdéglichen
Gehalten an den allergenen Parametern Sellerie, Senf und/oder Sesam im
mg/kg Bereich in der Matrix Kartoffelchips. Eine der beiden Proben so-
wie die '"Dotierungsniveauprobe" wurden mit den allergenen Zutaten her-
gestellt. Die "Dotierungsniveauprobe" enthdlt die Allergene 1in einfa-
cher Matrix mit dhnlichen Gehalten ohne weitere Prozessierung. Die Do-
tierungsniveauprobe soll wie eine normale Probe untersucht werden.

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

2.3 Ergebnisiibermittlung

Die Ergebnisabgabe erfolgte einheitlich mittels an die teilnehmenden
Labore iilbergebenen Ubermittlungstabellen (per eMail).

Zur Auswertung kamen einerseits die Ergebnisse als positiv/negativ An-
gaben 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 Spezifitédten, Bestimmungsgrenzen, Testkit-Her-
steller und Stichpunkte zur Durchfithrung der Methoden.

Falls Teilnehmer mehrere Ergebnisse fiir denselben Parameter abgegeben
haben, die mit unterschiedlichen Methoden erhalten wurden, wurden die-
se Ergebnisse mit derselben Auswertenummer mit einem Buchstaben als
Suffix unter Angabe der jeweiligen Methode ausgewertet.

Alle 40 Teilnehmer haben fristgerecht Ergebnisse abgegeben.
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3. Auswertung

Verschiedene ELISA-Methoden zur quantitativen Bestimmung wvon Allerge-
nen in Lebensmitteln koénnen verschiedene AntikOrper-Spezifitaten auf-
weisen, mit unterschiedlichem Referenzmaterial kalibriert worden sein
und sich unterschiedlicher Extraktionsverfahren bedienen. Die ver-
schiedenen ELISA-Methoden kénnen daher zu einer unterschiedlichen Be-
wertung des Gehalts eines Analyten fihren [25, 26, 27, 28]. Aus diesem
Grund werden die Ergebnisse, wenn mdéglich in der Auswertung verschie-
denen Bezugswerten gegenlbergestellt.

Dadurch soll jedes einzelne Ergebnis im Vergleich mit dem Mittelwert
aller eingesandten Ergebnisse und/oder im Vergleich mit dem Mittelwert
der Ergebnisse derselben Methode bewertet werden kdénnen. Zum Ver -
gleich mit der rechnerisch zugesetzten Menge wurde das Zusatzniveau in
den graphischen Darstellungen der Ergebnisse mit angegeben.

Fir quantitative Ergebnisse der Dotierungsniveauprobe und der dotier-
ten Probe wurden anhand der bekannten Zusammensetzung Wiederfindungs-
raten berechnet und zur Information angegeben. Hierbei erfolgte keine
statistische Auswertung. Die angegebenen Wiederfindungsraten dienen
ausschlieBlich einer Einschdtzung von Matrix- und/oder Prozessierungs-
einflissen.

Die ELISA- und PCR-Ergebnisse wurden qualitativ anhand des Prozentsat-
zes positiver bzw. negativer Ergebnisse bewertet. Sofern 2 75 % posi-
tive oder negative Ergebnisse vorlagen, wurde fir die betreffende Pro-

be ein Konsens-Ergebnis (positiv oder negativ) festgestellt.

3.1 Konsenswert der Teilnehmer (zugewiesener Wert)

Fir die Auswertung wurde als zugewiesener Wert (Xpt) der robuste Mit-
telwert der eingesandten Ergebnisse verwendet (,Konsenswert der Teil-
nehmer“) . Die Berechnung erfolgt nach Algorithmus A gemadl Anhang C der
ISO 13528 [3]. Liegen < 12 quantitative Ergebnisse und eine erhdhte
Differenz zwischen robustem Mittelwert und Median vor, 1ist ggf. der
Median als zugewiesener Wert zu verwenden (Kriterium: A Median - rob.
Mittelwert > 0,3 opt) [3].

Voraussetzung ist, dass die Mehrzahl der Ergebnisse der teilnehmenden
Laboratorien einer Normalverteilung unterliegen bzw. unimodal und sym-
metrisch verteilt sind. Hierzu erfolgt eine Prifung der Verteilung
u.a. anhand der Kern-Dichte-Schatzung [3, 12].

Falls Hinweise fiir Quellen von hdherer Variabilitat, wie z.B. eine bi-
modale Verteilung der Ergebnisse, vorliegen, werden Ursachen dafir ge-
sucht. In Frage kommt haufig die Verwendung unterschiedlicher Untersu-
chungsmethoden. Ist dies der Fall, werden nach Moglichkeit getrennte
Auswertungen mit eigenen zugewiesenen Werten (Xpti) vorgenommen.

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

i) Zugewiesener Wert aller Ergebnisse - Xpta;
11) Zugewiesener Wert von Einzelmethoden - Xptugraop i
mit mindestens 5 quantitativen Ergebnisangaben.
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Einzelergebnisse die auBerhalb des angegebenen Messbereiches eines
teilnehmenden Labors liegen (z.B. mit der Angabe > 25 mg/kg oder
< 2,5 mg/kg) oder die Angabe ,0% werden fur die statistische Auswer-
tung generell nicht bericksichtigt [3].

3.2 Robuste Standardabweichung

Zum Vergleich mit der Zielstandardabweichung opt (Standardabweichung
fir die Eignungsbeurteilung) wird die robuste Standardabweichung (S¥*)
verwendet. Die Berechnung erfolgt nach Algorithmus A gemal Anhang C
der ISO 13528 [3].

Folgende robuste Standardabweichungen werden herangezogen:

i) Robuste Standardabweichung aller Ergebnisse - S*,;
11) Robuste Standardabweichung von Einzelmethoden - S*myop ;i
mit mindestens 5 quantitativen Ergebnisangaben.

3.3 Ausschluss von Ergebnissen und AusreiBer

Ergebnisse kodnnen vorab von der statistischen Auswertung ausgeschlos-
sen werden, wenn offensichtliche grobe Fehler, wie z. B. falsche Ein-
heiten, Dezimalstellen, zu geringe Anzahl signifikanter Stellen (gil-
tige Ziffern) oder Angaben flir einen falschen Priifgegenstand vorliegen
[2]. Auch wenn ein Ergebnis z.B. mit einem Faktor >10 deutlich wvom
Mittelwert abweicht und einen Einfluss auf die robuste Statistik hat,
kann ein Ergebnis von der statistischen Auswertung ausgeschlossen wer -
den [3].

Alle Ergebnisse sollen mit mindestens 2 signifikanten Stellen (giltige
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 Variabilitdt und/oder =zu einer bi- oder mehrmodalen
Verteilung der Ergebnisse fihren, werden separat behandelt oder, wenn
dafiir zu wenige Ergebnisse vorliegen, ausgeschlossen. Hierflir erfolgt
die Prifung 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 Standardabwei -
chung wvom robusten Mittelwert abweichen, kénnen danach als AusreiBer
eingestuft werden [3]. Aufgrund der Anwendung der robusten Statistik
werden AusreiBer i.d.R. nicht von der Auswertung ausgeschlossen, so-
fern keine anderen Grinde vorliegen (s.o.) [3]. Ermittelte Ausreiler
werden 1im 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 (= Standardab-
weichung fir die Eignungsbeurteilung) kann nach unten dargestellten,
unterschiedlichen 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 Ana-
lysenmethoden erhaltenen statistischen Kenndaten hat Horwitz ein all-
gemeines Modell fir die Schatzung der Vergleichsstandardabweichung oz
abgeleitet [6]. Spater wurde das Modell von Thompson fiir bestimmte
Konzentrationsbereiche modifiziert [10]. Die Vergleichsstandardabwei -
chung oz kann als relative Zielstandardabweichung opt in % des zugewie-
senen Wertes verwendet werden und nach untenstehenden Gleichungen be-
rechnet werden [3]. Dabei wird fir die Konzentration c der zugewiesene
Wert Xpt eingesetzt.

Gleichungen Konzentrationsbereiche entspricht
or = 0,22c c < 1,2 x 1077 < 120 pg/kg
og = 0,02c084% 1,2 x 107< ¢ £ 0,138 2 120 upg/kg
or = 0,01c%3 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. 1in der Praxis von
ELISA- und PCR-Verfahren mit Messwerten im mg/kg Bereich nur in Aus-
nahmeféallen erreicht.

3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision

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

Gpt::Jag—fGE(m—l/nﬂ

Die in Tabelle 2a (ELISA) und Tabelle 2b (PCR) angegebenen relativen
Wiederholstandardabweichungen (RSD,) und relativen Vergleichsstandab-
weichungen (RSDy) wurden in Ringversuchen mittels der angegebenen Me-
thoden ermittelt. Die resultierenden Zielstandardabweichungen opt wur-
den fir eine Anzahl von m = 2 Wiederholmessungen berechnet. Bei einer
Anzahl von m = 1 1ist die Vergleichsstandardabweichung oz gleich der
Zielstandardabweichung opt.
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Tabelle 2a: ELISA-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen
(RSD,) und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDg) gemal
ausgewadhlter Auswertungen von Versuchen zur Prazision und die
resultierende Zielstandardabweichung opt [30-31]

Parameter Matrix Mittel- Wieder- «rob RSD, RSD; opt Methode /
werte findung RSD, Literatur
[mg/kg]
Erdnuss Vollmilch- 173,7 87 % - 8,8% 31% 30,4% |ELISA Herst. A
schokolade 33,8 85 % - 5,2% 20% 19,7% ASU 00.00-69
5,9 59 % - 7,8% 31% 30,5%
Erdnuss Vollmilch- 215,7 108 % - 5,9% 32% 31,7% ELISA Herst. B
schokolade 40,1 100 % - 7,2% 14% 13,0% ASU 00.00-69
10,1 101 % - 7,3% 16% | 15,1%
Erdnuss Feinherb- 148, 2 74 % - 6,0% 22% | 21,6% ELISA Herst. A
schokolade 30,9 77 % - 13% 25% 23,2% ASU 00.00-69
5,7 57 % - 6,1% 33% 132,7%
Haselnuss Feinherb- 16,3 81l % = 4,7% 12% | 11,5% ELISA Herst. A
schokolade 7,56 76 % = 8,9% 15% | 13,6% ASU 44.00-7
3,73 75 % = 13% 24% 22,2%
1,62 81l % = 15% 33% 1 31,2%
Haselnuss Feinherb- 21,3 106 % = 7,1% 14% ' 13,1% ELISA Herst. B
schokolade 10,7 107 % = 11% 19% | 17,3% ASU 44.00-7
4,69 94 % = 11% 17% | 15,1%
2,37 119 % = 9,3% 17% 16,4%

Aus den Prazisionsdaten der ASU §64 Methoden ergeben sich abhédngig wvon
Matrix bzw. Prozessierung und Konzentrationsbereich relative Zielstan-
dardabweichungen im Bereich von 11 - 32% fiir die ELISA-Methoden und 15
- 43% fir die PCR-Methoden (s. Tab. 2a und 2b).

Die Working Group on Prolamin Analysis and Toxicity (WGPAT) hat Ring-
versuche zur Validierung von zweil kommerziellen ELISA-Test-Kits zur
Gluten-Bestimmung mittels monoklonalem R5 Antikdérper durchgefiihrt
[24]. Es wurden 12 Lebensmittelproben mit Gliadingehalten im Bereich
von 0 - 168 mg/kg von 20 Laboratorien untersucht. Die Wiederfindungs-
raten lagen zwischen 65 und 110%, die relativen Wiederholstandardab -
weichungen lagen bei 13 - 25% (1. Methode) bzw. 11 - 22% (2. Methode)

und die relativen Vergleichsstandardabweichungen bei 23 - 47% (1. Me-
thode) bzw. 25 - 33% (2. Methode). Laut den Autoren erfiillten Dbeide

ELISA-Test-Kits damit die Validierungskriterien fiir ELISA Methoden
[24].

Das IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements) hat in
einem Ringversuch die Eignung finf verschiedener ELISA-Test-Kits zur
Bestimmung von Erdnuss getestet [27}. Die Mittelwerte lagen im Konzen-

trationsbereich wvon 0,3 - 16,1 mg/kg bzw. 1,2 - 20,4 mg/kg. Die je-
weils niedrigsten relativen Vergleichsstandardabweichungen der finf
Test-Kits lagen fir die Matrix Bitterschokolade bei 20 - 42% und fir

Kekse bei 23 - 61%.
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Tabelle 2b: PCR-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen
(RSD,) und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDg) gemahn
ausgewahlter Auswertungen von Versuchen zur Prazision und die
resultierende Zielstandardabweichung opt [32-36]

Parameter Matrix Mittel- Wieder- «rob RSD, RSDy opt Methode /
werte findung RSD, Literatur
[mg/kg]
Sellerie- Brihwurst 98,1 98,1 % - 12,6%120,7% 18,7% rt-PCR
samen (100°C, 60min) 45,5 114 % - 27,9% 34,7% 28,5% ASU 08.00-65
Sellerie- Wurst, 10,5 10,5 % - 25,8%139,4% 34,9% rt-PCR
samen autoklaviert ASU 08.00-65
Senf, braun / Wurst, auto-| 146,7 147 % = 12,3%122,0%/20,2% | rt-PCR
schwarz klaviert 50,0 125 % 17,2%131,6% 29,2% ASU 08.00-64
15,8 158 % 15,4% 1 27,1%|24,8%
Senf, braun / Wurst, auto-| 168,3 168 % = 11,4%31,6% 29,5%  rt-PCR
schwarz klaviert 52,9 132 % 10,0%23,1%/21,9% ASU 08.00-65
17,6 176 % 23,1% 46,3% 43,3%
Senf, weiB Brihwurst 79,9 80 % = 13,6%23,6% 21,6% | rt-PCR
(100°C, 60min) 37,0 93 % 15,7%129,2% 27,0% ASU 08.00-59
18,0 90 % 14,4% 30,6%|28,9%
8,0 80 % 15,4% 26,1% 23,7%
Senf, weiB Brithwurst 103, 3 103 % = 11,8%117,1%/14,9% rt-PCR
(100°C, 60 min) 45,9 115 % = 14,7%21,8% 19,2% ASU 08.00-65
Senf, weiB Wurst, 11,7 11,7 % = 24,1%134,3% 29,8% | rt-PCR
autoklaviert ASU 08.00-65
Sesam Reiskekse 94,6 95 % - 22,5%127,5% 22,4% | rt-PCR
15,7 79 % 26,0%39,5% 35,0% ASU 18.00-19
9,8 98 % 20,9% 33,5% 30,0%
Sesam Weizenkekse 96,9 79 % - 21,8%/33,0% 29,2% | rt-PCR
SoBenpulver 59,8 60 % 22,2% 43,2% 40,2% ASU 18.00-19
Sesam Reiskekse 88,9 89 % - 18,2%130,5% 27,7% rt—-PCR multiplex
17,8 89 % 34,2% 37,8%29,1% ASU 18.00-22
9,8 98 % 26,2%137,0% 32,0%
Sesam Weizenkekse 115 93 % - 16,7% 41,1% 39,4% rt-PCR multiplex
Sobenpulver 58,5 59 % 30,8% 44,4% 38,7% ASU 18.00-22
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3.4.3 Werte aus Erkenntnissen

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

Anforderungen an die Leistungsfahigkeit der Analysenmethoden zur gquan-
titativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln sind u.a. vom Mi-
nistry of Health and Welfare (MHLW) in Japan [22], von der Arbeits-
gruppe 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 [22]
und vom Codex Alimentarius Commitee (CAC/GL 74-2010) [18] erarbeitet
worden.

Die hier relevanten ELISA- bzw. PCR-Validierungskriterien der Gremien
sind in den Tabellen 3 und 4 angegeben.

Tabelle 3: ELISA-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard

[18-24] abweichung -abweichung

MHLW 2006 50 - 150% < 25%

CEN 2009 < 20%

AQOAC 2010 50 - 150% 6,9 - 34,4% @ 19,5 - 57,2% @
CAC 2010 70 - 120% < 25% < 35%

(a) = Beispiel aus hypothetischem Ringversuch im Konzentrationsbereich von 0,5 - 5 mg/kg

Tabelle 4: PCR-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard
[18] abweichung -abweichung

CAC 2010 + 25% @ < 25% < 35%

(a) = Trueness / Richtigkeit

Aufgrund der derzeitigen Leistungsfahigkeiten von ELISA- Dbzw. PCR-Me-
thoden zur quantitativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln,
die sich aus den Préazisionsdaten von Versuchen und aus den o.g. Vali-
dierungsanforderungen ableiten lassen, legen wir flir die relative
Zielstandardabweichung opt einen Wert von 25% fest.

Diese Zielstandardabweichung wurde zur statistischen Bewertung der Er-
gebnisse mittels z-Score bzw. falls erforderlich mittels z'-Score her-
angezogen 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 teil-
nehmenden Labore. Er besagt um welches Vielfache der Zielstandardab-
weichung (opt) das Ergebnis (xi) des betreffenden Teilnehmers vom zu-
gewiesenen Wert (Xpt) abweicht [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

Die Anforderungen an die Analytik gelten im Allgemeinen als erfiullt,
wenn

N
IN
N

IN
N

Zur Bewertung werden nachstehende z-Scores mit einer Zielstandardab-
weichung von 25% in der Auswertung angegeben:

i) z-Score - Zj (bezogen auf alle Ergebnisse)
11) z-Score - Zugraop i (bezogen auf Einzelmethoden)

3.5.1 Warn- und Eingriffssignale

Gemal der ISO 13528 fir statistische Verfahren fir Eignungsprifungen
wird empfohlen, dass ein Ergebnis, das einen z-Wert > 3,0 oder < - 3,0
ergibt, als ,Eingriffssignal“ zu werten ist [3]. Gleichermalen ist ein
z-Wert > 2,0 oder < -2,0 als ,Warnsignal"“ zu beurteilen. Ein einzelnes
sEingriffssignal™ oder aber ,Warnsignale“ bei zweil aufeinander folgen-
den LVU-Runden sind als Beleg dafir zu werten, dass eine Anomalie auf -
getreten ist, die untersucht werden muss. Eine Fehler- bzw. Ursachen-
analyse kann durch Priufung des Analysenablaufs inkl. Verstédndnis und
Umsetzung der Messung durch das Personal, Einzelheiten des Messab-
laufs, Kalibrierung von Gerédten und Zusammensetzung von Reagenzien,
Ubertragungs- bzw. Berechnungsfehler, Richtigkeit und Pridzision sowie
Einsatz von Referenzmaterial durchgefithrt werden. Falls notwendig,
muss auf die Probleme durch angemessene KorrekturmaRnahmen reagiert
werden [3].

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

haben gemal ISO 13528 nur Gultigkeit sofern 210 Ergebnisse vorliegen
[31.
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3.6 z'-Score

Der z'-Score kann u.a. zur Beurteilung der Ergebnisse der teilnehmen-
den Labore herangezogen werden, wenn die Standardunsicherheit des zu-
gewiesenen Wertes berilicksichtigt werden muss (s. 3.8). Der z'-Score
drlickt das Verhaltnis der Abweichung des Ergebnisses (xi) des betref-
fenden Teilnehmers vom zugewiesenen Wert zur Wurzel aus der Quadrat-
summe von Zielstandardabweichung (opt) und Standardunsicherheit (U(xpt))
aus [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

; Xi 7Xpt

zZ. =
2 2
\/Gpt U (xp0)

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

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 Laborver-
gleichsuntersuchung als aussagekraftig gelten, wenn der Quotient wvon
robuster Standardabweichung S* und Zielstandardabweichung opt nicht
Uber 2 liegt. Ein idber 2 liegender Wert bedeutet, dass die Prazision
nicht zufriedenstellend ist, d.h., dass die Prazision aus analytischen
Grliinden zu variabel ist oder die festgestellte Variation hoher ist als
flir die angewandte Methode geschatzt wurde. Somit ist eine Vergleich-
barkeit der Messergebnisse nicht gewahrleistet [3].

3.8 Standardunsicherheit und Riuckfihrbarkeit

Jeder zugewiesene Wert ist mit einer Standardunsicherheit behaftet,
die wvon der Analysenmethode, Unterschieden der eingesetzten Analysen-
methoden, dem Probenmaterial und der Anzahl der Teilnehmer (P) einer
LVU beeinflusst wird. Die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes
(Uxpty) wird fir die vorliegende LVU wie folgt berechnet [3]:

S*

Jp

Ist Uxpt) £ 0,3 opt muss die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wer-

ULX ) = 1,25 X
ot
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tes nicht beriicksichtigt werden [3]. Ein deutliches Uberschreiten des
Wertes von 0,3 ist ein Hinweis darauf, dass die Zielstandardabweichung
ggf. zu gering flir die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes
gewahlt wurde.

Die Riuckfihrbarkeit des zugewiesenen Wertes wird anhand des Konsens-
wertes als robuster Mittelwert der Teilnehmerergebnisse gewdhrleistet.

3.9 Graphische Darstellung der Bezugswerte

Die Bezugswerte (zugewiesene Werte und Zusatzniveau) werden als
farbige Linien in den Abbildungen der Ergebnisse dargestellt. Dies
ermdglicht einen optischen Vergleich der Einzelergebnisse mit den
verschiedenen Bezugswerten fir das Zusatzniveau eines Analyten
einerseits und die robusten Mittelwerte {ilber alle Methoden bzw. iber
Einzelmethoden andererseits.

3.10 Wiederfindungsraten: Dotierung

Fir die Ergebnisse von Dotierungsniveauprobe und dotierter Probe
werden Wiederfindungsraten 1in Bezug auf die zugesetzten Allergene
(Zusatzniveau) berechnet. Die Bezugswerte ergeben sich aus den unter
2.1 Untersuchungsmaterial in Tabelle 1 angegebenen Gehalten. Als
Akzeptanzbereich AB fiir die Bewertung der Teilnehmerergebnisse wird
der von der AOAC vorgeschlagene Bereich wvon 50 - 150% fir die
Wiederfindungsraten von Allergen-ELISAs herangezogen [23]. Fir
quantitative PCR- oder LC/MS-Bestimmungen wird ebenfalls dieser
Akzeptanzbereich herangezogen.
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4. Ergebnisse

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

Die Auswertung erfolgte getrennt nach ELISA und PCR-Methoden. Die
Ergebnisse wurden 1in den entsprechenden Kapiteln nach durchgefihrten
Methoden (Testkits) zusammengefasst und die Auswertenummern innerhalb
der Gruppen aufsteigend sortiert.

Die folgenden Ergebnisseiten sind flir die allergenen Bestandteile je-
weils gleich aufgebaut. Es werden zundchst die Ergebnisse aller ELISA-
bzw. PCR-Methoden zu einem Parameter fiir die Proben A und B (qualita-
tiv und ggf. quantitativ) wund danach fir die Dotierungsniveauprobe
(nur quantitativ) angegeben. Die Wiederfindungsraten der Ergebnisse
flir die Dotierungsniveauprobe und die dotierte Probe A oder B werden
anschlieBend behandelt.

Im Ergebnisteil werden alle quantitativen Teilnehmerergebnisse auf 3
signifikante Stellen (giltige Ziffern) formatiert dargestellt. Im Do-
kumentationsteil sind die Ergebnisse so angegeben wie sie von den
Teilnehmern tbermittelt wurden.

Um die Vergleichbarkeit von quantitativen Ergebnissen zu gewdhrleis-
ten, wurden Teilnehmerergebnisse mit unterschiedlichen Angaben (z.B.
als Protein oder allergenes Lebensmittel) soweit méglich von DLA har-
monisiert.

Die ELISA-Ergebnisse, die als Senf- und Sesamprotein angegeben wurden,
sind mit dem experimentell bestimmten Proteingehalt der Rohstoffe (s.
S.5) auf das Gesamtlebensmittel (Senfsamen, Sesamsamen) umgerechnet
worden.

In der vorliegenden LVU wurden die quantitativen PCR-Ergebnisse z.B.
fir Sellerie teilweise unklar bzw. nicht plausibel als Sellerie-DNA,
Selleriesamen, Sellerieknolle und/oder nur als Sellerie angegeben. Es
wurde von Vereinheitlichung aller PCR-Ergebnisangaben abgesehen.

Qualitativ werden die Ergebnisse anhand des Prozentsatzes positiver
bzw. negativer Ergebnisse Dbewertet. Sofern 2 75 % positive oder
negative Ergebnisse vorlagen, wurde flir die Dbetreffende Probe ein
Konsens-Ergebnis (positiv oder negativ) festgestellt. Fir Jjeden
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 anschlieRend die Ergebnisse aller Methoden und
von Einzelmethoden mit mindestens 5 quantitativen Ergebnissen
statistisch ausgewertet.
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In den Fallen, in denen eine statistische Auswertung der quantitativen

Messergebnisse durchgefihrt wurde,
folgendermaRen aufgefihrt:

werden die Ergebnisse tabellarisch

z-Score
XptaL

Auswerte-
nummer

Ergebnis Ergebnis

z-Score Methode Hinweis

Xpty

pos/neg [mg/kg]

Die Kenndaten der jeweiligen Vergleichsuntersuchung werden aufgefiihrt,

falls wenigstens 50% positive

Ergebnisangaben und
quantitative Messergebnisse vorliegen:

mindestens 5

Anzahl der Messergebnisse

Kenndaten Alle Ergebnisse Methode i
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewliesener Wert (Xpt) Xptars Xpturion 1

Anzahl der AusreilBer

Mittelwert
Median

Robuster Mittelwert (Xpt)

Robuste Standardabweichung (S*)

Zielkenndaten®:

Zielstandardabweichung opt bzw. opt’

untere Grenze des Zielbereichs
(Xpt — 20pt) bzw. (Xpt — 20pt’)°

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

Im Anschluss erfolgt die Darstellung der Wiederfindungsraten flir die

Ergebnisse von Dotierungsniveauprobe und dotierter Probe.

Die Anzahl

der Ergebnisse im Akzeptanzbereich von 50-150% wird aufsummiert.
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4.1 Vergleichsuntersuchung Sellerie

4.1.1 ELISA-Ergebnisse: Sellerie (Selleriesamen)

Anmerkung:
Es wurden keine ELISA-Bestimmungen von den Teilnehmern durchgefihrt.
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4.1.2 PCR-Ergebnisse: Sellerie (Selleriesamen)

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] [:::';ri'emn's"v‘:r'?;"
15 negativ positiv 61,9 2/2 (100%) ASU als Sellerie
24 negativ positiv 38,7 2/2 (100%) ASU als Selleriesamen, getr.
28 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
31 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
34 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
37 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
4 negativ positiv 2/2 (100%) FP als Sellerie-DNA
7 negativ positiv 2/2 (100%) Gl
32 negativ positiv 170 2/2 (100%) MS als Sellerie-DNA
2 negativ <1,0 positiv 8,75 2/2 (100%) SFA als Sellerie-DNA
26 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-4p
8 negativ <04 positiv >0.4 2/2 (100%) SFA-ID als Sellerie
12 negativ <1 positiv 119 2/2 (100%) SFA-ID als Sellerie
22 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
23 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
14 negativ <04 positiv 1,60 2/2 (100%) SFA-Q als Sellerie
5 negativ positiv 2/2 (100%) div
6 negativ positiv 2/2 (100%) div
17 - positiv 1/1 (100%) div
19 negativ positiv 2/2 (100%) div
21 negativ positiv 15,0 2/2 (100%) div als Sellerie-DNA, Sellerie-Knolle
25 negativ positiv 2/2 (100%) div
30 negativ positiv 2/2 (100%) div
35 negativ positiv 2/2 (100%) div
40 negativ <50 positiv 100 2/2 (100%) div als Sellerie
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 25 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 24 0 FP = foodproof Detection Kit, BIOTECON Diagnostics
Prozent positiv 0 100 Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent negativ 100 0 MS = Microsynth
Konsenswert negativ positiv SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen

SFA-4p = Sure Food Allergen 4plex, R-Biopharm / Congen
SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm / Congen
SFA-Q = Sure Food Allergen Quant, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode

div = not indicated / other method

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

Anmerkung:
Aufgrund der hohen Streuung der Ergebnisse und der geringen Anzahl er-

folgte keine statistische Auswertung. Zudem wurden die quantitativen
PCR-Ergebnisse fiir Sellerie teilweise unklar bzw. nicht plausibel als
Sellerie-DNA, Selleriesamen, Sellerieknolle und/oder nur als Sellerie
angegeben.

Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results

180 - [ Sample B
160 ——— Spike
140 — X ALL
120 = ®— ASU
o FP
a\é 100 e Gl
£ 80 o VS
60 —@— SFA
40 —@— SFA-4p
—@— SFA-D
20 —e— SFA-Q
0 .OW..T'MOHT.T.QTHT.T —e— div

152428313437 4 7 32 2 26 8 12222314 5 6 17 19 21 25 30 35 40

Auswertenummer / Evaluation number

Abb./Fig. 1: PCR-Ergebnisse Sellerie (Probe B)
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse (informativ)
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Spiking Level Sample: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
80 1 Spiking
o Level
70 - Sample
60 ~——— Spike
2 50 . X ALL
> 40 ASU
£ FP
30 m oGl
20 ®— MS
] Q —&— SFA-4p
0 L an o OO eT0 © ® SFA-ID
1524 28313437 4 7 32 2 26 8 12222314 5 6 17 19 21 25 30 35 40 ®— SFA-Q
Auswertenummer / Evaluation number ch
Abb./Fig. 2: PCR-Ergebnisse Sellerie (Dotierungsniveauprobe)
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse (informativ)

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
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Quantitative Auswertung PCR: Dotierungsniveauprobe

Anmerkung:
Aufgrund der hohen Streuung der Ergebnisse und der geringen Anzahl er-

folgte keine statistische Auswertung. Zudem wurden die quantitativen
PCR-Ergebnisse fiir Sellerie teilweise unklar bzw. nicht plausibel als
Sellerie-DNA, Selleriesamen, Sellerieknolle und/oder nur als Sellerie
angegeben.

Auswerte- | Sellerie | Sellerie | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta
pos/neg [mg/kg]
15 positiv 18,8 ASU als Sellerie
24 positiv 30,0 ASU als Selleriesamen, getr.
28 positiv ASU
31 positiv ASU
34 positiv ASU
37 positiv ASU
4 positiv 6,47 FP als Sellerie-DNA
7 negativ Gl
32 positiv 70,0 MS als Sellerie-DNA
2 positiv 7,88 SFA als Sellerie-DNA
26 positiv SFA-4p
8 positiv >04 SFA-ID als Sellerie
12 positiv 62,2 SFA-ID als Sellerie
22 SFA-ID
23 positiv SFA-ID
14 positiv 1,68 SFA-Q als Sellerie
5 positiv div
6 positiv div
17 div
19 positiv div
21 positiv 10 div als Sellerie-DNA, Sellerie-Knolle
25 positiv div
30 positiv div
35 positiv div
40 positiv <100 div als Sellerie
Methoden:
Anzahl positiv 22 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 1 FP = foodproof Detection Kit, BIOTECON Diagnostics
Prozent positiv 96 Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent negativ 4 MS = Microsynth
Konsenswert positiv SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen

SFA-4p = Sure Food Allergen 4plex, R-Biopharm / Congen
SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
SFA-Q = Sure Food Allergen Quant, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode

div = not indicated / other method
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Wiederfindungsraten PCR fiir Sellerie (ausschlieBlich informativ) :
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] [mg/kg] [%]
15 18,8 41 61,9 130 ASU als Sellerie
24 30,0 65 38,7 81 ASU als Selleriesamen, getr.
28 ASU
31 ASU
34 ASU
37 ASU
6,47 14 FP als Sellerie-DNA
7 Gl
32 70,0 151 170 358 MS als Sellerie-DNA
2 7,88 17 8,75 18 SFA als Sellerie-DNA
26 SFA-4p
8 > 0.4 > 04 SFA-ID als Sellerie
12 62,2 134 119 251 SFA-ID als Sellerie
22 SFA-ID
23 SFA-ID
14 1,68 4 1,60 3 SFA-Q als Sellerie
5 div
6 div
17 div
19 div
21 10,0 22 15,0 32 div als Sellerie-DNA, Sellerie-Knolle
25 div
30 div
35 div
40 <100 100 210 div als Sellerie
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 2 Anzahl im AB 2 ASU = ASU §64 Methode/method
FP = foodproof Detection Kit, BIOTECON Diagnostics
Prozent im AB 25 Prozent im AB 25 Gl = GEN-IAL First Allergen
MS = Microsynth
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Selleriesamen, s. Seite 5 SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen
** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs SFA-4p = Sure Food Allergen 4plex, R-Biopharm / Congen

SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
SFA-Q = Sure Food Allergen Quant, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode

div = not indicated / other method

Anmerkung:
Die Angabe der Wiederfindungsraten fir Sellerie mittels PCR-Bestimmung

erfolgt ausschlieBlich informativ, welil elinerseits die BezugsgréBe
Selleriesamen ist (s. S.5) und andererseits die Angaben der quantita-
tiven Ergebnisse der Teilnehmer teils anderen Bezug haben und teils
der Bezug nicht plausibel 1ist.
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4.2 Vergleichsuntersuchung Senf

4.2.1 ELISA-Ergebnisse: Senf (Sinapis alba)

Qualitative Auswertung der Ergebnisse:

Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mglkg] pos/neg [mglkg] l:;f':z':;’:;";’:f::
6 negativ <2 positiv 48,4 2/2 (100%) AQ
7 negativ 0 positiv > 40 2/2 (100%) AQ
33 negativ <2 positiv 42,9 2/2 (100%) AQ
29 negativ <2 positiv 89,6 2/2 (100%) BC
13 negativ 0 positiv 93,5 2/2 (100%) BF
8 negativ <1 positiv 49,0 2/2 (100%) ES Ergebnis umgerechnet °
38 negativ <1.2 positiv 100 2/2 (100%) IL
2 negativ <0,5 positiv 72,8 2/2 (100%) RS-F
5 negativ <05 positiv 56,9 RS-F
14 negativ <0,1 positiv 83,5 2/2 (100%) RS-F
17 negativ positiv 2/2 (100%) RS-F
20 negativ <0,5 positiv > 13,5 2/2 (100%) RS-F
23 negativ <0,5 positiv 83,0 2/2 (100%) RS-F
28 negativ <BG positiv 110 RS-F
31 negativ positiv 96,0 2/2 (100%) RS-F
9 negativ <25 positiv 50,1 2/2 (100%) VT
10 negativ <25 positiv 94,0 2/2 (100%) VT
11 negativ <25 positiv 109 VT
12 negativ <25 positiv 82,0 2/2 (100%) VT
18 negativ <NWG positiv 267 2/2 (100%) VT Ergebnis umgerechnet °
27 negativ <25 positiv 110 2/2 (100%) VT
30 negativ <25 positiv 66,0 2/2 (100%) VT
36 negativ ND positiv 38,0 2/2 (100%) VT
40 negativ <25 positiv 75,0 2/2 (100%) VT
° Umrechnung S. 19
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 24 AQ = AgraQuant, RomerLabs
Anzahl negativ 24 0 BC = BioCheck ELISA
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
VT = Veratox, Neogen
Anmerkung:

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

Auswerte- Senf z-Score | z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptrss Xptyr
[mglkg]
6 48,4 -1,6 AQ
7 > 40 AQ
33 42,9 -1,8 AQ
29 89,6 0,50 BC
13 93,5 0,70 BF
8 49,0 -1,5 ES Ergebnis umgerechnet °
38 100 1,0 IL
2 72,8 -0,34 -0,52 RS-F
5 56,9 -1.1 -1,3 RS-F
14 83,5 0,20 -0,01 RS-F
17 RS-F
20 > 13,5 RS-F
23 83,0 0,17 -0,03 RS-F
28 110 1,5 1,3 RS-F
31 96,0 0,83 0,59 RS-F
9 50,1 -1,5 -1,6 VT
10 94,0 0,72 0,44 VT
11 109 1,5 1,1 VT
12 82,0 0,12 -0,13 VT
18 267 9,4 8,6 VT Ergebnis umgerechnet °
27 110 1,5 1,2 VT
30 66,0 -0,68 -0,88 VT
36 38,0 -2,1 2,2 VT
40 75,0 -0,23 -0,46 VT

Kernel Density Plot
Fixed h: 14.92

0,014

0,012

0,01

0,006

0,004

T ¥
100 150

AN

200 250

300 350

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schatzung =zeigt anndhernd eine symmetrische Verteilung

der Ergebnisse mit einer Schulter bei ca. 50 mg/kg mit einzelnen Er-

° Umrechnung S. 19
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs
BC = BioCheck ELISA
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
ES = ELISA-Systems
IL = Immunolab
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen

Abb. / Fig. 3:
Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Er-
gebnisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptay)

Kernel density plot of all ELISA re-
sults (With h = O, 75 x Opt of XptALL)
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gebnissen der Methoden AQ, ES, RS-F und VT und einem Nebenpeak bei ca.
270 mg/kg (Einzelergebnis Methode VT, ggf. inkorrekte Ergebnisangabe
als Protein) (s. Abb. 3).

Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Senf

Probe B

Alle Ergebnisse |[Methode RS-F |Methode VT
Kenndaten

[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]

Zugewiesener Wert (Xpt) XptALL Xptm:mon RS-F XPtMETHOD vT
Anzahl der Messergebnisse 21 6 9
Anzahl der Ausreifler = = -
Mittelwert 86,5 83,7 99,0
Median 83,0 83,3 82,0
Robuster Mittelwert (Xpt) 79,6 83,7 84,7
Robuste Standardabweichung (S¥*) 28,1 20,8 36,0
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 19,9 20,9 21,2
Untere Grenze des Zielbereichs 39,8 41,9 42,4
Obere Grenze des Zielbereichs 119 126 127
Quotient S*/opt 1,4 0,99 1,7
Standardunsicherheit U/ (xpt) 7,68 10,6 15,0
Ergebnisse im Zielbereich 19 6 7
Prozent im Zielbereich 90 100 78
Methoden:

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

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte keine eindeutigen methodenabhdngigen
Unterschiede.

Die Auswertungen der Ergebnisse aller Methoden und von Methode RS-F
und von Methode VT zeigten eine normale bis geringe Variabilitdt der
Ergebnisse. Der Quotient S*/opt lag jeweils unter 2,0. Die robuste
Standardabweichung 1liegt 1im Bereich von etablierten Werten filir die
Wiederhol- wund Vergleichsstandardabweichung der eingesetzten Bestim-
mungsmethoden (vgl. 3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und
3.4.3 Werte aus Erkenntnissen). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
ist gegeben. Diese Aussage 1ist fiir die methodeniibergreifende Auswer -
tung nur eingeschrdnkt gililtig, da flir einige Methoden nur wenige Er-
gebnisse vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 132%, 139% bzw.
140% vom Zusatzniveau von Senf zu Probe B, 1innerhalb der relevanten
Anforderungen fiir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und '"Wiederfin-
dungsraten ELISA fir Senf" S5.35).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
280 — [ Sample B
240 — Spike
— X ALL
200 —— X RS-F
2 160 — X VT
€ 120 @ BC
— m ® - BF
80 = ﬁﬁg%;%g%:ﬁ ®—ES
40 — @ |
U —e— RS-F
0 L_an 4 o —@— VT
6 7 332913 8 38 2 5 1417 20 23 28 31 9 10 11 12 18 27 30 36 40
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 4: ELISA-Ergebnisse Senf
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS-F
dunkelgline Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode VT

runde Symbole Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Probe B / Sample B z - Scores

\

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

1
so [

-2,0
-3,0
4,0

-5,0

Zugewiesener Wertt: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

36336 8 9 530 2 401223142913 10 3138 11 27 28 18

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 5:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Senf) Zugewiesener Wert: robuster
Mittelwert aller Ergebnisse
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Probe B / Sample B z - Scores
5,0

4,0
3,0
2,0
1,0 IIII
0,0 IIII e _

-1,0

-2,0
-3,0
4,0

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

5 2 23 14 31 28

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 6:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Senf) Bezugswert robuster Mittelwert
Ergebnisse Methode RS-F (R-Biopharm, Ridascreen Fast)

Probe B / Sample B z - Scores S
50
Zugewiesener Wert: X Methode VT / Assigned Value Method VT
4,0
3,0
2,0

1,0 . .
0,0 - -

"1 B

2,0

-3,0
4,0

36 9 30 40 12 10 11 27 18

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 7:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Senf) Bezugswert robuster Mittelwert
Ergebnisse Methode VT (Veratox, Neogen)
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Quantitative Auswertung ELISA: Dotierungsniveauprobe

Auswerte- Senf z-Score | z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta, Xptgs.r Xptyr
[maglkg]
6 166 2,4 AQ
7 > 40 AQ
33 151 1,8 AQ
29 101 -0,09 BC
13 87,9 -0,59 BF
8 68,6 -1,3 ES Ergebnis umgerechnet °
38 125 0,84 IL
2 108 0,18 0,22 RS-F
5 99,2 -0,16 -0,12 RS-F
14 112 0,33 0,37 RS-F
17 RS-F
20 > 13,5 RS-F
23 79,0 -0,94 -0,91 RS-F
28 110 0,27 0,31 RS-F
31 98,9 -0,17 -0,13 RS-F
9 84,0 -0,75 -0,66 VT
10 118 0,55 0,68 VT
11 126 0,88 1,0 VT
12 102 -0,05 0,06 VT
18 VT
27 93,7 -0,37 -0,27 VT
30 100 -0,13 -0,02 VT
36 87,0 -0,63 -0,54 VT
40 95,0 -0,32 -0,22 VT
¢ Umrechnung S. 19
Methoden:
Kernel Density Plot AQ = AgraQuant, RomerLabs
Fixed h: 19.36 BC = BioCheck ELISA
0.016 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
ES = ELISA-Systems
0.014 IL = Immunolab

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

0.012
0.01

0.008

Abb. / Fig. 8:

0008 Kerndichte-Schdtzung aller ELISA-Er-
0.004 gebnisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaw)
0002 Kernel density plot of all ELISA re-
0 ‘ ‘ ‘ ‘ sults (with h = 0,75 x Opt of Xptau)
0 50 100 150 200 250
Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung zeigt anndhernd eine symmetrische Verteilung.
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Senf

Dotierungsniveauprobe

Kenndaten Alle Ergebnisse [Methode RS-F | Methode VT
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, . Xpt, rwop rs-F Xpt ron vr
Anzahl der Messergebnisse 20 6 8
Anzahl der AusreilBer = = =
Mittelwert 106 101 101
Median 100 104 97,5
Robuster Mittelwert (Xpt) 103 102 100
Robuste Standardabweichung (S*) 19,4 11,1 16,0
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 25,8 25,6 25,1
Untere Grenze des Zielbereichs 51,6 51,2 50,2
Obere Grenze des Zielbereichs 155 153 151
Quotient S*/opt 0,75 0,43 0,64
Standardunsicherheit U (xpt) 5,41 5,65 7,08
Ergebnisse im Zielbereich 19 6 8
Prozent im Zielbereich 95 100 100
Methoden:

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

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte keine eindeutigen methodenabhdngigen
Unterschiede.

Die Verteilung der Ergebnisse aller Methoden sowie filir Methode RS-F
und Methode VT zeigte jewelils eine geringe Variabilitdt. Die Quotien-
ten S*/opt lagen unter 1,0. Die robusten Standardabweichungen liegen
im Bereich von etablierten Werten fiir die Wiederhol- und Vergleichs-
standardabweichung der eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl. 3.4.2
Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Erkennt-
nissen). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist gegeben. Diese Aussa-
ge 1ist filir die methodeniibergreifende Auswertung nur eingeschridnkt gil -
tig, da filir einige Methoden nur wenige Ergebnisse vorlagen.

Die robusten Mittelwerte der Auswertungen lagen mit 175%, 173% bzw.
170% vom Zusatzniveau von Senf zur Dotierungsniveauprobe oberhalb der
relevanten Anforderungen fir die eingesetzten Methoden (s. 3.4.3 und
"Wiederfindungsraten ELISA fur Senf", s.5.35).
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Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
180 1 Spiking
160 - Level
140 Sample
120 w - - —Spike
2 100 _ - — X ALL
© o H H H —— XRS-F
— XVT
. I, il |
—o— AQ
40 BC
20 ®  BF
0 ome=e o o ° —E5
6 7 332913 8 38 2 5 1417 20 23 28 31 9 10 11 12 18 27 30 36 40 ——1
~—@— RS-F
Auswertenummer / Evaluation number —o— VT
Abb./Fig. 9: ELISA-Ergebnisse Senf
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
blaue Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS-F
dunkelgline Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode VT
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Dotierungsniveauprobe / Spiking level sample z - Scores
5,0

4,0
3,0
2,0

1,0

o,olll..----———

Zugewiesener Wertt: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

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

8 23 9 3613274031 5302912 2 28141038 1133 6

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 10:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Senf) Zugewiesener Wert: robuster
Mittelwert aller Ergebnisse
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Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
jg Zugewiesener Wert: XMethode RS-F / Assigned Value Method RS-F
3.0
2,0
1,0
0,0 — ] |
-1,0 -

-2,0
-3,0
-4,0
23 31 5 2 28 14
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 11:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Senf) Bezugswert robuster Mittelwert
Ergebnisse Methode RS-F(R-Biopharm, Ridascreen Fast)

Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores

451,2 Zugewiesener Wert: X Methode VT / Assigned Value Method VT

3,0

2,0

1,0

0,0 - [ — — — T - -
-1,0

-2,0

-3,0

-4,0

9 36 27 40 30 12 10 11
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 12:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse als Senf) Bezugswert robuster Mittelwert
Ergebnisse Methode VT (Veratox, Neogen)
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Wiederfindungsraten ELISA fiir Senf:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] [mg/kg] [%]
6 166 282 48,4 80 AQ
7 > 40 > 40 AQ
33 151 256 42,9 71 AQ
29 101 171 89,6 149 BC
13 87,9 149 93,5 155 BF
8 68,6 117 49,0 81 ES Ergebnis umgerechnet °
38 125 213 100 166 IL
2 108 184 72,8 121 RS-F
5 99,2 169 56,9 94 RS-F
14 112 190 83,5 138 RS-F
17 RS-F
20 > 13,5 > 13,5 RS-F
23 79,0 134 83,0 138 RS-F
28 110 187 110 183 RS-F
31 98,9 168 96,0 159 RS-F
9 84,0 143 50,1 83 VT
10 118 200 94,0 156 VT
11 126 214 109 181 VT
12 102 173 82,0 136 VT
18 267 443 VT Ergebnis umgerechnet °
27 93,7 159 110 182 VT
30 100 170 66,0 109 VT
36 87,0 148 38,0 63 VT
40 95,0 162 75,0 124 VT
°Umrechnung S. 19
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 5 Anzahl im AB 13 AQ = AgraQuant, RomerLabs
BC = BioCheck ELISA
Prozent im AB 25 Prozent im AB 62 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
ES = ELISA-Systems
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Senfsamen, s. Seite 5 IL = Immunolab
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm

VT = Veratox, Neogen

Anmerkung:

25% (5) der Teilnehmer haben mit der Dotierungsniveauprobe mittels
ELISA eine Wiederfindungsrate 1im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-
150% erhalten. Fiir die dotierte Lebensmittelmatrix-Probe B lagen 62%
(13) der Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich.
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4.2.2 PCR-Ergebnisse: Senf (Sinapis alba)

Qualitative Auswertung der Ergebnisse:

Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mglkg] posineg [mglkg] L:;f';z'fs'e':'s"“‘::f’;"
3 negativ < 31 positiv > 400 2/2 (100%) ASU Senf, Wse;&fﬁa;olz:ini:‘;d%z r;w arzer
15 negativ positiv 66,6 2/2 (100%) ASU
24 negativ positiv 114 2/2 (100%) ASU
28 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
7 negativ positiv 2/2 (100%) Gl
32 negativ positiv 30,0 2/2 (100%) MS
2 negativ <1,0 positiv 17,8 2/2 (100%) SFA
26 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-4p
8 negativ <04 positiv > 0,4 2/2 (100%) SFA-ID
12 negativ <1 positiv 29,8 2/2 (100%) SFA-ID
22 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
19 negativ positiv 2/2 (100%) div
21 negativ positiv 120 2/2 (100%) div
25 negativ positiv 2/2 (100%) div
30 negativ positiv 2/2 (100%) div
34 negativ positiv 2/2 (100%) div
37 negativ positiv 2/2 (100%) div
35a negativ positiv 2/2 (100%) div
35b negativ negativ 1/2 (50%) div Senf braun und/oder schw arz
40a negativ <10 negativ <10 1/2 (50%) div Senf braun
40b negativ <100 positiv <400 2/2 (100%) div Senf gelb
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 19 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 21 2 Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent positiv 0 a0 MS = Microsynth
Prozent negativ 100 10 SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen
Konsenswert negativ positiv SFA-4p = Sure Food Allergen 4plex, R-Biopharm / Congen
SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm / Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode
div = not indicated / other method
Anmerkung:

Die Konsenswerte stehen in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-
Zwel negative Ergebnisse filir Probe B
wurden mit fiir braunen und/oder schwarzen Senf spezifischen PCR-Metho -
den erhalten.

rung von Probe B mit gelbem Senf.
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Quantitative Auswertung PCR: Probe B

Aufgrund der hohen Streuung und der geringen Anzahl von Ergebnissen

erfolgte keine statistische Auswertung.

Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results

[ Sample B

120 - -
= Spike
100 —— XALL
o 80 ~—@— ASU
2 — e
€ o MS
40 ®— SFA
20 —e— SFA-4p
D —@— SFA-ID
0  OFOTeTe [ J o o 0 0 6 0 0 0 0 ¢ @ div
3 15 24 28 7 32 2 26 8 12 22 19 21 25 30 34 37 35a35b40a40b
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 13: PCR-Ergebnisse Senf (Probe B)
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
robuster Mittelwert aller Ergebnisse (informativ)

rote Linie =

runde Symbole = Legende)

Zuordnung der Methoden (s.

[ Spiking
Level
Sample

=~ Spike

—— X ALL

—@— ASU
Gl

® MS
@ SFA

—@— SFA-4p

~—@— SFA-ID

—@— div

Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
120
100 | ]
80
3) S
> 60
E a—
40
20
0 L o= l;] D ® o o & 0 & 0 0 0 0 o
3 15 24 28 7 32 2 26 8 12 22 19 21 25 30 34 37 35a35b40a40b
Auswertenummer / Evaluation number

Abb./Fig. 14: PCR-Ergebnisse Senf
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

(Dotierungsniveauprobe)

(informativ)
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Quantitative Auswertung PCR: Dotierungsniveauprobe

Aufgrund der hohen Streuung und der geringen Anzahl von Ergebnissen
erfolgte keine statistische Auswertung. Zudem wurden die quantitativen
PCR-Ergebnisse fir Senf teilweise unklar bzw. nicht plausibel als Sen-
f-DNA angegeben.

Auswerte- Senf Senf z-Score Methode Hinweis
nummer Xptaw
pos/neg [mg/kg]
3 positiv > 400 ASU Senf, w eill
15 positiv 47,2 ASU Senf
24 positiv 106 ASU Senfsaat, w eill
28 positiv ASU
7 positiv Gl
32 positiv 6,00 MS Senf-DNA
2 positiv 19,6 SFA Senf-DNA
26 positiv SFA-4p
8 positiv >0.4 SFA-ID
12 positiv 26,3 SFA-ID Senf
22 SFA-ID
19 positiv div
21 positiv 70,0 div Senf-DNA, gelber Senf
25 positiv div
30 positiv div
34 positiv div
37 positiv div
35a positiv div
35b positiv div Senf, braun und schwarz
40a negativ <10 div Senf braun
40b positiv <400 div Senf gelb
Methoden:
Anzahl positiv 19 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 1 Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent positiv 95 MS = Microsynth
Prozent negativ 5 SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen
Konsenswert positiv SFA-4p = Sure Food Allergen 4plex, R-Biopharm / Congen

SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
div = keine genaue Angabe / andere Methode
div = not indicated / other method
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Wiederfindungsraten PCR fiir Senf (ausschlieBlich informativ):
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mgl/kg] [%] [mg/kg] [%]
3 > 400 > 400 ASU Senf, w eil}
15 47,2 80 66,6 110 ASU Senf
24 106 180 114 189 ASU Senfsaat, w eil
28 ASU
7 Gl
32 6,00 10 30,0 50 MS Senf-DNA
2 19,6 33 17,8 30 SFA Senf-DNA
26 SFA-4p
8 > 0.4 > 0.4 SFA-ID
12 26,3 45 29,8 49 SFA-ID Senf
22 SFA-ID
19 div
21 70,0 119 120 199 div Senf-DNA, gelber Senf
25 div
30 div
34 div
37 div
35a div
35b div
40a <10 <10 div Senf braun
40b <400 <400 div Senf gelb
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 2 Anzahl im AB 2 ASU = ASU §64 Methode/method
Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent im AB 33 Prozent im AB 33 MS = Microsynth
SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen

* Wiederfindungsrate 100% BezugsgréRe: Senf-Samen, s. Seite 5
** Akzeptanzbereich der AOAC fr Allergen-ELISAs

Anmerkung:

SFA-4p = Sure Food Allergen 4plex, R-Biopharm/ Congen
SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen

div = keine genaue Angabe / andere Methode

div = not indicated / other method

Die Angabe der Wiederfindungsraten filir Senf mittels PCR-Bestimmung er-
folgt ausschlieBlich informativ, weil einerseits die BezugsgrdBe Senf -
samen (Sinapis alba) ist (s. S.5) und andererseits die Angaben der
quantitativen Ergebnisse der Teilnehmer teils anderen Bezug haben bzw.
der Bezug nicht plausibel ist (Angabe als DNA).
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4.3 Vergleichsuntersuchung Sesam
4.3.1 ELISA-Ergebnisse: Sesam

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] | posineg | [mglkg] ‘ﬁf’i?,f‘;ﬂ!l‘;’.ﬁi"
6 negativ <2 positiv 24,5 2/2 (100%) AQ
7 negativ 0 positiv > 30 2/2 (100%) AQ
5 negativ <20 positiv 29,1 2/2 (100%) BC
29 negativ <2 positiv 21,8 2/2 (100%) BC
13 negativ 0 positiv 35,3 2/2 (100%) BF
10 negativ <20 positiv 22,5 2/2 (100%) EF
30 negativ <2 positiv 26,0 2/2 (100%) EF
33 negativ <2 positiv 26,0 2/2 (100%) EF
8 negativ < 0,55 positiv 30,0 2/2 (100%) ES Ergebnis umgerechnet °
18 negativ < LOD positiv 3,52 2/2 (100%) ES Ergebnis umgerechnet °
9 negativ <11 positiv 37,8 2/2 (100%) ES-n Ergebnis umgerechnet °
36 negativ ND positiv 30,9 2/2 (100%) ES-n Ergebnis umgerechnet °
38 negativ <0,5 positiv 27,0 2/2 (100%) L
17 negativ positiv 2/2 (100%) NL
28 negativ <BG positiv 27,3 2/2 (100%) NL-E
1 negativ <25 positiv 89,0 2/2 (100%) RS-F
3 negativ <25 positiv 89,0 2/2 (100%) RS-F
12 negativ <25 positiv 64,8 2/2 (100%) RS-F
14 negativ <0,14 positiv 78,0 2/2 (100%) RS-F
20 negativ <25 positiv > 20 2/2 (100%) RS-F
22 negativ positiv 58,0 2/2 (100%) RS-F
23 negativ <25 positiv 120 2/2 (100%) RS-F
27 negativ <25 positiv 99,8 2/2 (100%) RS-F
31 negativ positiv 103 2/2 (100%) RS-F
39 negativ positiv 30,0 2/2 (100%) RS-F Ergebnis umgerechnet °
1" negativ <25 positiv 165 2/2 (100%) VT
16 negativ <25 positiv 228 2/2 (100%) VT
40 negativ <25 positiv 170 2/2 (100%) VT
° Umrechnung S. 19
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 28 AQ = AgraQuant, RomerLabs
Anzahl negativ 28 0 BC = BioCheck ELISA
Prozent positiv 0 100 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
Prozent negativ 100 0 EF = Eurofins Technologies
Konsenswert negativ positiv ES = ELISA Systems
ES-n = ELISA Systems neu
IL = Immunolab
NL = nutriLinia® Allergen-ELISA
NL-E = nutriLinia®E Allergen-ELISA
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen
Anmerkung:

Die Konsenswerte stehen in qualitativer Ubereinstimmung mit Probe
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Quantitative Auswertung ELISA: Probe B

Auswerte- Sesam z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xptaiao Xptgss
[mglkg]

6 24,5 -0,41 AQ

7 > 30 AQ

5 29,1 0,26 BC

29 21,8 -0,81 BC

13 35,3 1,2 BF

10 22,5 -0,70 EF

30 26,0 -0,19 EF

88 26,0 -0,19 EF

8 30,0 0,40 ES Ergebnis umgerechnet °
18 3,52 -3,5 ES Ergebnis umgerechnet °
9 37,8 1,5 ES-n Ergebnis umgerechnet °
36 30,9 0,53 ES-n Ergebnis umgerechnet °
38 27,0 -0,05 IL

17 NL

28 27,3 0,00 NL-E

89,0 0,32 RS-F

3 89,0 0,32 RS-F

12 64,8 -0,86 RS-F

14 78,0 -0,22 RS-F

20 > 20 RS-F

22 58,0 -1,2 RS-F

23 120 1,8 RS-F

27 99,8 0,84 RS-F

31 103 1,0 RS-F

39 30,0 -2,5 RS-F Ergebnis umgerechnet °
11 165 VT

16 228 VT
40 170 VT

¢ Umrechnung S. 19
Methoden:
AQ = AgraQuant, RomerLabs
BC = BioCheck ELISA
BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
EF = Eurofins Technologies
ES = ELISA Systems
ES-n = ELISA Systems neu
IL = Immunolab
NL = nutriLinia® Allergen-ELISA
NL-E = nutriLinia®E Allergen-ELISA
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen

Anmerkungen: ndchste Seite
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Die Kerndichte-Schatzung (Abb. 15) und die Darstellung der Ergebnisse
(Abb. 16) zeigen eine deutliche methodenabhédngige Verteilung der Er-
gebnisse, sodass keine gemeinsame Auswertung der Ergebnisse aller Me-
thoden vorgenommen wurde. Es wurde nur eine gemeinsame Auswertung der
Methoden vorgenommen, deren Ergebnisse auf den Hauptpeak bei ca.
30 mg/kg entfallen. Zusdtzlich wurde fur die Methoden ab 5 quantitati -
ven Ergebnissen eine Einzelauswertung vorgenommen (Methode RS-F).

Kernel Density Plot
Fixed h: 10.88

0,018

0,016

Abb. / Fig. 15:
oo Kerndichte-Schédtzung aller ELISA-Er-
0012 gebnisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptay)

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

0,008

0,006

0,004

0,002

T u
0 50 100 150 200 250 300

Anmerkung:

Die Kerndichte-Schidtzung zeigt einen Hauptpeak bei ca. 30 mg/kg. Ein
weiteres Maximum bei ca. 100 mg/kg geht auf Ergebnisse der Methode RS-
F zuriick und zwei kleinere Nebenpeaks bei ca. 170 und 225 mg/kg sind
Ergebnisse der Methode VT.
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Kenndaten: Quantitative Auswertung ELISA Sesam
Probe B

Meth. Peak 30 | Methode RS-F
Kenndaten [mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, Xpt, o op RS
Anzahl der Messergebnisse 13 S
Anzahl der AusreilBler - -
Mittelwert 26,3 81,3
Median 27,0 89,0
Robuster Mittelwert (Xpt) 27,3 82,5
Robuste Standardabweichung (S¥*) 5,61 28,2
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 6,83 20,6
Untere Grenze des Zielbereichs 13,7 41,2
Obere Grenze des Zielbereichs 41,0 124
Quotient S*/opt 0,82 1,4
Standardunsicherheit U(xpt) 1,95 11,8
Ergebnisse im Zielbereich 12 8
Prozent im Zielbereich 92 89

Methoden:

Peak 30 = AgraQuant, BioCheck, BioFront Technologies, Eurofins Technologies, ELISA
Systems (2 Methoden), Immunolab, Nutrilinia (2 Methoden)
RS-F = R-Biopharm, Ridascreen® Fast

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung zeigte klar methodenabhdngige Unterschiede,
daher wurde keine gemeinsame Auswertung der Ergebnisse aller Methoden
vorgenommen. Die Auswertung erfolgte filir alle Ergebnisse des Haupt-
peaks ("Peak 30") sowie einzeln filir die Methode RS-F mit mehr als 5
Einzelergebnissen.

Die Auswertung der Ergebnisse von Peak 30 sowie flir Methode RS-F zeig-
ten eine normale bis geringe Variabilitdt der Ergebnisse. Die Quotien-
ten S*/opt lagen deutlich unter 2,0. Die robusten Standardabweichungen
liegen im Bereich von etablierten Werten fiir die Wiederhol- und Ver-
gleichstandardabweichung der eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl.
3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Er-
kenntnissen). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist gegeben.

Der robuste Mittelwert der Auswertung der Methoden von Peak 30 lag mit
72% vom Zusatzniveau von Sesam zu Probe B innerhalb der relevanten An-
forderungen fiir die eingesetzten Methoden. Fiir Methode RS-F lag der
robuste Mittelwert mit 218% deutlich oberhalb dieses Bereichs (s.
3.4.3 und "Wiederfindungsraten ELISA fiir Sesam", s.5.58).
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
240 l:lSampIeB
m —— Spike
210 —— XALL
180 = X RS-F
= N —o— AQ
2 150 o BC
> 120 - ® - BF
E o - ul o EF
—o— ES
60 ( I H I —e— ES-n
30 S— —0— L
ODTQDQ MLWDQULT'M%&J e
—&— NL-E
6 7 52913103033 8 18 9 36381728 1 3 121420222327 3139111640 ® - RS-F
Auswertenummer / Evaluation number vT
Abb./Fig. 16: ELISA-Ergebnisse Sesam
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse von "Peak 30"

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

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

1,0 II
= =

0,0 ..-———

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

Zugewiesener Wertt: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All

188 29 10 6 30 33 38 28 5 8 36 13 9

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 17:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Sesam)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse wvon "Peak 30"




Oktober 2018 DIA 04/2018 - Allergene IV 1. Korrektur

Probe B / Sample B z - Scores
5,0

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

- __-mnl
-1,0 III III

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

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

39 22 12 14 3 1 27 31 23

Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 18:

z-Scores (ELISA-Ergebnisse Sesam)

Bezugswert robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS-F (R-Biopharm,
Ridascreen Fast)
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Quantitative Auswertung ELISA: Dotierungsniveauprobe

Anmerkungen:

ndchste Seite

Auswerte- Sesam z-Score | z-Score Methode Hinweis
nummer Xptayso Xptrsr
[mal/kg]

6 25,1 -1,1 AQ

7 > 30 AQ

5 49,2 1,7 BC
29 28,5 -0,69 BC

13 62,6 3,3 BF

10 22,5 -1,4 EF
30 31,0 -0,40 EF
33 29,0 -0,63 EF

8 33,0 -0,16 ES Ergebnis umgerechnet °
18 ES Ergebnis umgerechnet °
9 50,2 1,8 ES-n Ergebnis umgerechnet °
36 ES-n Ergebnis umgerechnet °
38 29,0 -0,63 IL

17 NL
28 29,0 -0,63 NL-E

1 94,0 -0,27 RS-F

3 94,0 -0,27 RS-F

12 115 0,56 RS-F

14 110 0,36 RS-F
20 > 20 RS-F
22 83,5 -0,69 RS-F
23 120 0,76 RS-F
27 104 0,13 RS-F
31 113 0,47 RS-F
39 30,0 -2,8 RS-F Ergebnis umgerechnet °
11 189 VT

16 266 VT
40 190 VT

° Umrechnung S. 19
Methoden:

AQ = AgraQuant, RomerLabs

BC = BioCheck ELISA

BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies
EF = Eurofins Technologies

ES = ELISA Systems

ES-n = ELISA Systems neu

IL = Immunolab

NL = nutriLinia® Allergen-ELISA

NL-E = nutriLinia®E Allergen-ELISA
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen
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Die Kerndichte-Schatzung (Abb. Fehler: Referenz nicht gefunden) und
die Darstellung der Ergebnisse (Abb. 16) zeigen eine deutliche metho-
denabhédngige Verteilung der Ergebnisse, sodass keine gemeinsame Aus-
wertung der Ergebnisse aller Methoden vorgenommen wurde. Es wurde nur
eine gemeinsame Auswertung der Methoden vorgenommen, deren Ergebnisse
auf den Hauptpeak bei ca. 30 mg/kg entfallen. Zusdtzlich wurde fir die
Methoden ab 5 quantitativen Ergebnissen eine Einzelauswertung vorge-
nommen (Methode RS-F).

Kernel Density Plot
Fixed h: 13.96

0,014
0,012

0,01

0,008 Abb. / Fig. 19L
Kerndichte-Schatzung aller ELISA-Er-
gebnisse (mit h = 0,75 x Opt von Xptaw)

0,006

0,004

Kernel density plot of all ELISA re-
0,002 sults (with h = 0,75 x opt of Xptay)

Anmerkung:
Die Kerndichte-Schédtzung zeigt einen Hauptpeak bei ca. 30 mg/kg. Ein

welteres Maximum bei ca. 110 mg/kg geht auf Ergebnisse der Methode RS-
F zuriick und zwei kleinere Nebenpeaks bei ca. 190 und 270 mg/kg sind
Ergebnisse der Methode VT.
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Kenndaten:

Quantitative Auswertung ELISA Sesam

Dotierungsniveauprobe

Kenndaten Meth. Peak 30 | Methode RS-F
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewiesener Wert (Xpt) Xpt, 130 Xpt orsop rs-r
Anzahl der Messergebnisse 11 9
Anzahl der AusreilBer - -
Mittelwert 35,4 96
Median 29,0 104
Robuster Mittelwert (Xpt) 34,4 101
Robuste Standardabweichung (S¥*) 12,2 17,4
Zielkenndaten:
Zielstandardabweichung opt 8,61 25,2
Untere Grenze des Zielbereichs 17,2 50,5
Obere Grenze des Zielbereichs 51,7 151
Quotient S*/opt 1,4 0,69
Standardunsicherheit U (xpt) 4,59 7,24
Ergebnisse im Zielbereich 10 8
Prozent im Zielbereich 91 89

Methoden:
Peak 30 = AgraQuant, BioCheck, BioFront Technologies,
Systems (2 Methoden), Immunolab, Nutrilinia

RS-F = R-Biopharm, Ridascreen® Fast

Eurofins Technologies, ELISA

(2 Methoden)

Anmerkungen zu den Kenndaten und Vergleich der Bezugwerte:

Die Kerndichte-Schdtzung

zeigte klar methodenabhidngige Unterschiede,

daher wurde keine gemeinsame Auswertung der Ergebnisse aller Methoden

vorgenommen.
peaks ("Peak 30")
Einzelergebnissen.

Die Auswertung erfolgte fiir alle Ergebnisse des Haupt-
sowie einzeln fir die Methode RS-F mit mehr als 5

Die Auswertung der Ergebnisse von Peak 30 sowie filir Methode RS-F zeig-

ten eine normale bis geringe Variabilitdt der Ergebnisse.
ten S*/opt lagen deutlich unter 2,0.
liegen im Bereich von etablierten Werten fiir die Wiederhol-
eingesetzten

gleichstandardabweichung der

Die Quotien -
Die robusten Standardabweichungen
und Ver -
Bestimmungsmethoden (vgl.

3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision und 3.4.3 Werte aus Er-

kenntnissen).

Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 1ist gegeben.

Der robuste Mittelwert der Auswertung der Methoden von Peak 30 lag mit

94%

robuste Mittelwert mit 274%
3.4.3 und

vom Zusatzniveau von Sesam zu Probe B innerhalb der relevanten An-
forderungen fiir die eingesetzten Methoden.
deutlich
"Wiederfindungsraten ELISA filir Sesam",

Fiir Methode RS-F lag der
oberhalb dieses Bereichs (s.
s.S5.58).
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Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
[ Spiking
270 - Level
240 Sample
~———— Spike
210 e —— X ALL
o 180 ——— X RS-F
% 150 —o— AQ
€ 120 - — BC
— ® - BF
: Hi B
f e =
-N
0 Hﬂum&Luouww-Awwwu —o— 1L
6 7 52913103033 8 18 9 36381728 1 3 121420222327 3139111640 NL
~—@— NL-E
Auswertenummer / Evaluation number ® \Fﬁ":
Abb./Fig. 20: ELISA-Ergebnisse Sesam
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse (ohne RS-F, VT)
blaue Linie = robuster Mittelwert Ergebnisse Methode RS-F
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
5,0
Zugewiesener Wertt: Xpt Alle / Assigned Value: Xpt All
4,0
3,0
2,0
1,0 l I
0,0 —
. H H B =
-1,0
-2,0
-3,0
4.0
-5,0
10 6 29 33 38 28 30 8 5 9 13
Auswertenummer / evaluation number
Abb./Fig. 21:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Sesam)

Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert aller Ergebnisse von Peak 30
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Dotierungsniveauprobe / Spiking Level Sample z - Scores
jg Zugewiesener Wert: X Methode RS-F / Assigned Value Method RS-F
3,0
2,0
1,0
0.0 - - = = m B
-1,0
-2,0
-3,0
4,0

39 22 3 1 27 14 31 12 23
Auswertenummer / evaluation number

Abb./Fig. 22:
z-Scores (ELISA-Ergebnisse Sesam)
Zugewiesener Wert: robuster Mittelwert fiir Methode RS-F
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Wiederfindungsraten ELISA fiir Sesam:
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mg/kg] [%] [mglkg] [%]

6 25,1 68 24,5 65 AQ

7 > 30 > 30 AQ

5 49,2 134 29,1 77 BC
29 28,5 77 21,8 58 BC

13 62,6 170 35,3 93 BF

10 22,5 61 22,5 60 EF
30 31,0 84 26,0 69 EF
33 29,0 79 26,0 69 EF

8 33,0 90 30,0 80 ES Ergebnis umgerechnet °
18 3,52 9 ES Ergebnis umgerechnet °
9 50,2 136 37,8 100 ES-n Ergebnis umgerechnet °
36 30,9 82 ES-n Ergebnis umgerechnet °
38 29,0 79 27,0 71 IL

17 NL
28 29,0 79 27,3 72 NL-E

1 94,0 255 89,0 236 RS-F

3 94,0 255 89,0 236 RS-F

12 115 313 64,8 172 RS-F

14 110 208 78,0 206 RS-F
20 > 20 > 20 RS-F
22 83,5 227 58,0 154 RS-F
23 120 326 120 318 RS-F
27 104 283 99,8 264 RS-F

31 113 306 103 274 RS-F

39 30,0 82 30,0 80 RS-F Ergebnis umgerechnet °
11 189 513 165 437 VT

16 266 721 228 603 VT
40 190 516 170 450 VT

° Umrechnung S. 19
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 11 Anzahl im AB 13 AQ = AgraQuant, RomerLabs
BC = BioCheck ELISA
Prozent im AB 48 Prozent im AB 52 BF = MonoTrace ELISA, BioFront Technologies

* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Sesam, s. Seite 5

** Akzeptanzbereich der AOAC fir Allergen-ELISAs

EF = Eurofins Technologies

ES = ELISA Systems

ES-n = ELISA Systems neu

IL = Immunolab

NL = nutriLinia® Allergen-ELISA

NL-E = nutriLinia®E Allergen-ELISA
RS-F= Ridascreen® Fast, R-Biopharm
VT = Veratox, Neogen
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Anmerkung:

48% (11) der Teilnehmer haben mit der Dotierungsniveauprobe mittels
ELISA eine Wiederfindungsrate im Bereich der AOAC-Anforderung von 50-
150% erhalten. Fir die dotierte Lebensmittelmatrix-Probe B lagen 52%
(13) der Wiederfindungsraten in diesem Akzeptanzbereich. Die Ergebnis -

se der Methoden RS-F und VT lagen mit einer Ausnahme deutlich iliber dem
Akzeptanzbereich.
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4.3.2 PCR-Ergebnisse: Sesam

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [mg/kg]l | pos/neg | [mglkg] (ﬁf';f:;;mn':“';ﬁe:
24 negativ positiv 56,6 2/2 (100%) ASU
31 negativ positiv 2/2 (100%) ASU
7 negativ positiv 2/2 (100%) Gl
32 negativ positiv 2,00 2/2 (100%) MS
2 negativ <1,0 positiv 7,18 2/2 (100%) SFA
negativ <04 positiv > 0,4 2/2 (100%) SFA-ID
15 negativ positiv >10 2/2 (100%) SFA-ID
22 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
26 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
34 negativ positiv 2/2 (100%) SFA-ID
19 negativ negativ 1/2 (50%) div
21 negativ positiv 30,0 2/2 (100%) div
25 negativ positiv 2/2 (100%) div
28 negativ positiv 2/2 (100%) div
30 negativ positiv 2/2 (100%) div
30 negativ positiv 2/2 (100%) div
35 negativ positiv 2/2 (100%) div
37 negativ positiv 2/2 (100%) div
40 negativ <100 positiv 100 2/2 (100%) div
Probe A Probe B Methoden:
Anzahl positiv 0 18 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 19 1 Gl= GEN-IAL First Allergen
Prozent positiv 0 95 MS = Microsynth
Prozent negativ 100 5 SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen
Konsenswert negativ pOSitiV SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen

div = keine genaue Angabe / andere Methode

div = not indicated / other method

Anmerkung:
Die Konsenswerte stehen in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-
rung von Probe B. Filir Probe B wurde ein negatives Ergebnis erhalten.
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Quantitative Auswertung PCR: Probe B

Aufgrund der hohen Streuung und der geringen Anzahl von Ergebnissen

erfolgte keine statistische Auswertung.

Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
110

[ Sample B

100 =
90 ——— Spike
80 —— X ALL
o 70 -—o— ASU
< 60
g’ 50 ® Gl
40 ® - MS
30 ®— SFA
20
10 ~—@— SFA-ID
0 L e 2 @ o O 0 o o —@— div
24 31 7 32 2 15 22 26 34 19 21 25 28 30 30 35 37 40
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 23: PCR-Ergebnisse Sesam (Probe B)
grine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse (informativ)
runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)
Dotierungsniveauprobe: Ergebnisse / Spiking Level Sample: Results
110 —
100 - 1 Spiking
90 ;evelI
80 ample
ik
o 70 pike
< 60 —— X ALL
()]
g 50 —e— ASU
40 o Gl
30
20 ® - MS
10 ®— SFA
0 o e e eTere=ee —®— SFA-DD
24 31 7 32 2 8 15 22 26 34 19 21 25 28 30 30 35 37 40 div
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 24: PCR-Ergebnisse Sesam (Dotierungsniveauprobe)
griine Linie = Zusatzniveau (Spike)
rote Linie = robuster Mittelwert aller Ergebnisse (informativ)

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s.

Legende)
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Quantitative Auswertung PCR: Dotierungsniveauprobe

Aufgrund der hohen Streuung und der geringen Anzahl von Ergebnissen
erfolgte keine statistische Auswertung.
ven PCR-Ergebnisse fiir Sesam teilweise unklar bzw.

Sesam-DNA angegeben.

Zudem wurden die quantitati-
nicht plausibel als

Auswerte- | Sesam Sesam | z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta
pos/neg [mg/kg]
24 positiv 41,9 ASU Sesam
31 positiv ASU
7 negativ Gl
32 positiv 1,00 MS Sesam-DNA
2 positiv 5,50 SFA Sesam-DNA
8 positiv >0,4 SFA-ID Sesam
15 positiv >10 SFA-ID Sesam
22 SFA-ID
26 positiv SFA-ID
34 positiv SFA-ID
19 positiv div
21 positiv 30,0 div Sesam-DNA, Sesamsaat
25 positiv div
28 positiv div
30 positiv div
30 positiv div
35 positiv div
37 positiv div
40 positiv 100 div Sesam
Methoden:
Anzahl positiv 17 ASU = ASU §64 Methode/method
Anzahl negativ 1 Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent positiv 94 MS = Microsynth
Prozent negativ 6 SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen
Konsenswert positiv SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen

div = keine genaue Angabe / andere Methode

div = not indicated / other method
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Wiederfindungsraten PCR fiir Sesam (ausschlieBlich informativ):
Dotierungsniveauprobe und Probe B

Auswerte- | Dotierungs- | Wiederfin- Probe B Wiederfin- Methode Hinweis
nummer |niveauprobe | dungsrate* dungsrate*
[mglkg] [%] [mglkg] [%]
24 41,9 114 56,6 150 ASU Sesam
31 ASU
7 Gl
32 1,00 2,7 2,00 5 MS Sesam-DNA
2 5,50 15 7,18 19 SFA Sesam-DNA
8 >0,4 >0,4 SFA-ID Sesam
15 >10 >10 SFA-ID Sesam
22 SFA-ID
26 SFA-ID
34 SFA-ID
19 div
21 30,0 81 30 79 div Sesam-DNA, Sesamsaat
25 div
28 div
30 div
30 div
35 div
37 div
40 100 272 100 265 div Sesam
AB** 50-150 % AB** 50-150 % Methoden:
Anzahl im AB 2 Anzahl im AB 2 ASU = ASU §64 Methode/method
Gl = GEN-IAL First Allergen
Prozent im AB 40 Prozent im AB 40 MS = Microsynth
SFA = Sure Food Allergen, R-Biopharm/ Congen
* Wiederfindungsrate 100% BezugsgroRe: Sesam, s. Seite 5 SFA-ID = Sure Food Allergen ID, R-Biopharm/ Congen
** Akzeptanzbereich der AOAC fiir Allergen-ELISAs div = keine genaue Angabe / andere Methode
div = not indicated / other method
Anmerkung:

Die Angabe der Wiederfindungsraten
erfolgt ausschlieflich informativ,

fiir Sesam mittels PCR-Bestimmung
weil die BezugsgrdoBe Sesam ist

(s.

S.5) und die Angaben der quantitativen Ergebnisse der Teilnehmer teils

anderen Bezug haben bzw.

DNA) .

der Bezug nicht plausibel

ist (Angabe als
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

Hinweis:
Ubersetzt

5.1.1 ELISA: Senf

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

Meth. |Auswerte-| Datum der . . Ergebnis NWG/| BG/ « | Quantitatives
Abk. nummer | Analyse Ergebnis Probe A | Ergebnis Probe B Dotierungsprobe | LOD * | LOQ * Mu Ergebnis als Methode
Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg mg/kg % 2 L:rl:jg;mittell Test-Kit + Anbieter
AgraQuant ELISA
AQ 6 02.01.00 negativ <2 positiv 48,4 positiv 166,1 2 44,8 Senf Mustard COKAL2148,
RomerLabs
AgraQuant ELISA
AQ 7 04.07.18 negativ 0 positiv >40 positiv >40 1 2 15 Senf Mustard COKAL2148,
RomerLabs
AgraQuant ELISA
AQ 33 22/06/18 negativ <2 positiv 42,9 positiv 150,6 0,2 2 40 Senf Mustard COKAL2148,
RomerLabs
BC 29 26.06.18 | negativ | <2 positiv | 89,6 | positiv | 100,8 2 2 50 Senf e et
MonoTrace Mustard
BF 13 07.08.18 negativ 0 positiv 93,5 positiv 87,9 0,13 1 Senf ELISA kit, BioFront
Technologies
ES 8 10.08.18 | negativ | <1 positiv 15 positiv | 21 1 3 Senfprotein | FSA Syslems Hustard
IL 38 negativ | <12 | positiv | 100 | positiv | 125 1 2 Sent fmmunolab ustard
Ridascreen® FAST
RS-F 2 18.06. negativ <05 positiv 72,8 positiv 108 0,1 1 Senf Mustard, R6152, R-
Biopharm
20/06- R Biopharm FAST
RS-F 5 10/08/2018 - <0.5 - 56,9 - 99,2 0,5 1 30,94 | SenfSamen R e e
Ridascreen® FAST
RS-F 14 10/7-11/7/18 | negativ <0,1 positiv 83,5 positiv 111,8 0,1 1 Senf Mustard R6152, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 17 negativ positiv positiv Bitte auswahlen! |  Mustard R6152, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 20 11.07.18 negativ <0,5 positiv >13,5 positiv >13,5 1 Senf Mustard R6152, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 23 28.06.18 negativ <0.5 positiv 83 positiv 79 0,5 1 40 Senf Mustard R6152, R-
Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 28 2256%% 11%/ - <BG - 110,05 - 110,15 0,1 0,5 Senf Mustard R6152, R-
s Biopharm
Ridascreen® FAST
RS-F 31 26.06.18 negativ positiv 96 positiv 98,9 0,5 1 42 Senf Mustard R6152, R-
Biopharm
VT 9 08.08.18 | negativ | <25 | positiv | 50,1 | positiv | 84 3 Senf Veraﬁj’:og":j‘ard'
VT 10 20.06.18 | negativ | <2,5 | positiv | 94 positiv | 117,5 1 3 50 Senf Vera‘hj’e"og":j‘a”"
Veratox Mustard,
VT 11 10.07.18 - <2,5 - 109 - 126 Senf Neogen
VT 12 09.08.18 | negativ | <25 | positiv | 82 positiv | 102 25 3 | 302 Senf Vera‘hj’:og":j‘a”"
VT 18 06.07.18 | negativ | <LOD | positiv | 81,8 - |nottested| 1 3 Senfprotein Vera;j’:og":j‘a”*
VT 27 06.07.18 | negativ | <2,5 | positiv | 109,7 | positiv | 937 3 Senf Vera;’:og":j‘a”’*
VT 30 20.06.18 | negativ | <2,5 | positiv 66 positiv | 100 1,5 3 Senf Vera;j’:og":j‘a”*
VT 36 19.06.18 | negativ | ND positiv 38 positiv 87 2,5 3 23 Senf Vefa‘;:og"::‘afd'
VT 40 11.7J21.08. | negativ | <25 | positv | 75 | positv | 95 25 3 Senf Veraﬁ:gg”:j‘ard'

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

Meth. |Auswerte Hinweise zur Methode anke“:?t‘_iet
Abk ) nummer Spezifitat (Extraktion und :ac;els(');:c Sonstige Hinweise
Bestimmung) 17025
AT z.B. Extraktionsldésung / Zeit / et
Temperatur
AQ 6 Ja
Enzyme immunoassay (ELISA) fur die quantitatibe Analyse von
Senf in Lebensmitteln. Nachw eisgrenze: 1 ppm,
Bestimmungsgrenze: 2ppm
AQ 7 gegen Senfprotein Ja Messbereich 2-60 ppm; Kreuzreaktivitat mit: Traube (Samen)
15,5%, Kohl (Samen) 29,2%, Rettich (Samen) 31,2%, Koriander
0,012%, Kiimmel 0,0012%, Meerrettich 0,0007%, Gartenkresse
(Samen) 1,5%, Kardamon 0,006%, Cumin 0,0003%.
AQ 33 Ja
0.5g Probe, PBS Puffer Extraktion
BC 29 Polyclonal bei 60°C
BF 13 Monoclonale Antikérper ;02((:) extractraction ratio, 1 hour at nein
ES 8 ja
IL 38
RS-F 2 nach Herstelleranleitung ja
RS-F 5 unbekannt 1g + 20ml ja
RS-F 14 Senf Nach Anleitung nein
RS-F 17 \;vcil\fnslearr,zgeerlbst:;‘fbrauner, nach Testvorschrift ja
RS-F 20 nein
Die Antikérper detektieren
RS-F 23 spezifisch w eilRen, gelben, nach Kitanleitung nein
braunen und schw arzen Senf.
RS-F 28 ;Zi?fAls:::r POHET G Al ey Herstellerangaben ja
RS-F 31 geméaR Handbuch ja
VT 9
VT 10 nach Herstellerangaben ja
VT 11 Extraktionslésung: PBS nein elisa Robonik
VT 12 nach Kit-Anleitung nach Kit-Anleitung nein
ExtraKtion:60°C vor-erhitzt TRIS
1X Extratkionspuffer / 15 min @
VT 18 60°C in Schiittelw asserbad / ja
Zentrifugation
Bestimmung: 4 parameter Kurve
VT 27 wie es ist nein
VT 30 ;?i:ai:ir: gfnefm, schw arzem It Herstellerangaben ja
VT 36 Poly/Mono 23—(?‘!?3 EDTA Losung /15 mins / ja Einzelergebnis
VT 40
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5.1.2 ELISA: Sesam

Meth. |Auswerte-| Datum der . . Ergebnis NWG/| BG/ + | Quantitatives
Abk. nummer | Analyse Ergebnis Probe A | Ergebnis Probe B Dotierungsprobe | LOD * | LOQ * Mu Ergebnis als Methode
Tag/Monat qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg qualitativ mg/kg mg/kg mg/kg % Z5 LFe’rk;et;\;mitlel f Test-Kit + Anbieter
) " " AgraQuant ELISA S
AQ 6 05.01.00 negativ <2 positiv 24,5 positiv 251 2 54,7 Sesam cgor;ATjg 48, RD”;E:E:
. . e AgraQuant ELISA Sesame
AQ 7 04.07.18 negativ 0 positiv >30 positiv >30 0,2 2 15 Sesam COKAL1948, RomerLabs
20/06- ; _ B Biocheck (UK) Sesame Check
BC 5 10/08/2018 <2.0 29,1 49,2 2 2 43,14 | Sesam Samen R
BC 29 26.06.18 negativ <2 positiv 21,8 positiv 28,5 2 2 50 Sesam BioCheck ELISA Sesame-Check
. " " MonoTrace S ELISA kit,
BF 13 07.08.18 negativ 0 positiv 35,3 positiv 62,6 0,3 1 Sesam onéior:‘rzit :::ﬁlog‘es !
Enzyme Immunoassay for the
Quantitative Determination of
EF 10 20.06.18 negativ <2,0 positiv 22,5 positiv 22,5 0,5 2 50 Sesam Sesame in Food (Cat. No.
HU0030022) Eurofins
Technologies
q a4 P Eurofins Technologies Test-
EF 30 18.06.18 negativ <2 positiv 26 positiv 31 1,5 2 Sesam Combination HU0030022:2
EF 33 22/06/18 negativ <2 positiv 26 positiv 29 0,2 2 48 Sesam Selection Sesame-Kits:
ES 8 10.08.18 | negativ | <0.125 | positiv | 7 positv | 7.7 | 0125 | 1 Sesamprotein | o oS Sesame
ES 18 03.08.18 | negativ | <LOD | positv | 0,82 - ger:fshé g 025 | 1 Sesamprotein | T oreiems Sesame
ES-n 9 08.08.18 negativ <0.25 positiv 8,8 positiv 11,7 0 Sesamprotein Elisa Systems ESSESE-48
. - " ELISA Systems Sesame
ES-n 36 19.06.18 negativ ND positiv 7,2 - NA 0,25 0 29 Sesamprotein ESSESRD-48
IL 38 negativ <05 positiv 27 positiv 29 0.2 2 Sesam Immunolab Sesame ELISA
NL 17 negativ positiv positiv Bitte auswéhlen! | NutriLinia NC-6005-48 Romer Lab
18.06.18/ nutriLinia Sesam -E, NC-6005/96,
NL-E 28 19.06.18 - <BG - 27,3 - 29,02 0,2 2 Sesam Romer Labs
RS-F 1 08.08.18 | negativ | <25 | positv | 89 | positv | 94 | 02 | 25 | 13 Sesam R 00, Rt
RS-F 3 09.08.18 | negativ | <25 | positiv 89 positiv 94 2,5 5 | 156 Sesam R‘da;?zeoz'j‘?:g}fp{‘:f;ame
) " " Rid ® FAST S
RS-F 12 15.08.18 negativ <2.5 positiv 64,8 positiv 115,1 2,5 3 29,38 Sesam ! aSR(;r;O? R_Biopha?rzame
) " " Rid! ® FAST S
RSF 14 | 26/7-31/7/18 | negativ | <0,14 | positiv | 77,95 | posiiv | 1099 | 0,14 | 3 Sesam b B
RS-F 20 18.06.18 | negativ | <25 | posiiv | >20 | positv | >20 3 Sesam i b
9 o an Ridascreen® FAST Sesame
RS-F 22 negativ positiv 58 positiv 83,45 0,14 3 Sesam R7202, R-Biopharm
) " " Rid! ® FAST S
RS-F 23 26.06.18 | negativ | <25 positiv 120 positiv 120 2,5 3 40 Sesam ! a;i’;;; R_Biophaf;ame
. - - Ridascreen® FAST Sesame
RS-F 27 04.07.18 negativ <25 positiv 99,8 positiv 104,3 & Sesam R7202, R-Biopharm
. - - Ridascreen® FAST Sesame
RS-F 31 28.06.18 negativ positiv 103,4 positiv 112,8 2,5 & 20 Sesam R7202, R-Biopharm
. o o . Ridascreen® FAST Sesame
RS-F 39 28.08.18 negativ positiv 7,0 positiv 7,0 0 54 Sesamprotein R7202, R-Biopharm
Veratox Sesame Allergen,
VT 1 06.07.18 - <2,5 - 165 - 189 Sesam Neogen
VT 16 24.07.18 | negativ | <25 | positv | 227,6 | positv | 2656 3 Sesam Veratox s;;:g";‘ Allergen,
vT 40 | 117318, | negativ | <25 | positv | 170 | positiv | 190 | 25 | 3 Sesam VT e Mleroen:

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

Meth. |Auswerte Hinweise zur Methode "\("ft:‘.’fet
: Spezifitat (Extraktion und akkrecitier Sonstige Hinweise
Abk. nummer Besti nach ISO/IEC
estimmung) 17025
Antikrper z.B. Extraktionslosung / Zeit / el
Temperatur
AQ 6 ja
Enzyme immunoassay (ELISA) fir die quantitative Analyse von
Sesam in Lebensmitteln. Nachw eisgrenze: 0,2 ppm,
Bestimmungsgrenze: 2 ppm
AQ 7 gegen Sesamprotein ja Messbereich 2-30 ppm; Kreuzreaktivitat mit: Hafer 0,0003%,
Chiasamen 0,36%, Bohnen 0,0003%, Cayenne 0,0006%, Zw iebel
0,0007%, Sonnenblumensamen 0,0003%, Schw arzem Sesam
30%.
BC 5 unbekannt 1g +20ml ja
0.5g Probe, PBS Puffer Extraktion
BC 29 Polyclonal 2t 60°C
- 1:20 Extraktionsverhaltnis, 1 .
BF 13 Monoclonale Antikdrper Stunde bei 60°C nein
EF 10 Nach Kit-Anleitung ja Das verw endete Kit w ar nicht im Ausw ahlmenti
EF 30 Sesamproteine It Herstellerangaben ja
EF 33 ja Kit - SensiSpec ELISA sesame kit HU0030022
ES 8 ja
ExtraKtion: Raumtemperatur PBS
Extraktionpuffer /15 min @ 60°C
ES 18 2S-albumin im Schittelw asserbad / ja
Zentrifugation
Bestimmung: 4 parameter Kurve
ES-n 9
Polyclonal/ Extraktionslésung Konzentrieren / . .
ES-n 36 Monoclonal 15 min / 60°C Ja Bizelerdshs
IL 38
NL 17 Sesamsaat nach Testvorschrift ja
gegen Sesam-proteine .
NL-E 28 gerichteter AK nach Herstellerangaben ja
PRoben Extraktion in AEP-SMP
. Extraktionspuffer, 60°C, schiitteln .
RS+ 1 EIERIICL (150rpm), 10 Minuten (bei 60°C). K
Zentrifugation bei 2500g, 10 min.
. Durchfiihrung nach Anleitung Kit .
RS-F 3 S Ridascreen FAST Sesame ja
RS-F 12 Nach Kit-Anleitung Nach Kit-Anleitung ja
RS-F 14 Sesam Nach Herstellerangaben nein
RS-F 20 nein
RS-F 22
Die Antikérper detektieren
RS-F 23 spezifisch proteine von w eiRem, |Nach Kit-Anleitung nein
schwarzen und gelben Sesam.
Extraktionspuffer + Milchpulver / .
RS-F 27 10160 °C nein
RS-F 3 geméR Handbuch ja
o } o Protein ist ausgedriickt as I6sliches Sesamprotein (Protein x
RS-F 39 Puffer mit SMP / 10min / 60°C 7.3%)
VT 1 Extraktionsldsung: PBS nein elisa Robonik
Wie erw ahnt in der Testkit- .
vT 16 Anleitung Ja
VT 40




Oktober 2018

DIA 04/2018 - Allergene IV 1. Korrektur

5.1.3 PCR: Sellerie

Auswerte- | Datum der . . Ergebnis NWG/| BG/ « | Quantitatives
Meth. Abk. nummer Analyse Ergebnis Probe A | Ergebnis Probe B Dotierungsprobe | LOD * | LOQ * MU Ergebnis als Methode
’;‘;Z's;’l V| mog z‘;z“a'z /] mokg ﬁ‘;z‘;'zvl mokg | mgkg | mokg | % |FB LEPCISMINregi iy Anbieter
ASU 15 negativ positiv | 61,92 | positv | 18,84 | 10 25 | 50 Sellerie ASU §64
’ ! Methode/method
. " " Selleriesamen, ASU §64
ASU 24 negativ positiv 38,7 positiv 30 5 10 50 getr. Methode/method
iQ™ Supermix, Biorad
. . . ) Primer/Sonde:Eurofins
ASU 28 27.06.18 negativ positiv positiv Sellerie ASU L 08.00-56
August 2014
ASU 31 06.07.18 negativ positiv positiv Sellerie-DNA | §64 LFGB L 08.00-56
) N N ) ASU §64
ASU 34 negativ positiv positiv 10 Sellerie-DNA Methode/method
ASU 37 negativ positiv positiv §64 LMBG L08.00-56
foodproof Detection Kit,
ER 4 negativ positiv positiv 6,47 Sellerie-DNA BIOTECON
Diagnostics
GEN-IAL First Allergen,
Gl 7 negativ positiv negativ Sellerie Coring System
Diagnostix
MS 32 negativ positiv 170 positiv 70 10 100 200 Sellerie-DNA Microsynth
SureFood® ALLERGEN
SFA 2 25.06. negativ <1,0 positiv 8,75 positiv 7,88 0,4 1 Sellerie-DNA Celery, S3605, R-
Biopharm/Congen
Sure Food Allergen
SFA-4p 26 21.06.18 negativ positiv positiv 0,4 1 30 Sellerie-DNA 4plex, R-Biopharm /
Congen
. ", - . Sure Food Allergen ID,
SFA-ID 8 10.08.18 negativ <04 positiv > 04 positiv > 0.4 0,4 Sellerie R-Biopharm /Cgongen
. . - . Sure Food Allergen ID,
SFA-ID 12 17.07.18 negativ <1 positiv 119,14 positiv 62,23 1 1 32,15 Sellerie R-Biopharm / Congen
. . . Sure Food Allergen ID,
SFA-ID 22 negativ positiv - 0,4 Sellerie-DNA R-Biopharm / Congen
. " " . Sure Food Allergen ID,
SFA-ID 23 25.06.18 negativ positiv positiv 0,4 Sellerie-DNA R-Biopharm / Congen
Sure Food Allergen
SFA-Q 14 13/7-6/8/18 | negativ <0,4 positiv 1,6 positiv 1,68 0,4 1 Sellerie Quant, R-Biopharm /
Congen
i 20/06- Sellerie Samen
div 5 10/08/2018 neg pos pos DNA Hausmethode
div 6 08.01.00 negativ positiv positiv 10 Sellerie-DNA Hausmethode
. . Auswahl PCR-
div 17 - positiv - Methoden
div 19 negativ positiv positiv andere
AlIAIIA; Képpel et al,
Two tetraplexreal-time
PCR for the detection
" . . L Sellerie-DNA, and quantification of
div 21 negativ positiv 15 positiv 10 10 100 Sellerie-Knolle DNA from eigth
allergens in food; Eur.
Food Res. Technol.
230 (2010)
div 25 25;2 1‘J ; ly negativ positiv positiv 20 Hausmethode
. . . L . Auswahl PCR-
div 30 16.06.18 negativ positiv positiv 20 Sellerie-DNA Methoden
div 35 19.06.18 negativ . positiv A positiv A 5 . . CEN/TS 15634-2
div 40 25.7./10.08. | negatv | <50 | positv | 100 positiv | <100 50 | 100 Sellerie A“:Awah' PCR-
lethoden

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

Auswerte Hinweise zur Methode 'l‘("ke“:;"t‘f'et
Meth. Abk. Spezifitit (Extraktion und axkreditier Sonstige Hinweise
nummer Besti nach ISO/IEC
immung) 17025
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-
Target-Sequenz / -DNA Up / Real Time PCR / ja/nein
Gelelektrophorese / Cyclen
Extraktion mittels Sure Prep
ASU 15 Advanced Fa. Congen; es w urde ia Screening mit § 64 L 08.00-65; Bestatigung mit Single-PCR (§64 L
kein Clean-Up des Extraktes ! 08.00-56)
durchgefihrt
CTAB-Prazipitationsmethode, s. . Kalibrierung/Quantifizierung mittels Matrix-Standards, dotiertes
ASU 24 MDH Gen (101bp) z.B. ASU L 18.00-22 a Material: Selleriesaat
) : Dneasy Rmericon Food Kit/
ASU 28 ;c:‘t:lsneder Mannitoldehy dro- Proteinase K/ Real Time PCR/
45 Zyklen
ASU 31 Extraktion mit Maxw ell FFS Kit ja
" CTAB Prazipitation, QlAgen PCR
ASU 34 Mannitol-Dehydrogenase Purification Kit, Real Time PCR
Teil des Manitholdehydrogenase- (2g-Probe, Silika-Séaulchen, .
ASU 37 Gens RealTime-PCR, 45 Cyclen ja
FP 4 real time PCR nein
Real-time PCR-basierte Methode fir die Detektion von
Gl 7 ja spezifischer DNA-Sequenzen von Sellerie. Detektionslimit <5 DNA
Kopien.
MS 32 Wizard Promega ja Dotierung zu tief fiir uns
Extraktion nach Herstellerangaben
SFA 2 mit SureFood® PREP Advanced, ja
Protokoll 1
SureFood Prep Advanced . .
SFA-4p 26 Protokoll 1 ja Artikelnr. S3401
SFA-ID 8
SFA-ID 12 Nach Kit-Anleitung Nach Kit-Anleitung ja
SFA-ID 22
SFA-ID 23 nicht spezifiziert im Kit Nach Kit-Anleitung nein
SFA-Q 14 Sellerie Real time PCR nein
. Tris & Saulen Extraktion, real-time .
div 5 mid PCR Analyse. ja
div 6 Gel Electrophoresis ja
div 17 ja hauseigener real-time PCR Uberpriifung Unterauftragslabor
div 19 ja
CTAB-Wizard Extraktion
Real-Time-PCR / Tagman Sonden; .. . . T
div 21 Mannitol Dehydrogenase 45 CyclenCTAB-Wizard Extraktion ja ig?/bonQefséchr?grleRrEhﬂz;?eben’ da diese stark matrixabhangig
Real-Time-PCR / Tagman Sonden; - ng )
45 Cyclen
div 25 DNA Extraktion mit Biotecon
foodproof Sample Preparation kit Il
CTAB, Proteinase K, Promega
div 30 Wizard DNA CleanUp, Real-time ja §64 LFGB L08.00-56
PCR, 45 Zyklen
Extraktionskit: NucleoSpin Food
div 35 Manitol déshydrogenase Macherez-Nagel - Real-time PCR nein
40 cycles
. . Vergleich mit 400 ppm Reiskeksstandard; probenspezifische LOD
div 40 Sellerie und LOQ-Angabe
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5.1.4 PCR: Senf

. Angabe
Meth. Abk. Auswerte-) Datum der Ergebnis Probe A | Ergebnis Probe B .Ergebnls NWG*I BG I* MU* | quantitatives Methode
nummer Analyse Dotierungsprobe | LOD* | LOQ .
Ergebnis als
’;‘;z"a';"v/ mg/kg ‘Zzzigzvl mg/kg ’:“;Z':;’N/ mgkg | mgkg | mkg | % |°P ";Zet;snmi“e” Test-Kit + Anbieter
s/b: . s/b: s/b:
<47 94 | a0
ASU 3 09.08.18 negativ w ! positiv | w: > 400 positiv. | w: >400 | 4,7; w w Senf ASU §64 Methode/method
251 w31 454 | 30
ASU 15 negativ positiv 66,6 positiv 47,16 5 10 50 Senf ASU §64 Methode/method
. . - andere:
ASU 24 negativ positiv 114 positiv 106 5 10 50 Senfsaat, weil ASU §64 Methode/method
5xQuantiFast® Pathogen PCR
Fa.Qiagen
ASU 28 03.07.18 negativ positiv positiv Senf Primer/Sonde:'Eurofins
§ 64 LFGB L 08.00.59 Januar
2013
. . . GEN-IAL First Allergen, Coring
Gl 7 negativ positiv positiv Senf St DEspes
MS 32 negativ positiv 30 positiv 6 10 100 200 Senf-DNA Microsynth
SureFood® ALLERGEN
SFA 2 21.06. negativ <1,0 positiv 17,8 positiv 19,6 0,4 1 Senf-DNA Mustard, S3609, R-
Biopharm/Congen
. . . Sure Food Allergen 4plex, R-
SFA-4p 26 21.06.18 negativ positiv positiv 0,4 1 30 Senf-DNA Biopharm / Congen
SFAID 8 10.0818 | negatv | <04 | positv | >04 | positv | >04 | 04 Senf S (REe Atz (2, [
Biopharm / Congen
SFAID 12 17.07.18 | negativ <1 positv | 298 | positiv | 26,31 1 1| 32,24 Senf S [Fees] ATEIERM (D) [
Biopharm / Congen
SFAID 22 negativ positiv - 04 Senf-DNA S (o] Altaieem 9, [
Biopharm / Congen
div 19 negativ positiv positiv andere
Fuchs et al, Development and
Senf-DNA, Validation of a Real-Time PCR
div 21 negativ positiv 120 positiv 70 20 100 slber Senf Method for the detection of White
g Mustard in Foods, J. Agric. Food
Chem .58 (2010)
div 25 25;2{ngy negativ positiv positiv 30 andere: Hausmethode
div 30 16.06.18 negativ positiv positiv 40 Senf-DNA Auswahl PCR-Methoden
Mustorp et al. 2008
div 34 negativ positiv positiv 0,4 Senf-DNA Eur Food Res Technol. 226:
771-778
div 37 negativ positiv positiv Hausmethode
Fuchs M., Cichna-Markl M.,
Hochegger, R— Development and
validation of a real-time PCR method
div 35a 25.06.18 negativ . positiv A positiv A 5 . . for the detection of w hite mustard
(Sinapis alba) in foods. J. Agric.
Food Chemis. 2010, 58, 11193~
11200.
Palle-Reisch et al. - Development and
validation of a real-time PCR methode
. . . e for the simultaneous detection of
div 35b 25.06.18 negativ . negativ . positiv . . . . black mustard (Brassica nigra) and
brow n mustard (Brassica juncea) -
Food Chemistry 138 (2013) 348-355
div 40a 07.08.18 negativ <10 negativ <10 negativ <10 10 Senf Ausw ahl PCR-Methoden
div 40b 25.07.18 negativ <100 positiv <400 positiv <400 100 400 Senf Ausw ahl PCR-Methoden

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

Methode
Auswerte- s Hinweise zur Methode akkreditiert . . .
Meth. Abk. Spezifitat . X Sonstige Hinweise
nummer P (Extraktion und Bestimmung)| nach ISO/IEC 9
17025
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-Up /
Target-Sequenz / -DNA Real Time PCR / Gelelektrophorese / ja/nein
Cyclen
DNA-Extraktion nach NucleoSpin Food
250 units (Macherery-Nagel),
siehe §64 L 08.00-65 und §64 L  |Proteinase K + RNAse, Quantstudio 5 Schw arzer/ brauner (s/b) und w eiler (w) Senf sind getrennt
ASU 3 08.00-59 Primer: MADS F/R/Probe [Thermo Fisher Scientific, ja angegeben. Probe A,B sow ie die Dotierungsprobe w aren fiir s/b
und 11-F/R/Probe Konzentrationsbestimmung mittels negativ.
Nano-Drop Thermo Fisher Scientific,
Cycler: 45
Extraktion mittels Sure Prep Advanced Scre?plng und quantl_tatl_ve Bestlmmgng it § 6‘.‘ L 08.00-65;
K . . Bestéatigung des qualitativen Ergebnisses mit Single-PCR (§64 L
ASU 15 Fa. Congen; es w urde kein Clean-Up ja
des Extraktes durchgefiihrt 08.00-64 (schw arz bzw ./brauner Senf) und SureFood Allergen
ID Fa. Congen (gelber Senf))
CTAB-Préazipitationsmethode, s. z.B. . Kalibrierung/Quantifizierung mittels Matrix-Standards, dotiertes
ASU 24 MADS D (74bp) ASUL 18.00-22 a Material: Senfsaat, w ei
Dneasy "mericon Food Kit/
ASU 28 MADS-D-Protein von Sinapis alba |Proteinase K/ Real Time PCR/45
Zvklen
Real-time PCR-basierte Methode fiir die Detektion von
Gl 7 7 spezifischer DNA Sequenzen von gelbem, braunen, und
L schw arzem Senf in Lebensmitteln. Das Detektionslimit <5 DNA
Kopien.
MS 32 Wizard Promega ja Dotierung zu tief fir uns
Extraktion nach Herstellerangaben mit
SFA 2 SureFood® PREP Advanced, Protokoll ja
1
SFA-4p 26 SureFood Prep Advanced Protokoll 1 ja Artikelnr. S3401
SFA-ID 8
SFA-ID 12 Nach Kit-Anleitung Nach Kit-Anleitung ja
SFA-ID 22
div 19 nein
div 21 MADS D Gen s. 0. ja s. 0.
div 25 DNA Extraktion mit Biotecon foodproof
Sample Preparation kit Ill
CTAB, Proteinase K, Promega Wizard
div 30 DNA CleanUp, Real-time PCR, 45 ja §64 LFGB L08.00-65:2017
Zyklen
div 34 Hauptallergen CTAB Préazipitation, QlAgen PCR
sin a1 Purification Kit, Real Time PCR
div 37 Sinapis alba/ Brassica nigra/ B. 2g-Probe, Silika-Séaulchen, RealTime- ia
juncea PCR, 45 Cyclen )
Extraktionskit: NucleoSpin Food
div 35a MADS-D Macherez-Nagel - Real-time PCR 40 nein Sinapis alba
Zyklen
Partielles RT Gen flr reverse Extraktionskit: NucleoSpin Food
div 35b transcriptase von gypsy-like Macherez-Nagel - Real-time PCR 43 nein
retroelement 13G42-26 Zyklen
div 40a Senf, braun Vergleich mit 400 ppm Reiskeksstandard; probenspezifische LOD
und LOQ-Angabe
div 40b Senf, gelb Vergleich mit 400 ppm Reiskeksstandard; probenspezifische LOD

und LOQ-Angabe
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5.1.5 PCR: Sesam

Meth. |Auswerte-| Datum der . . Ergebnis NWG/| BG/ +« | Quantitatives
Abk. nummer Analyse Ergebnis Probe A Ergebnis Probe B Dotierungsprobe | LOD* | LOQ * mu Ergebnis als Methode
positiv / positiv / positiv / 5 z.B. Lebensmittel/ . .
Ty mg/kg ey mg/kg sy mg/kg mg/kg mg/kg % Protein Test-Kit + Anbieter
ASU 24 negativ positiv 56,6 positiv 41,9 5 10 50 Sesam ASU §64 Methode/method
ASU 31 06.07.18 negativ positiv positiv Sesam-DNA ASU L 18.00-22
. . . GEN-IAL First Allergen, Coring
Gl 7 negativ positiv negativ Sesam S D
MS 32 negativ positiv 2 positiv 1 10 100 200 Sesam-DNA Microsynth
. - - SureFood® ALLERGEN Sesame,
SFA 2 22.06. negativ <1,0 positiv 7,18 positiv 515 0,4 1 Sesam-DNA 53608, R-Biopharm/Congen
. . . Sure Food Allergen ID, R-
SFA-ID 8 10.08.18 negativ <04 positiv >04 positiv >04 0,4 Sesam Biopharm / Congen
. . . Sure Food Allergen ID, R-
SFA-ID 15 negativ positiv >10 positiv >10 10 Sesam Biopharm / Congen
. . Sure Food Allergen ID, R-
SFA-ID 22 negativ positiv - 0,4 Sesam-DNA Biopharm / Congen
. . . Sure Food Allergen ID, R-
SFA-ID 26 21.06.18 negativ positiv positiv 0,4 1 30 Sesam-DNA Biopharm / Congen
. . . Sure Food Allergen ID, R-
SFA-ID 34 negativ positiv positiv 0,4 Sesam-DNA Biopharm / Congen
div 19 negativ negativ positiv andere
. . . . Sesam-DNA, AllAIIB; Kbppel et al, siehe
div 21 negativ positiv 30 positiv 30 10 100 e Sellerie
div 25 25;2 1‘J g ly negativ positiv positiv 25 Hausmethode
5xQuantiFast® Pathogen PCR
" . . . Fa.Qiagen, Primer/Sonde:
div 28 03.07.18 negativ positiv positiv Sesam Eurofins, Methode nach Mustorp
etal. 2007
div 30 16.06.18 negativ positiv positiv 20 Sesam-DNA Auswahl PCR-Methoden
div 30 16.06.18 negativ positiv positiv 0,4 Senf-DNA Auswahl PCR-Methoden
Waiblinger H-U - Ring trial
validation of single and multiplexx|
real-ime PCR methods for the
. . . . detection and quantification of the
div 35 25.06.18 negativ . positiv . positiv . 5 . . allerginic food ingredients
sesame, almond, lupine and
Brazl nur - J. Verbr. Lebensm. -
DOI 10,1007/s00003-014-0868-x
div 37 negativ positiv positiv Hausmethode
div 40 25.7./10.08. | negativ <100 positiv 100 positiv 100 100 100 Sesam Auswahl PCR-Methoden

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

Meth. |Auswerte Hinweise zur Methode 'I\("keﬂl‘_’t‘_‘et
Abk. | nummer Spezifitat (Extraktion und B o ISOIEC Sonstige Hinweise
Bestimmung) 17025
z.B. Extraktion / Enzyme / Clean-
Target-Sequenz / -DNA Up / Real Time PCR/ ja/nein
Gelelektrophorese / Cyclen
’ CTAB-Prazipitationsmethode, s. . Kalibrierung/Quantifizierung mittels Matrix-Standards, dotiertes
ASU 24 |2'S Albumin Gen (66bp) 2.B. ASUL 18.00-22 la Material: Sesam, entfettet
ASU 31 Extraktion mit Maxw ell FFS Kit ja
Gl 7 i Real-time PCR-basierte Methode fiir Detektion von spezifischen
J DNA-Sequenzen von Sesam. Das Detektionslimit <5 DNA Kopien.
MS 32 Wizard Promega ja Dotierung zu tief fiir uns
Extraktion nach Herstellerangaben
SFA 2 mit SureFood® PREP Advanced, ja
Protokoll 1
SFA-ID 8
Extraktion mittels Sure Prep
SFA-ID 15 Advanced Fa. Congen; es w urde ia Untersuchung w urde nur mit SureFood Allergen ID, Fa. Congen
kein Clean-Up des Extraktes ! durchgefiihrt
durchgefiihrt
SFA-ID 22
SFA-ID 26 f,:’or; i‘(’)ﬁﬂ Prep Advanced ja Artikelnr. $3608
CTAB Prazipitation, QIAgen PCR
SFAD 34 |Sesam Purification Kit, Real Time PCR
div 19 ja
div 21 15.5 kDa oleosin mRNA s. 0. ja s.0
div 25 DNA Extraktion mit Biotecon
foodproof Sample Preparation kit Il
Dneasy "mericon Food Kit/
div 28 2 S Albumin Proteinase K/ Real Time PCR/
45 Zyklen
CTAB, Proteinase K, Promega
div 30 Wizard DNA CleanUp, Real-time ja §64 LFGB L18.00-19
PCR, 45 Zyklen
CTAB, Proteinase K, Promega
div 30 Wizard DNA CleanUp, Real-time ja Senf und Brassica-Arten-DNA, interne Methode
PCR, 45 Zyklen
Extraktionskit: NucleoSpin Food
div 35 Albumine 2S Macherez-Nagel - Real-time PCR nein
40 Zyklen
" L . 2g-Probe, Silika-Saulchen, .
div 37 Sesamum indicum, S. radiacum RealTime-PCR, 45 Zyklen ja
div 40 Sesam Vergleich mit 400 ppm Reiskeksstandard; probenspezifische LOD

und LOQ-Angabe
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5.2 Homogenitéat

5.2.1 Mischungshomogenitdt wvor der Abfillung

Microtracer Homogenitatstest
DLA 04-2018 Dotierungsniveauprobe

Gewicht Gesamtprobe 1,04
Microtracer FSS-rot lake
TeilchengroRe 75 - 300
Gewicht pro Partikel 2,0
Tracerzugabe 42,0 mg/kg
Analysenergebnisse:
Probe Einwaage [g] Zi:gﬁl Fﬂ? g/'::g]l

1 5,01 107 42,7

2 5,03 131 52,1

3 4,98 131 52,6

4 5,03 138 54,9

5 4,99 140 56,1

6 4,97 137 55,1

7 5,05 124 49,1

8 5,10 122 47,8
Poisson-Verteilung Normalverteilung
Probenanzahl 8 Probenanzahl 8
Freiheitsgrad 7 Mittelwert 51,3 mg/kg
Mittelwert 128,8 Partikel Standardabweichung 4,53 mg/kg
Standardabweichung 11,4 Partikel rel. Standardabweichung 8,82 %
x? (CHI-Quadrat) 7,01 Horwitz Standardabweichung 8,85 %
Wahrscheinlichkeit 43 % HorRat-Wert 1,0
Wiederfindungsrate 122 % Wiederfindungsrate 122 %
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5.3 Informationen zur Eignungspriifung (EP)

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

EP-Nummer DLA 04-2018
EP-Name Allergene IV: Sellerie, Senf und Sesam in Kartoffelchips
Probenmatrix Proben A + B:

(Prozessierung)

Probenzahl und
Probenmenge

Lagerungsinformation

Verwendungszweck

Kartoffelchips, light (22% Fett) / Zutaten: Kartoffeln, Sonnenblumendl,
Salz sowie weitere Zusatzstoffe und Allergene Lebensmittel
Selleriesamen, Senf und Sesam (eine der beiden Proben)
Dotierungsniveauprobe: Kartoffelpulver, weitere Zusatzstoffe und
Allergene Lebensmittel Selleriesamen, Senf und Sesam

2 unterschiedliche Proben A + B: je 25 g
+ 1 Dotierungsniveauprobe: 15 g

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

Ausschliel3lich fiir Laboruntersuchungen (Qualitdtskontrollproben)

Parameter

Untersuchungsmethoden

qualitativ + quantitativ:

Sellerie, Senf, Sesam

Proben A + B: < 500 mg/kg
Dotierungsniveauprobe: < 500 mg/kg

Methode ist freigestellt

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

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen
Analyseneinwaagen, eine reprdsentative Probenmenge entsprechend
guter Laborpraxis zu homogenisieren. Am besten wird jeweils die

gesamte Probenmenge homogenisiert.

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

Anzahl von Stellen mindestens 2 signifikante Stellen

Ergebnisabgabe Die Ergebnisabgabe-Datei wird per eMail (bermittelt an:
pt@dla-Ivu.de
Abgabetermin spétestens 10. August 2018
Auswertebericht Der Auswertebericht wird voraussichtlich 6 Wochen nach Abgabetermin
der Ergebnisse fertiggestellt und per eMail als PDF-Datei zugesandt.
Koordinator und Dr. Matthias Besler-Scharf
Ansprechpartner der EP

* Die Kontrolle der Mischungshomogentitét wird von DLA durchgefiihrt. Ggf. werden die Priifung der Gehalte, Homogenitédt und Stabilitét
von EP-Parametern von DLA im Unterauftrag vergeben.



Oktober 2018 DIA 04/2018 - Allergene IV 1. Korrektur

6. Verzeichnis der Teilnehmer in alphabetischer
Reihenfolge

Teilnehmer / Participant Oort / Town Land / Country
GROSSBRITANNIEN
SCHWEIZ
Deutschland
Deutschland

USA

SCHWEIZ
Deutschland
CANADA

CANADA

ITALIEN
Deutschland
Deutschland
Deutschland
SPANIEN
Deutschland
ZYPERN
Deutschland
ITALIEN
SCHWEDEN
GROSSBRITANNIEN
FINLAND

POLEN

CANADA
OSTERREICH
Deutschland
POLEN

SCHWEIZ
FRANKREICH
CANADA
GROSSBRITANNIEN
Deutschland
FRANKREICH
GROSSBRITANNIEN
GROSSBRITANNIEN
KROATIEN
CANADA

SPANIEN
GROSSBRITANNIEN
Deutschland
CANADA

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

[The address data of the participants were deleted for publication of the evaluation
report.]
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7. Verzeichnis relevanter Literatur

10

11

12

13

14

15

l6.

17

18

19.

DIN EN ISO/IEC 17025:2005; Allgemeine Anforderungen an die Kompetenz von
Priuf- und Kalibrierlaboratorien / General requirements for the compe-
tence of testing and calibration laboratories

DIN EN ISO/IEC 17043:2010; Konformitdtsbewertung - Allgemeine Anforde-
rungen an Eignungsprifungen / Conformity assessment - General require-
ments for proficiency testing

ISO 13528:2015 & DIN ISO 13528:2009; Statistische Verfahren fir Eig-
nungsprifungen durch Ringversuche / Statistical methods for use in pro-
ficiency testing by interlaboratory comparisons

ASU §64 LFGB: Planung und statistische Auswertung von Ringversuchen zur
Methodenvalidierung / DIN ISO 5725 series part 1, 2 and 6 Accuracy
(trueness and precision) of measurement methods and results

Verordnung / Regulation 882/2004/EU; Verordnung uber tber amtliche Kon-
trollen zur Uberpriifung der Einhaltung des Lebensmittel- und Futtermit-
telrechts sowie der Bestimmungen iiber Tiergesundheit und Tierschutz /
Regulation on official controls performed to ensure the verification of
compliance with feed and food law, animal health and animal welfare ru-
les

Evaluation of analytical methods used for regulation of food and drugs;
W. Horwitz; Analytical Chemistry, 54, 67-76 (1982)

The International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of An-
anlytical Laboratories ; J.AOAC Int., 76(4), 926 - 940 (1993)

A Horwitz-1like funktion describes precision in proficiency test; M.
Thompson, P.J. Lowthian; Analyst, 120, 271-272 (1995)

Protocol for the design, conduct and interpretation of method performan-
ce studies; W. Horwitz; Pure & Applied Chemistry, 67, 331-343 (1995)

.Recent trends in inter-laboratory precision at ppb and sub-ppb concen-

trations in relation to fitness for purpose criteria in proficiency tes-
ting; M. Thompson; Analyst, 125, 385-386 (2000)

.The 1International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of

Analytical Chemistry Laboratories; Pure Appl Chem, 78, 145 - 196 (2006)

.AMC Kernel Density - Representing data distributions with kernel density

estimates, amc technical brief, Editor M Thompson, Analytical Methods
Committee, AMCTB No 4, Revised March 2006 and Excel Add-in Kernel.xla
1.0e by Royal Society of Chemistry

.EURACHEM/CITAC Leitfaden, Ermittlung der Messunsicherheit bei analyti-

schen Messungen (2003); Quantifying Uncertainty in Analytical Measure-
ment (1999)

.GMP+ Feed Certification scheme, Module: Feed Safety Assurance, chapter

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

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

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

Homogeneity and stability of reference materials; Linsinger et al.; Ac-
cred Qual Assur, 6, 20-25 (2001)

.AOAC Official Methods of Analysis: Guidelines for Standard Method Per-

formance Requirements, Appendix F, p. 2, AOAC Int (2016)

.Codex Alimentarius Commission (2010) - Guidelines on performance

criteria and validation of methods for detection, identification and
quantification of specific DNA sequences and specific proteins in foods,
CAC/GL 74-2010

DIN EN ISO 15633-1:2009; Nachweis von Lebensmittelallergenen mit
immunologischen Verfahren - Teil 1: Allgemeine Betrachtungen /
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24

25

26.

27.

28

29.

30

31

32

33

34

Foodstuffs - Detection of food allergens by immunological methods - Part
1: General considerations

.DIN EN ISO 15634-1:2009; Nachweis von Lebensmittelallergenen mit

molekularbiologischen Verfahren - Teil 1: Allgemeine Betrachtungen /
Foodstuffs - Detection of food allergens by molecular biological methods
- Part 1: General considerations

.DIN EN ISO 15842:2010 Lebensmittel - Nachweis von Lebensmittelallergenen

- Allgemeine Betrachtungen und Validierung von Verfahren / Foodstuffs -
Detection of food allergens - General considerations and validation of
methods

.Ministry of Health and Welfare, JSM, Japan 2006
.Working Group Food Allergens, Abbott et al., Validation Procedures for

Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best
Practices JAOAC Int. 93:442-50 (2010)

.Working Group on Prolamin Analysis and Toxicity (WGPAT): Méndez et al.

Report of a collaborative trial to investigate the performance of the RS
enzyme linked immunoassay to determine gliadin in gluten-free food. Eur
J Gastroenterol Hepatol. 17:1053-63 (2005)

.DLA Publikation: Performance of ELISA and PCR methods for the

determination of allergens 1in food: an evaluation of six years of
proficiency testing for soy (Glycine max L.) and wheat gluten (Triticum
aestivum L.); Scharf et al.; J Agric Food Chem. 61(43):10261-72 (2013)
EFSA (2014) Scientific Opinion on the evaluation of allergenic foods and
food ingredients for labelling purposesl, EFSA Panel on Dietetic
Products, Nutrition and Allergies (NDA), European Food Safety Authority
(EFSA), Parma, Italy, EFSA Journal 2014;12(11):3894

IRMM, Poms et al.; Inter-laboratory validation study of five different
commercial ELISA test kits for determination of peanut residues in
cookie and dark chocolate; European Commission, Joint Research Centre,
Belgium; GE/R/FSQ/D08/05/2004

.Jayasena et al. (2015) Comparison of six commercial ELISA kits for their

specificity and sensitivity in detecting different major peanut
allergens. J Agric Food Chem. 2015 Feb 18;63(6):1849-55

ASU §64 LFGB L 06.00-56 Bestimmung von Sojaprotein 1in Fleisch und
Fleischerzeugnissen Enzymimmunologisches Verfahren (2007) [Determination
of soyprotein in meat and meat products by enzyme immunoassay]

.ASU §64 LFGB L 00.00-69 Bestimmung von Erdnuss-Kontaminationen in

Lebensmitteln mittels ELISA im Mikrotiterplattensystem (2003)
[Foodstuffs, determination of peanut contamintions in foodstuffs by
ELISA in microtiterplates]

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

Schokolade und Schokoladenwaren mittels ELISA im Mikrotiterplattensystem
(2006) [Foodstuffs, determination of hazelnut contamintions in chocolate
and chocolate products by ELISA in microtiterplates]

.ASU §64 LFGB L 18.00-19 Untersuchung von Lebenmitteln - Nachweis und

Bestimmung von Sesam (Sesamum indicum) in Reis- und Weizenkeksen sowie
in SoRenpulver mittels real-time PCR (2014) [Foodstuffs, detection and
determination of sesame (Sesamum indicum) in rice and wheat cookies and
sauce powders by PCR]

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

Nachweis und Bestimmung von Lupine, Mandel, Paranuss und Sesam in Reis-
und Weizenkeksen sowie Sobenpulver mittels real-time PCR (2014)
[Foodstuffs, simultaneous detection and determination of lupin, almond,
brazil nut and sesame in rice and wheat cookies and sauce powders by
PCR]

.ASU §64 LFGB L 08.00-59 Untersuchung von Lebenmitteln - Nachweis und

Bestimmung von Senf (Sinapis alba) sowie Soja (Glycine max) in
Brihwiirsten mittels real-time PCR (2013) [Foodstuffs, detection and
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36.

determination of mustard (Sinapis alba) and soya (Glycine max) in boiled
sausages by real-time PCR]

.ASU §64 LFGB L 08.00-64 Untersuchung von Lebenmitteln - Nachweis und

Bestimmung von von schwarzem Senf (Brassica nigra L.) und braunem Senf
(Brassica juncea L.) in Brihwurst mittels real-time PCR (2016)
[Foodstuffs, detection and determination of black mustard (Brassica
nigra L.) and brown mustard (Brassica Jjuncea L.) 1in boiled sausages by
real-time PCR]

ASU §64 LFGB L 08.00-65 Untersuchung von Lebenmitteln - Simultaner
Nachweis und Bestimmung von schwarzem Senf (Brassica nigra L.), braunem
Senf (Brassica juncea L.), weiBem Senf (Sinapis alba), Sellerie (Apium
graveolens) und Soja (Glycine max) in Brihwurst mittels real-time PCR
(2016) [Foodstuffs, simultaneous detection and determination of Dblack
mustard (Brassica nigra L.), brown mustard (Brassica juncea L.), white
mustard (Sinapis alba), celery (Apium graveolens) and soya (Glycine max)
in boiled sausages by real-time PCR]
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Alle 40 Teilnehmer haben mindestens ein Ergebnis eingereicht. Die Aus-
wertung erfolgte fir ELISA-Methoden hinsichtlich der Parameters Sesam
und Senf qualitativ und quantitativ und fir Sellerie lagen keine Er-
gebnisse vor. Die PCR-Methoden wurden fiir alle 3 Parameter ebenfalls
qualitativ bewertet. Zusatzlich wurden fir jeden Teilnehmer Wiederfin-
dungsraten fliur die Dotierungsmaterialprobe und die dotierte Probe er-
mittelt. Details zu den einzelnen Parametern inklusive separater Aus-
wertung nach Testkit-Herstellern sind dem Auswertebericht zu entneh-
men.

22 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europdischen Ausland (Finnland,
Frankreich, GroRbritannien, Italien, Kroatien, Osterreich, Polen,
Spanien, Schweden, Schweiz, Zypern), ein Teilnehmer in den USA und 6
Teilnehmer in Kanada.



