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Projekt AQUALLERG-ID — Uberblick der Ziele

Ziele:

SchlielBung derzeitiger Licken in der Analyse artenreichen Allergengruppen

- Entwicklung neuer routinemaRiger und standardisierbarer Methoden
far die Lebensmitteliberwachung

— Etablierung kommerzialisierbaren und anwenderfreundlichen Assays

— Bereitstellung innovativer und zukunftsorientierter Dienstleistungs-
analysen fur Allergene
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Kini dom

Phylum Phylum * thlum* * Phylum

Arthropoda [ Nematoda ] [ Mollusca ][ 30 Others ]
Subphylum ¥ Subphylum Subphylurm¥ Anisakiv Jellyfish
Vertebrata Chelicerata [ Crustacea ] [ Hexapoda ] mSpongeS.

Superclass Y Y Superclass [—’—S—”mi L JF Cl \ ] y y
Chondrichthyes ‘ Tetra odai Osteichthyes §_Class ' Class] S = |
: y ] P 2 l Arachnida | | Malacostraca [ Insecta ] Bivalvia ][ Cephalopodﬂ[Gastropoda

|
Subcla Y Y “Subclass Subclass ¥ Y Subclass ¥ Subclass Cockrogch Oyster Octopus Abalone
| Elasmobranchii ] [ HoIocephaIiL] | Sarcopterygii ] [Actinopterygﬂ [ Acari ] [ S L 0“’9] ‘a\é Mussel g Sq”ider S“al'nm
eca
M s

poda

Sharks,& Rays Ghost Sharks Coelacanth Bony_fish Mites ollusc
* * rder ¥ Y Suborder
‘ Fish | i ﬁ

Pleocyemata ] [ Dendrobranchiata

Infraorder ¥ Infraorder v ng[ Y Infrmmi | _Infraorder 1 Famil
| Caridea ] Anomura ] Brachyura ][ Achelata [ Astacidea I [ Penaeidae l
i Crabs
Shrimps Crabs Lobsters Crayfish \ e

A\ rustacean ‘M\

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Duplex-System Decapoda

Spezies / Produkte getestet > 100

Kreuzreaktionen Grunlipp-Muschel fsmfhflum
Crustacea

LOD,, 10 ppm |

Effizienz 94 % (Malacostraca ]

Sensitivitat in Lebensmittelmatrix 10 ppm ( ———

rder Y Y Suborder
i Pleocyemata ][ Dendrobranchiatai]

Infraorder ¥ Infraorder W rim v lnfram&] I Infraorder ) Famil
> 96% aller kommerziell relevanten (__Caridea [ Anomura ][ Brachyura Achelata | Astacidea | [ Penaeidae _j
Krustazeen gehoren zu den . iy AL 55 el SV Prawns

Decapoda % Q ﬁgmstacean ™ .\

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kingdom

Arthropoda

* Krustazeen System erfolgreich etabliert ﬂm
. . Crustacea
 Detektiert alle kommerziell relevanten Krustazeen Arten

Suborder
ata ] [ Dendrobranchlatai]

| _Infraorder ]

Infraorder ¥ Infraorder v
Famil
| Caridea | Anomura ]| Brachyura Achelate Astacidea I[ Penacng _j

Shrlmps Crabs Crabs Lobsters Crayfish T

% Q ﬁg rustacear\* ;M\

. . . Reference: Modified after
e System ist publiziert: Ruethers et al., 2018

* A novel duplex real-time PCR method for the detection of commercially
relevant crustaceans in food
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kinidom
Phylum I
Chordata
Subphylum
Vertebrata

Y Superclass

« System von Tetzlaff and Made, 2017

Superclass
| Chondrlchthyes ]
Subcla:
| Elasmobranchii I ) ii
Ghosiiharks > :eiacanth
* Vermutlich die nachste Standardmethode fur

Sharks,& Rays
Reference: Modifiziert nach Fisch-A”ergen Detektion
Ruethers et al., 2018

» Detektiert alle Fischarten
» Keine Detektion von Haien, Rochen
und Storen

Actinopterygii

Bony fish

6 Vincent Blaschke | BfR-Workshop "Authentifizierung von allergenen Bestandteilen, Tierarten und Geweben in Lebens und Futtermitteln" | 23.11.2023 | Berlin I 7( Bf R



Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kini dom

Phylum
Arthropoda

Phylum * thlum* * Phylum
[ Nematoda ] [ Mollusca ][ 30 Others ]

Subphylum
Crustacea

i’ Class
| Malacostraca |

Y Order
[ Decapoda

Subpvium Anisakiv Jellyfish
Hexapoda m SPOHQGS.
i
Class i ] Class Y __ Class

\
| Insecta | Bivalvia ]\ Cephalopoda[Gastropoda

Cockroach Oyster
‘a\/\ Mussel e

Octopus Abalone
Squid Snail
e 3
Mollusc

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018
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Kommerziell wichtige Bivalvia Ordnungen

Venerida (Venusmuscheln) Ostreida (Austern)

Pectinida (Jakobsmuscheln)
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

* Bivalvia: Kmidom
« Schwierigkeiten bei der Entwicklung von mph = — —_ o
Systemen fir Bivalvia ( Nematoda ] [ Mollusca ] [ 30 Others |

Subphyum _ Subohwlum Anisakiv Jellyfish
Crustacea Hexapoda m Sponges.
it

JF Class Class

| Malacostraca | | Ins;cta |

* Nur zwei Systeme konnten etabliert werden | c°ck%acih(
[ Decapoda ]

« FUr die Ordnungen der Pectinida und Mytilida

* Hohes Zeit-Investment

N\ Class Y__ Class
Bivalvia N Cephalopodﬂ[ Gastropoda

Oyster

Muss‘ele

Octopus Abalone
Squid Snail
e 3

7 Mollusc

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018

« Wichtige Ordnungen der Venerida, Ostreida und Cardiida fehlen
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Kommerziell wichtige Bivalvia Ordnungen

Venerida (venus clams) Ostreida (oysters)

o P ~ ‘ ‘
%

Pectinida (scallops)
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

* Bivalvia: Kmidom
« Schwierigkeiten bei der Entwicklung von mph = — —_ o
Systemen fir Bivalvia ( Nematoda ] [ Mollusca ] [ 30 Others |

Subphyum _ Subohwlum Anisakiv Jellyfish
Crustacea Hexapoda m Sponges.
i

 Hohes Zeit-Investment i
JF Class Class § \ Class Y __ Class
| Malacostraca | | Insecta | Bivalvia NCephalopodﬂ[ Gastropoda
« Nur zwei Systeme konnten etabliert werden | Cock%acihi Oyster Octopus foalone
rder 5 Mussel Squid Snail
[ Decapoda ] ‘e ¥ )
7 Mollusc

« FUr die Ordnungen der Pectinida und Mytilida
Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018

« Wichtige Ordnungen der Venerida, Ostreida und Cardiida fehlen

» Grolde genetische Unterschied innerhalb der Familien (Venerida)
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kini dom

DuPIex-SVStem PeCtinida Mytilida * Phylum Phylum * Phylum * * Phylum
Spezies / Produkte getestet > 60 fiffvonods | [ Ni",latsdba/] (ottusca J | = )

Subphylum Subphylum! nisaki ellyfis
Kreuzreaktionen Keine Tiefseescallop @@ @'@ w .

¥ Class Class ¥ Y Class l Y Class
LODlZ 1 ppm 10 pm | Malacostraca | [ Insecta m Cephalopodﬂ[ Gastropoda
EfﬁZienZ 95 _ 98 % 93 _ 101 % { or Cockroach O er Octop?us Abalo'ne

. i i [ DecapodaOd a ' ’ ss‘me ? Sq”d\é Snaﬂnm

Sensitivitit in Lebensmittelmatrix 10 ppm l 7“Mollusc

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018

« Beide Bivalvia Systeme werden zusammen publiziert

» Letzte Publikation aus diesem Projekt
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kingdom
Phylum Phylum Y Phylum ¥ ¥ Phylum
. Cepha|opoda: [ Nematoda ] [ Mollusca ][ 30 Others ]

o .- . Subphylum Subphylum Anisaki Jellyfish
System fur qlle kommerzpll relevanten Arten @'@ @'@ b/ ﬂ Sponges.

konnte validiert und etabliert T 1
y Class Class 7 ¥ Class
| Malacostraca l | Insecta | rasélvalv'_J Cephalop Gastropoda
Abalone

Cockroach Qys
) Order ‘% M sel Snail
(ocpoin ) ”~ 0
|

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kini dom

Phylum Phylum * thlum* * Phylum
Arthropoda Nematoda ] [ Mollusca ][ 30 Others ]

Subphyum _ Subohwlum Anisakiv Jellyfish
Crustacea Hexapoda m

b
|
i’ Class Class y

] Class / Y Class
| Malacostraca | | Insecta rﬁ;ivalvif_j[(:ephalopo

Gastropoda
Cockroach Oys’ Octo Abalone
Y Order ‘¥ M el
[ Decapoda -]

I ‘ _ Sna_i‘lnm

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018
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Kommerziell wichtige Gastropoda - Familien

Littorinidae (Strandschnecken)
Helicidae (Weinbergschnecken) Haliotidae (Seeohren) | - ‘
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kinidom
’ GaStropOda: - .. L. Phylum Phylum ¥ Phylum ¥ ¥_Phylum
« System fiir Buccinidae, Muricidaea und [ Nematoda | ( Mollusca | ( 30 Others |

Helicidae validiert und etabliert [Cosear] | oot ] Y l T
Crustacea Hexapoda m
Class y

|
Class /_ Y Class
Gastropoda

Jl Class

]
| Malacostraca | | Insecta | rﬂﬁéivalvir_j

Cockroach Oys’
[ Y Order ‘&\/\ M el
Decapoda -] e 7
I ‘

Abalone

Snail
)

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018
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Kommerziell wichtige Gastropoda - Familien

Helicidae (Weinbergschnecken) Buccinidae (Hornschnecken)
Muricidae (Stachelschnecken)
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kinidom
’ GaStropOda: - .. L. Phylum Phylum ¥ Phylum ¥ ¥_Phylum
« System fiir Buccinidae, Muricidaea und [ Nematoda | ( Mollusca | ( 30 Others |

Helicidae validiert und etabliert [Cosear] | oot ] Y l T
Crustacea Hexapoda m
Class y

JF Class —
¢ W|Cht|ge Arten fehlen | Malacostraca | | Insecta | rﬂﬁéiv;hrir_j

Class /. Y __ Class
 Seeohren, Strand- und Achatschnecken | c:ockr%ach: Oys’

Gastropoda
[ Decalpoda -] v ,‘e-le ;

Abalone

Snail
)

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018

18 Vincent Blaschke | BfR-Workshop "Authentifizierung von allergenen Bestandteilen, Tierarten und Geweben in Lebens und Futtermitteln" | 23.11.2023 | Berlin I 7( Bf R



Kommerziell wichtige Gastropoda - Familien

Haliotidae (Seeohren) Littorinidae (Strandschnecken) Achatinidae (Achatschencken)
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

System Cephalopoda Gastropoda
Spezies/ Produkte Kingdom
P > 100
getestet
Phylum Phylum * thlum* * Phylum
Kreuzreaktionen Japanische GroRe (_Nematoda ]  Mollusca | {30 Others ]
¥ Subphylum ubphylum¥ Anisaki Jellyfish
Kammmuschel  Achatschnecke  (TGrustaces ] [ Hexapoda ) o/  Seonges
LOD 10 m JF Class Class § 1] Class l/ Y __ Class
12 Pp
[ Malacostracﬂ [ Insecta ] iuas;ivalvif_][ Cephalopo Gastropr .a
171 (o) 0,
Effizienz =93 % =95 % I Cockroach Oys’ Aba' e
rder a\i M el € ail
Sensitivitat in [ Decapoda | of m
10 ppm ' '

Lebensmittelmatrix

Ruethers et al., 2018

* Cephalopoda and Gastropoda Systeme wurden zusammen publiziert

 Filling Analytical Gaps in Allergen Detection — Real-Time PCR for the Detection
of Commercially Relevant Cephalopods and Gastropods in Food
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Entwicklung einer Ready-to-use PCR Platte zur gleichzeitigen Detektion
allergener aquatischer Organismen

Uberblick und Workflow

Real-time PCR Platte DNA

X X XX XX XXXXX) A
000000000000 il
000000000000 Hinzugefiigt ©»

AU FEER 000000000000 L \om\Verwender

vorgelegt

000000000000 |
000000000000 Mastermix

Sonden 000000000000
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Entwicklung einer Ready-to-use PCR Platte zur gleichzeitigen Detektion

allergener aquatischer Organismen
gPCR Gerat

A

Ergebnisse

I

-

» Geringer Materialverbrauch

Vorbereitete Platte

Amplification

0900000000000
Threshold

No amplification

. / Copies per reaction (Ct)

Fluorescence

Vorteile:

« Einfache und schnelle Ergebnisse

* High-Throughput

« Keine Lagerung einzelner Primer/ Sonden
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Entwicklung einer Ready-to-use PCR Platte zur gleichzeitigen Detektion

allergener aquatischer Organismen
Sample1 Sample2 Sample3 Sample4 Sample5 Sample 6

L 1 L ¥ ||
ENENEERN ENKNERENEREDNEN Decapoda

Cephalopda

Teleostei

Pectinida

Mytilida

Gastropoda

E

F ntc Non
G ntc ntc ntc ntc ntc ntc ntc ntc ntc ntc ntc ntc template
H

pc1 | pc1 | pc2 | pc2 | pc3 | pc3 | pc4d | pc4d | pc5| pc5 | pc6 | pc6 control

pcC Positive
control

« © different systems
‘ . * 6 samples with 6 different systems
» 6 different samples
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Entwicklung einer Ready-to-use PCR Platte zur gleichzeitigen Detektion
allergener aquatischer Organismen

Platten Layout - Entwicklung
« Zwei Platten Layouts wurden entwickelt

» 1. Aquatische Organismen:
« Systeme: Krustazeen, Cephalopoda, Pectinida, Mytilida, Gastropoda, Teleostei

o 2. Insekten:
» Systeme: Coleoptera, Alphitobius diaperinus, Tenebrio molitor, Musca domestica,
Hermetia illucens und Acheta domestica
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Zusammenfassung & Ausblick — AQUALLERG-ID Projekt

® Entwicklung mehrerer hochspezifischen, empfindflichen und robusten Systeme

Krustazeen
® Bivalvia (Mytilida, Pectinida)
Cephalopoda

Gastropoda (Helicidae, Muricidae, Buccinidae)

® Dritte Publikation aus diesem Projekt wird geschrieben P

® Einige Ordnungen der Bivalvia und Gastropoda konnten nicht detektiert werden

® Fokus auf Methoden Entwicklung fiir diese Ordnungen und Familien
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Establishment of new real-time PCR systems (Fish, crustacean, molluscs,
insects) — AP 3.2

Kingdom
| Animalia |
thlum* ' Phylum

Establishment of new real-time PCR systems (Fish, crustacean, molluscs, a ] ( Mollusca ] ( 30 Others ]
insects) — AP 3.2 Jellyfish

Sponges
il
Y ass
| Gastre oda |

A’ one

Superclass
Chondrichthyes
bolas: | S N_/
Elasmobranchii

Sharki& Rays

Ruethers &t al., 2018
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Ruethers et al., 2018
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Establishment of new real-time PCR systems (Fish, crustacean, molluscs,
insects) — AP 3.2

Kingdom

Phylum Phwum * thlum* * Phylum
Arthropoda Nematoda ] [ Mollusca ][ 30 Others ]

Subphylum Subphvlum _ Subphylum Anlsakly Jellyfish
Chelicerata Crustacea Hexapoda m Sponges.
i

‘L Class Class Class Cl 18SS
| | Arachnida | | Malacostraca | [ Insecta ] ras;wal 4 ][ Cephalo |Gastrr .Jdal
b gss Subclass Y Y Subclass ¥ Subclass Cockroach O .er A' .one
Elasmobranchu [Q:opterygii ] [Actinoptewgﬂ [ Acari ] L Qrder ‘% ’ ASsele er jna’nam
Sharks,& Rays Coelacanth Bony. fish Mites [ Decapoda Z# Mollusc
Fish

endrobranchiata

v v ] Y
I Caridea l Anomura | Brachyura ][

Shrlmps Crabs Crabs

\\\k

i Famil
Penaeidae I

Prawns

Reference: Modified after
Ruethers et al., 2018
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

i "'.-_._-.M' \‘;;r\
Gemeines P

-

Duplex-System Decapoda
Spezies / Produkte getestet > 100
Kreuzreaktionen Grinlipp-Muschel
LOD,, 1pg
Effizienz 94 %
Sensitivitat 10 ppm
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Etablierung neuer real-time PCR Systeme (Fische, Krustazeen, Mollusken)

Welche Systeme wurden entwickelt?

Kinidom
Duplex-SVStem CephaIOPOda Phylum Phylum Y Phylum ¥ Y Phylum
Spezies / Produkte getestet > 100 [ Hematoda | [ Wciiuece [ $566er: |
ﬂm SR Anisakib/ Jellyfish
. N Spon es
Kreuzreaktionen Japanische Crustacea ((Hexapoda ] /__\ﬂ ]
|
Kammmuschel Y Cass Class__§ ¥ L] ¥ Class
| Malacostraca | Insecta i;lzs;ivalvi _J Gastropoda
LO D12 10 ppm Cockroach Oys r Abalone
] Order ~¥ W sele Sna.i‘lgm
Effizienz 93 % [ Decapods 4
Sensitivitat 10 ppm Reference: Modified after

Ruethers et al., 2018

« System ist publiziert:
 Filling Analytical Gaps in Allergen Detection — Real-Time PCR for the
Detection of Commercially Relevant Cepahlopods and Gastropods in Food
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