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Ziele des AQUALLERG-ID Projektes

Das Projekt verfolgt das tbergreifende Ziel, die derzeitigen Liicken hinsichtlich der Analytik extrem artenreicher
Allergengruppen zu schlieBen. Dabei finden auch erstmalig Insekten, welche wie die Krebstiere zu den GliederfiiBern
zahlen, als neuartige Lebens- und Futtermittel Beachtung. Die Ergebnisverwertung umfasst 1) neue routinegeeignete
und standardisierbare Verfahren fir die Lebensmitteliiberwachung, 11) kommerzialisierbare und nutzerfreundliche
Assays sowie 1i1) die Bereitstellung einer innovativen und zukunftsweisenden Serviceanalytik flir Allergene.

1. Entwicklung und Validierung von Low-Density-PCR-Arrays zum einfachen und effizienten Screening auf Fisch,
Krustazeen, Weichtierarten sowie Insekten als neuartige potentielle Allergenquelle in Lebensmitteln. (BfR)

2. Entwicklung einer NGS (Next Generation Sequencing)-basierten Methode als neues molekularbiologisches
Verfahren zur parallelen Detektion aquatischer allergener Organismen. (IMGM GmbH)

3. Entwicklung innovativer immunochemischer Schnelltests und quantitativer ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) zum Nachweis und zur Bestimmung von kennzeichnungspflichtigen allergenen
Lebensmitteln aus den artenreichen Gruppen der Fische, Krustazeen, Weichtiere und Insekten. (ifp GmbH)
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Was passiert bei allergischen Reaktionen auf

Lebensmittel?

Sensitization phase
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SIGNS AND SYMPTOMS OF ANAPHYLAXIS
Anaphylaxis (an—a-fi-LAK-sis) is a serious allergic reaction that comes on
quickly and has the potential to become life-threatening. The most common

anaphylactic reactions are to foods, venom, medications, and latex.

[“ phylaxis signs and sy

that may occur alone (*) or in any]

combination after exposure to an allergen include:

MOUTH:

itching, tingling,
swelling of the
lips/tongue/palate
(roof of the mouth)

| THROAT: T

hoarseness, tightening
of throat, difficulty
swallowing, hacking
cough, stridor (a loud,

high-pitched sound
when breathing Il)/
*LUNGS:

shortness of breath,

chest pain, tightness /
GUT:

abdominal pain, nausea,
vomiting, diarrhea

LIFE-THREATENING

SYMPTOMS

* IMMEDIATE & POTENTIAL

r——
= CNS/BRAIN:
anxiety, panic,
sense of doom

™~ Evesmose:
runny nose, stuffy
nose, sneezing, watery
red eyes, itchy eyes,
swollen eyes

SKIN:

hives or other rash,
redness/flushing,
itching, swelling

*CIRCULATION/HEART:

chest pain, low blood
pressure, weak pulse, shock,
pale blue color, dizziness or
fainting, lethargy (lack of
energy)

Consult with a board-certified allergist for an accurate diagnosis and management plan.

Although the majority of

some of ]

EPINEPHRINE is the fi

t-line of for

used as secondary treatment

) :::FAACT

. Food Allergy & Anaphylaxis

nection Team
AWARENESS * ADVOCACY + EDUCATION
www.F ') org

ALWAYS CARRY TWO (2) epinephrine auto-injectors at all times ]

When you, or someone you know, begin to experience
symptoms, CALL 9-1-1 IMMEDIATELY!

[
[.
[- Antihistamines, inhalers, & other treatments should only be
[.
[.

(513) 342:1203
Fax (513) 3421239

P.0. Box 511
West Chester, OH 45071
Ve, 97

org

4 Matthias Winkel| Workshop| 23.11.2023 | Bundesinstitut fur Risikobewertung

Nunez-Borque et al., 2022, FRONT IMMUNOL

The Voice of Food Allergy Awareness
'7'V B I R




Allergene Arten in Lebensmitteln
Die grof3en 8 (,The BIG 8‘)

Erdnuss

Baumniisse
{rn | & f\
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Andere gelistete Allergene in der EU

Senf Sellerie
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Haufigkeit von
Lebensmittelallergien
weltweit

* Fehlende Daten in vielen Landern

e Globale und regionale Unterschiede

* Kontrollierte orale Provokationsteste sind immer noch rar, die
meisten Schatzungen basieren auf dem Anstieg der
Anaphylaxie

* Nach wie vor beste Praxis, Lebensmittel mit allergischen
Arten zu meiden

Fragen:

* Referenzdosen?

* Richtige Kennzeichnung?

* Wie geht man mit Kontaminationen um?

Prevalence (all ages)
in past 10 years
m <3%

3-5.9%

6-10%

>10%

No data

Prevalence (children
<5 years of age)
in past 10 years

m <3%
3-5.9%
6-10%
>10%
No data

____________________
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Gemeldete Anaphylaxien nach Allergenen und
Landern

HEN's EGG SOYBEAN
PEANUT + TREE NUTS SEAFOOD incl. FISH, SHELLFISH
| !
J08 5 i 3
> .9 : )
\ £
FRUIT SESAME
COW'S MILK / DAIRY WHEAT !
” : | |

Baseggio et al., 2021, ] ALLERGY CLIN IMMUN r Bf R
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Haufigkeit von

Anaphylaxien

durch Allergene

% anaphylaxis presentations
caused by allergen
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Aquatische Arten die
Allergien auslosen (Fische,
Krebs- und Weichtiere)



Biomasse und Diversitat aquatischer Arten

One cul
of carbon. One thousand cubes represent
1 Gigaton of Carbon (Gt C).

Marine (Arthropoda): circa

Fische: circa 33.000 Arten

Terrestrische (Arthropoda) __

Annelids |
red

Arthropods

Mollusken: circa 85.000 Ar

(Biomass of Lile |

Comparing All
Biomass of Life on Earth
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Methoden zum Nachweis von Krebstieren

Detection of Shrimp-Derived C
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Fast Real-Time PCR for 1
Beatriz Herrero, Juan M. Vieites, ar

Area of Molecular Biology and Biotechnolog
© Supporting Information

ABSTRACT: Crustaceans are one of the r
problem, and they have become very im

Food Control 79 (2017) 27—34

Contents lists available at ScienceDirect £ %gﬁ%ﬁg{
CONTROL

CONTROL

Food Control CONTROL

CONTROL

CONTROL
CONTROL

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodcont

A novel screening approach based on six real-time PCR systems for the @Cmmﬂ{
detection of crustacean species in food

Jutta Zagon ]e551ca Schmidt © Allegra Suzanna Schmidt °, Hermann Broll ¢
Alfonso Lampen , Tassilo Seldler , Albert Braeuning

2 Department of Food Safety, Federal Institute for Risk Assessment (BfR), P.O. Box 33 00 13, D-14191, Berlin, Germany
b Fachbereich 1V, Food Science & Technology, Beuth University of Applied Science, Luxemburger Str. 10, D-13353, Berlin, Germany

© Supporting Inf regarding these allergens to warn consume ARTICLE INFO ABSTRACT

allows the detection of crustaceans in all ki —— - - - — - -

¢ ture and vressure durine the m: Amd}? history: Analysis of crustacean species plays a role in authenticity issues as well as allergen detection. A real-time
ABSTRACT: Fo em}??re} p gA A b RECG{VEd 6 January 2017 PCR-based screening assay was developed for the detection of crustaceans in food. In order to cover most
complex food mat spec1ﬁc1ty and reduces the analysis LAIERLE ¢ f]i:clavedhm revised form relevant species in one analytical step, PCR systems were newly developed for the detection of shrimps

(& Marah 2_017 R (Penaeidae), lobster (Homarus sp.), Common shrimp (Crangon crangon), river prawns (Macrobrachium sp.)
developed to detect penaeid shrlmp and blue crab crusta
Abstract

crab meat spiked into several types of foods, including ca
Foods were spiked with either shrimp or crab at levels ran
cooked by a variety of methods. Real-time PCR data were
respect to linear range and reaction eﬂiciency‘ Results in«
reaction efficiencies were achieved across a linear range o:

FDA has received consumer complaints about food products, most notably sardines, containing krill as an undeclared crus-
tacean shellfish allergen. The Food Allergen Labeling and Consumer Protection Act (FALCPA) requires that food products

containing crustacean shellfish be labeled with the type of crustacean. Available antibody-based allergen detection assays,
mirhinh datant mratoine  do nod dictimern ioh arne ] tuma Raal fimes TR accae arhich datoct TIRA  fan diffarantiate fume
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Methoden zum Nachweis von Fischen

FOOD COMPOSITION AN ARNITIVES

Detection ¢
Food, by R

MiN SuN, CHENGZHU
Shandong Entry-Exi
People’s Republic o

Fish, as one of th
IgE-mediated foou
received increasil
industry and legis
real-time polymer
on TagMan-MGB

for the detection
allergen gene. Th
5 pa purified fish

Eur Food Res Technol (2017) 243:840-857
DOI 10.1007/s00217-016-2799-5

JOD

ORIGINAL PAPER

Development of a real-time PCR system for the detection
of the potential allergen fish in food

Carina Tetzlaff! - Dietrich Miide!

Received: 30 May 2016 / Revised: 23 August 2016 / Accepted: 1 October 2016 / Published online: 13 October 2016
© The Author(s) 2016. This article 1s published with open access at Springerlink.com
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Methoden zum Nachweis von Insekten

Food EU \&
Order Suborder Family Species Pet feed EU Feed EU Application i | -
House cricket Acheta domesticus v v v Black soldier fly
Acheta domesticus) (Hermetia illucens)
Ensifera Gryllidae Gryllus assimilis \/ \/ ;E
Orthoptera Gryllodes sigillatus v v * i
I3
! . . Caelifera e ; ; N
e o3 Acrididae Locusta migratoria \/ ?1-' \/
’ Caelifera Acrididae Schistocerca gregaria v ;/_- v
Banded cricket Hymenoptera Apiformes Apidae Apis mellifera v * v Common housefly
(Gryllodes sigillatus) (Musca domestica)
Alphitobius diaperinus v v v
Coleoptera Polyphaga Tenebrionidae
Tenebrio molitor v v v
= B Bombycidae Bombyx mori v v *
m Lepidoptera Lepidoptera ’
 — Pyralidae Galleria mellonella \/ ?1-' ?{-' w
Field cricket Muscidae Musca domestica v \5/ ?{-' Silk worm pupae
(Gryllus assimilis) Diptera Brachycera (Bombyx mori)
Stratioymyidae Hermetia illucens \/ \( v

Pl

§

g

._
&« B
<

.

Lesser mealworm
(Alphitobius diaperinus)

Migrating locust
ocusta micratoria)

Desert locust
(Schistocerca gregaria)

Yellow mealworm
(Tenebrio molitor)

Honey bee larvae
(Apis mellifera)
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Projekt ,,AQUALLERG-ID* Ubersicht

Das Verbundprojekt (BfR, ifp und BFR
IMGM) verfolgte das Ziel, neue

Praxistest
Proben-/Informations-
austausch

Vergleichende Analytik

faiiz e lllibniti s Probenaustausch

Immunoassays:
* Qualitative

analytische Methoden zum Nachweis g

wissenschaftlich
determinierter

von aquatischen Organismen (Fische, Proben

Schnelltests
* Quantitative
ELISAs

Produktion von
Mischproben im FRoSTA AG
e ———————————

Low-Density-PCR-

Krebs- und Weichtiere) sowie Insekten P

Technikumsmalistab

In silico Recherche

als potentielle Lebensmittelallergene zu CR-Systeme un | -

Sequenzauswahl

entwickeln. Dabei sollten analytische

Handelsproben

Lucken durch neue immunochemische

Beratung zu
Anforderungen
in der Praxis

Multiple Proben /

Information zu
Produktionsprozessen
und Handelswaren

Schnelltest, quantitative ELISA, real- . enzinformationen

Referenz-DNA und

Probenaustausch Datamining/
Bioinformatik

Screeningverf.

time PCR-Arrays und Next-Generation

Sequenzierungsmethoden geschlossen

werden. FlieBdiagramm der Verknipfung der einzelnen Partner des Verbundprojektes
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Projekt Zeitplan und Arbeitspakete

ARBEITSPAKETE (AP) DBR. ifp IMGM| Frosta JAHR 1 JAHR2 JAHR3 JAHR4
5| 6| 7| 8| 9|10[11|12|13|14|15|16|17[18|19]|20(21|22|23|24|25|26|27(28]|29|30|31|32|33(34(35|36|37(38(39|40[41|42
K Koordination € =TT rrr==="Tt == T T -] - = ===
|I_Bereitstellung von Referenz- und Probenmaterial Samnlung onPrdbehmatetiallfortlatifend bis Rrojektende
.1 Authentische Proben, DNA-Isolate (BfR), Handelsproben (Frosta) 1.1
1.2 Herstellung von LM-Mischproben 1.2
Il Molekulare Probencharakterisierung (Authentizitatspriifung)
I.1 Speziesbestimmung mittels Klonierung/Sequenzierung (DNA) 1
Il Entwicklung von Low-Density-PCR-Arrays (qual. Screening)
.1 In silico Recherchen: Handelsarten/Artenspektrum/Sequenzen 1 L
.2 Entwicklung neuer Real-time PCR-Systeme (art-/Grupp-spez.) 2
lIl.3 Validierung und Auswahl der Verfahren fir PCR-Arrays 3
lI.4 Testphase mit charakterisierten Extrakten 3.4
lI.5 Praxistest mit Praxisproben
IV Next Generation Sequencing (NGS) (qual. Screening) L
IV.1 Bioinformatik/Recherche/Sequenzident. (Lit./Datenbanken) 41 J_,
IV.2 Entwicklung und Validierung einer NGS-Methode fiir Fisch, Krebs-
und Weichtierhandelsarten |
IV.3 Abschlussphase mit Praxisproben
V Entwicklung spezifischer AK zum Nachweis mariner Spezies
V.1 Stufe 1: Immunisierung mit Extrakten, Depletion der Antiseren
V.2 Stufe 2: Epitop-Mapping, Inmunisierung mit synthetischem Epitop
VI Entwicklung ELISA und immunologische Schnelltests (LFA) HEEEEEEEEEEEEEEEE
V1.1 Entwicklung ELISA-Testverfahren (speziesspezifisch und Gruppentes
VI.2 Entwicklung Schnelltests im LFA-Format
V1.3 Validierung, Erprobung der Methoden bei Frosta
VIl Informationsbereitstellung (alle Verbundpartner) € -l44t++rrF-l-d41t+++r--l-[d4t++ T F
VII.1 Publikation, Verbraucherinformation, Workshop Alle Partner: Publikationen nach Sachlage/Projektfortschritt

[
N
w
rS

2\

&

&
¥k

&\

5

_‘

Legende und Abkiirzungen: ifp Balkenfarbe = Hauptanteil des Verbundpartners am Arbeitspaket; blau schraffiert = Kooperation/Frosta

Meilenstein (s. ANLAGE 1-2)

AK: Antikorper
LFA: Lateral Flow Assay (immunolog. Streifentest)
LM: Lebensmittel
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WP1 Bereitstellung von Referenz und Probenmaterial (BfR, FROSTA, ifp)

Beschaffung von Referenzsubstanzen
(authentische Proben) und Probenmaterialien
(Rohware, prozessierte Lebensmittel)

Herstellung von Lebensmittelmischproben im
TechnikumsmalBlstab und Weitergabe an
Projektpartner

Proben aus der Praxis (FRoSTA AQG)

verfligbare eigene Proben; determinierte
Fisch- und Krebsproben anderer
wissenschaftlicher  Institutionen  (Max-
Rubner-Institut, MRI, entomologische und
genetische Forschungsinstitute; Partner aus
anderen  Projekten = Handelsproben der
FRoSTA AG:; eigene gezogene Proben aus
dem Einzelhandel und Insektenfarmen)

VEEGIE,

My

https://www.zeit.de/news/2023-02/15/frosta-praesentiert- geschaeftszahlen -2022
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WP2 Molekulare Probencharakterisierung (BfR)

* umfassende Charakterisierung von
Proben zur Speziesidentifikation
zur Methodenentwicklung

* DNA-Isolierung und Weitergabe an
Projektpartner

* Langzeit -Lagerung von DNA

* Zur Authentifizierung der Proben
wird die Barcoderegion (COI-
Oxidase-Gen) mittels PCR
amplifiziert, kloniert und
sequenziert und anschlieBend tiber
NCBI- oder BOLD-Datenbank

bestimmt

Kingdom
Animalia
ananan an ¥ 1 e
[ e !d”mllua][iuﬂlhrsl
SSSSS Asalubj Jellyfish
Chelce ala Crustacea He apoda ﬂsw g“.
[.'.racnu] ( Walacostraca ] [_| ecta ] “Shata ][cuhlpoda][-s lropd]

Brachyura

T A e it

grder Infrg
Ache\ala stacidea

S Praw

L i
iré ﬁm{ Pam‘l ramns
" Crustacean '\
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WP3 Entwicklung von Low-Density PCR Arrays (BfR)

* Entwicklung von neuen PCR-Systeme fiir Fische,

Krusten- und Weichtiere und relevante Insektenarten mm

P o bl 6

 Auswahl des Artenspektrums auf Basis der

verfligbaren Wirtschafts- und Importdaten und der

EFSA-Stellungnahme zu Insektenprotein

iH
il

iiginzei
i

* in silico-Analyse von geeigneten Primer fiir kurze
Amplifikate (< 150 bp / zum Nachweis in
prozessierten Proben)

* Austestung, Optimierung und Validierung der
Verfahren

Amplification

* Die Assays sind mittels Trehalose-Zusatz auf 96-
Threshold

Fluorescence

well-Plattenformat bei Raumtemperatur lagerbar
No amplification

» gezielt Systeme mit vergleichbarer Sensitivitit und

Annealing-Temperatur zusammengestellt Copies per reaction (Ct)
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WP4 Next-Generation Sequencing (NGS) (IMGM)

» gleichzeitig Analyse von DNA-Strangen
» zielgerichtete Analyse

* NGS-Methode zur Identifizierung von

Fisch-, Mollusken- und Krustazeentaxa

verschiedener phylogenetischer Ebene

(z.B. Art, Familie, Ordnung) .
:
. g . . uery sequence
* Validierung und Optimierung — } L -
. - R EEERREEEER
authentischer DNA-Isolate sowie DNA- - T "
‘(p""°°mp"""dd£"ag"°} Classification 2-channel EEEE - Base calling
MlS Chung en tree and path

Examine hit taxa

* Ermittlung der Sensitivitdit an realen and ncestors

Taxonomy tree

Matrices . B g
© 2014 Wood and Salzberg
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WP5 Entwicklung spezifischer Antikorper zum Nachweis allergener
Proteine (ifp)

* neuartiger zweistufiger Prozess zur Q | \l/ — T

Herstellung  von  hochspezifischen Protein A Fl depletiertes
Antiserum Anfiserum
Antikorper gegen die aquatischen . 2. Depletion mit
Kaninchen kreuzreagieranden
Proteinen
Hauptallergene

* Extraktion der Hauptallergene aus

relevanten Spezies zur Immunisierung

von Kaninchen ‘ T
« erhaltene Antiseren werden depletiert s, — T T L R L .
synthetisiertes th_h'spezmsc hes
* Epitop-Mapping mittels iiberlappender  Epitor Antiserum
. . .« g . 4. 1 :
Peptide zur gezielten Peptidimunsierung e S i s B
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WP6 Entwicklung ELISA und immunologische Schnelltests (ifp)

* Entwicklung von ELISA-Testverfahren

e Variation der Assayparameter zur

Ermittlung von optimalen Bedingungen

e Validierung  (Intra-/Interassayvarianz,
Linearitdt, Nachweisgrenze, Spezifitat,

Selektivitit)

* Mischung der Antikorper fir hohe
Artenabdeckung

 Ubertragung auf das Schnelltest (LFA)-

Format

 Kontrolle der Produktionsbander und

Proben von FRoSTA

\ N M

metal NP-Ab probes Anti-HNP ' Anti-CAS

Anti-OVA Y Anti-1Gs

&

Ag
Teas Toun __T_HNP

w? Y

/ w? YY
L |

\\\R | f// /
Sample pad Test lines Control Adsorbent pad
Probe pad P
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Erfolge des Projektes

Proben aus Tiergruppen Methodenentwicklung Ergebnisse
vVI® U S
Krebtiere HOONOMHONN V| T e
/1% Next-Generation Sequencing o
‘ ‘ﬂ'w,}) / <‘ Substrate %%
Weichtiere ’ ,&\Q CE ’ ] l
' —— \ T = _
—— Sandwich-ELISA/Lateral Flow Assay

<

(¢}
TSI R o D
11111 e
o’ | || i

Insekten Quantitative PCR
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