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1 Allergenkennzeichnung/Aktions- und Beurteilungswerte

Menschen die an Lebensmittelallergien leiden kénnen nach Verzehr bereits geringer Mengen eines
Lebensmittels mit entsprechenden Inhaltsstoffen mit allergischen Reaktionen reagieren. Dies schlief3t
mitunter schwere, teils lebensbedrohliche Reaktionen ein. Daher sind Betroffene darauf angewiesen,
entsprechende allergenhaltige Lebensmittel zu erkennen und vermeiden zu kénnen.

Allergene sind entsprechend der EU-Lebensmittel-Informationsverordnung (LMIV) [1] bei vorverpackter
Ware sowie bei loser Abgabe, etwa in Gastronomiebetrieben (LMIDV) [2], zu kennzeichnen.

Allerdings werden, z. B. in der amtlichen Uberwachung, nach wie vor nicht deklarierte Allergene festgestellt
[3].

Nicht selten sind nach den bisherigen Erfahrungen auch herstellungsbedingte Eintrage von allergenen
Lebensmittelbestandteilen die Ursache. Diese fallen nicht unter die gesetzliche Kennzeichnungspflicht, da
es sich nicht um Zutaten handelt [4]. Dies stellt wiederum ein schwer zu kalkulierendes Risiko fir allergisch
reagierende Personen da.

Um diese unbefriedigende Situation zu verbessern, etabliert beispielsweise die Lebensmittelindustrie im
Rahmen des Allergen-Managements interne Aktionswerte fur herstellungsbedingte unbeabsichtigte
Eintrdge [5]. Auch Laboratorien der Lebensmitteliberwachung verwenden interne Aktionswerte fir die
Entscheidung, ob Lebensmittelinspekteure weitere Ermittlungsmaflinahmen im Betrieb ergreifen sollen
[6-8].

Fur die Uberpriifung solcher Aktionswerte sind quantitative Methoden erforderlich, zumindest aber solche,
die Allergene bzw. allergene Lebensmittelbestandteile bereits im Spurenbereich nachweisen kénnen.

Seit 2020 erarbeitet eine FAO/WHO Expertengruppe verschiedene Empfehlungen zur
Allergenkennzeichnung fiir das Codex Committee on Food Labelling (CCFL) und das Codex Committee
on Food Hygiene (CCFH) mit dem Ziel, den weltweiten Umgang mit Allergenen zu harmonisieren. Der
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Expertenausschuss veroffentlichte bereits einen Bericht zur Evaluation der prioritdren Allergene [9], einen
weiteren Bericht zur Evaluation von Schwellenwerten fiir die prioritaren Allergene in Lebensmitteln [10],
eine Zusammenfassung zur Evaluation einer vorsorglichen Allergenkennzeichnung der prioritdren
Allergene in  Lebensmitteln [11] sowie eine Zusammenfassung der vorgeschlagenen
Kennzeichnungsausnahmen [12].

Die folgende Stellungnahme gibt einen Uberblick iber den derzeitigen Stand der Allergenanalytik. Sie soll
in erster Linie dazu dienen, im Hinblick auf die Festlegung von Aktions-/Schwellen- oder Grenzwerten die
analytischen Mdglichkeiten besser einschatzen zu kénnen.

2 Analytische Methoden zum Nachweis von Lebensmittelallergenen

Derzeit werden Uberwiegend immunologische Verfahren (z. B. ELISA und Streifen-Schnelltests) sowie
molekularbiologische Verfahren auf Basis der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) eingesetzt
[13]. Daruber hinaus zeichnen sich vielversprechende Entwicklungen im Bereich der
massenspektroskopischen LC-MS- Verfahren ab [14-20].

Bei den bislang eingesetzten Verfahren handelt es sich Gberwiegend um Nachweise der Spezies der
allergenen Lebensmittelbestandteile (z. B. Erdnuss oder Sellerie), entweder tber charakteristische DNA-
Sequenzen oder speziestypische Proteine. Dies ist auch im Sinne der Nachweissicherheit sinnvoll. Wird
mit einem Speziesnachweis beispielsweise Erdnuss als allergener Bestandteil eines Lebensmittels
identifiziert, so ist zunachst von einem Vorhandensein potentiell allergener Erdnussproteine auszugehen.
Die Etablierung von Nachweisverfahren, welche die verschiedenen majoren allergenen Proteine eines
Lebensmittels erfassen, scheint wiinschenswert. Dies ist grundsatzlich mittels Massenspektrometrie
maglich, allerdings aktuell nur mit erheblichem Aufwand fiir eine begrenzte Zahl an allergieauslésenden
Lebensmitteln. AuRerdem kdnnen sich lebensmitteltechnologische Prozesse unter Umstanden sehr
unterschiedlich auf die Nachweisbarkeit einzelner Allergene auswirken.

Es hat sich in der Praxis bewahrt, ELISA- und PCR-basierte Verfahren gegenseitig zur Bestétigung von
Ergebnissen einzusetzen.

Ausnahmen bilden in diesem Kontext Nachweisverfahren fur Milchproteine (Kasein, 3-Lactoglobulin) und
Hahnereiklarproteine (Ovalbumin, Ovomucoid, Lysozym). Immunologische Methoden bestimmen in
diesem Fall die Konzentration von Milch- bzw. Eiprotein. Speziesspezifische Nachweise fir Kuh oder Huhn,
wie sie mit der PCR vorgenommen werden, waren in diesem Fall nicht zielfUhrend, da Milch- oder Ei-
Allergiker andere Bestandteile dieser Spezies ohne Probleme verzehren kdnnen (siehe auch den Hinweis
unter 1.3 PCR-Verfahren). Allerdings ist immunologisch aufgrund der Ahnlichkeit der detektierten Proteine
somit haufig die Tierart nicht bestimmbar, d. h. fir Milchproteine kdnnte es sich um Kuh-, Ziegen oder
Schafmilch handeln und fir Eiproteine waren neben Hihnerei auch Wachtel- oder Enteneier mdgliche
Quellen.

In den Tabellen ist, aufgegliedert nach allergenem Lebensmittelbestandteil, der derzeitige Stand der
Analytik zusammengefasst. Die in der Kennzeichnungsregelung (Anhang Il der VO (EU) 1169/2011)
mitgenannten Stoffe Sulfit und Laktose werden als Nicht-Allergene hier nicht behandelt.
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Tabelle 1 stellt die von der WHO/FAO Expertengruppe publizierten Empfehlungen fur Allergen-
Referenzdosen [10] dar. Zusétzlich wird beispielhaft unter der Annahme einer Aufnahmemenge von 100 g
Lebensmittel eine daraus resultierende notwendige Sensitivitat der jeweiligen Analytik dargestellt.

Tabelle 2 beschreibt die bisher verfligbaren Standardverfahren. Die Art des Verfahrens und in
Ringversuchen getestete Matrizes sind aufgelistet.

Mittlerweile finden regelmaRig Laborvergleichsuntersuchungen im Bereich der Lebensmittelallergene statt
[20-22].

Welche Methode zur Analyse geeignet ist, hdngt von einer Reihe von Faktoren ab. Als Beispiel seien
Matrices mit niedrigem pH-Wert (z. B. Fruchtséfte, alkoholische Getranke) genannt, welche noch allergene
Proteine enthalten kénnen, aber keine intakte DNA. Hier ware eine DNA-basierende Methode also wenig
geeignet. Vergleichbare Beispiele gibt es fiir alle analytischen Verfahren und auch fir die verschiedenen
Matrices, wo es beispielsweise zu einer reduzierten Nachweisbarkeit bei prozessierten Materialien
kommen kann.

Daher ist es entscheidend, dass die Fitness-for-Purpose, also die Eignung der ausgewahlten Methode fur
die jeweilige Matrix, evaluiert worden ist. Ist die Methode flir eine gegebene Matrix nicht geeignet, sollte sie
fur deren Analyse nicht verwendet werden. Eine Fitness-for-Purpose-Bestimmung wird vom jeweiligen, den
Test ausfihrenden Labor vorgenommen.

Derzeit sind zum Nachweis vieler in Anhang Il der VO (EU) 1169/2011 genannten allergenen Lebensmittel-
bestandteile kommerzielle ELISA-Kits verfiigbar. Eine regelméaRig aktualisierte Zusammenstellung von
Anbietern von ELISA-Kits ist auf der Internetseite der Arbeitsgruppe zuganglich [23].

Zumeist handelt es sich um Sandwich-ELISA. Die verwendeten Antikdrper sind Uberwiegend gegen
verschiedene, z. T. allergene Proteine des jeweiligen allergenen Lebensmittelbestandteils gerichtet. Die
seitens der Anbieter genannten Nachweisgrenzen liegen meist im einstelligen Milligramm-pro-Kilogramm-
Bereich des allergenen Lebensmittelbestandteils. Allerdings ist hierbei darauf zu achten, worauf sich diese
Angaben beziehen: den allergenen Lebensmittelbestandteil insgesamt (z. B. Erdnuss), die Trockenmasse
(z. B. Erdnusspulver), die Proteinmasse des Allergie-ausldsenden Lebensmittels (z. B. Erdnussprotein)
oder auf einzelne (allergene oder toxische) Proteine (z. B. Ara hl). Dies fuhrt teilweise zu sehr
unterschiedlichen Angaben in Bezug auf die Nachweisgrenze. Niedrigere Zahlenwerte bedeuten nicht in
allen Fallen eine bessere Sensitivitat, sondern sind durch die Bezugsgroflie (z. B. Bestandteil insgesamt
versus Protein) verursacht.

Es ist anzumerken, dass die Prozessierung einen Einfluss auf die Nachweisgrenze haben kann. Die
Prozessierung kann sowohl zu einer strukturellen Verdnderung des Analyten fihren, die einen Einfluss auf
die Nachweisbarkeit im Test hat, als auch die Extrahierbarkeit des Analyten aus der Matrix erschweren.
Fir unterschiedlich verarbeitete Lebensmittel sind deshalb unter Umstanden fir den gleichen Analyten
verschiedene Extraktionsmethoden zu verwenden. Ein typisches Beispiel ist der immunologische
Nachweis von Eiproteinen. Aktuell gibt es nur wenige ELISA-Anbieter auf dem Markt, die hitzeprozessierte
Proteine aus dem Eiklar erkennen. Die meisten anderen Tests reagieren ausreichend sensitiv nur mit
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Proteinen aus nicht erhitztem Ei. Daher ist eine Prifung der Validierungsdaten der Kit-Hersteller zu
empfehlen, inwieweit der ausgewéhlte ELISA-Kit fur den vorgesehenen Einsatz (Matrix,
Verarbeitungsgrad) geeignet ist.

Die Kalibrierung der Tests Uber Standardmaterialien unterliegt den gleichen GesetzmaRigkeiten. Es gibt
die Madglichkeit, fir die Standardmaterialien sowohl native (z. B. nicht gerdstete Erdnuss) als auch
prozessierte Materialien (z. B. gerdstete Erdnuss) zu verwenden. In Ermangelung von Referenzmaterialien
fur die meisten Allergene (siehe 3.) entscheidet jeder Anbieter derzeit selbst, welches Standardmaterial
verwendet wird, was mitunter zu abweichenden Ergebnissen je nach Hersteller fihrt.

In Ringversuchen gemalR § 64 LFGB getestet und als Standardmethode beschrieben wurden bisher
Verfahren zur Bestimmung von Erdnuss und Haselnuss, jeweils in der Matrix Schokolade. Daneben haben
noch international durchgefiihrte Ringversuche zur Untersuchung auf Gluten [24-30] (siehe Tabelle 2)
sowie Ei und Milch [31] stattgefunden. AuRRerdem sind einige Organisationen im Bereich der
Standardisierung tétig, z. B. Codex Alimentarius, AOAC (AOAC Official Method of Analysis OMA), AOAC
leistungsgeprifte Methode (AOAC Performance Tested Method PTM) sowie Methoden der AACCI
(American Association of Cereal Chemists International).

Die ELISA-Verfahren gehodren wie die Schnelltests zu den proteinbestimmenden Verfahren. Die Verfahren
haben das Potenzial, allergene Proteine direkt zu detektieren. Die entscheidenden Qualitéatsfaktoren eines
ELISA sind der Antikérper, das Kalibrationsmaterial und die Extraktionsmethode. Die Antikdrper eines
ELISA bestimmt maf3geblich durch seine Spezifitat dessen Leistungsfahigkeit. Neben der Gefahr von
Kreuzreaktivitaten kann auch eine Veranderung der Proteine wéahrend der Lebensmittelproduktion ein
potentielles Problem wahrend der ELISA-Messung darstellen. Je nach Spezifitdt des Antikdrpers oder Art
des Extraktionspuffers konnen diese Veranderungen (z. B. Denaturierung, Glycosylierung,
Fragmentierung) zu einem eingeschrankten Nachweis flihren. Spezielle Extraktionspuffer oder kompetitive
ELISA Systeme werden in solchen Féllen angeboten. Bei den meisten Herstellern von ELISA sind
Validierungsdaten erhaltlich, die Gber die Leistungsfahigkeit des jeweiligen Produktes Auskunft geben.
Bislang sind noch keine ELISA kommerziell verfligbar, die mehrere allergene Lebensmittel (z. B. Erdniisse
und Haselnisse) in einem Test nachweisen kdnnen (Multiplex-ELISA). Das grof3te Problem hierbei ist im
Falle einer quantitativen Bewertung die Unterscheidung der einzelnen Anteile von mdoglicherweise
gleichzeitig vorhandenen Allergenen am Gesamtergebnis. Multiplex-ELISA eignen sich deshalb eher fir
eine qualitative Bewertung als Screening-Methode. Aber auch in diesem Fall ist bei einem positiven
Ergebnis nicht zu differenzieren, ob ein einzelnes Allergen oder eine Mischung verschiedener Allergene zu
dem Befund geflihrt hat. Multiplex-Verfahren sind jedoch prinzipiell mdglich. Allerdings sind andere
Verfahren (z. B. PCR, LC-MS/MS) hierfiir besser geeignet.

ELISA stellen neben der RT-PCR das Routineverfahren der Allergenanalytik dar und haben sich in vielen
Diagnostikbereichen seit Jahrzehnten bewahrt. Wesentliche Griinde dafiir sind: einfache Anwendung,
Quantifizierbarkeit, kostenginstige Gerdte und Materialien, Schnelligkeit, die Mdglichkeit zum
Grol3durchsatz, hohe Spezifitdét und Sensitivitat. Aufgrund der komplexen Testablaufe handelt es sich
derzeit Gberwiegend um laborbasierte Verfahren, die eine gewisse Grundausstattung voraussetzen. Zur
Vereinfachung und Standardisierung der Ablaufe werden immer haufiger ELISA-Automaten verwendet, die
nach der Probenextraktion den eigentlichen Test selbststéandig durchfihren.
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Neben den quantitativen ELISA erganzen die qualitativen sogenannten Lateral-Flow-Teststreifen die
Analytik von allergenen Lebensmittelbestandteilen. Sie dienen dem schnellen und einfachen Nachweis von
Allergenen beispielsweise im Rahmen des Allergenmanagements (HACCP) in Lebensmittelbetrieben.
Dabei kénnen die Teststreifen im gesamten Produktionsprozess, von der Kontrolle der Rohwaren bis zur
Endkontrolle der Produkte sowie prozessbegleitender Hygienemafnahmen, verwendet werden.

Die Teststreifen kénnen fiir den Nachweis in Lebensmitteln genutzt werden, wobei zu beachten ist, dass
sie sich bisher vorwiegend in der Analyse von Oberflachenwischtests oder bei der Untersuchung von
Reinigungswassern etabliert haben. Aufgrund des primaren Ziels einer schnellen Analyse am Ort der
Untersuchung werden haufig einfache und schnelle Extraktionsverfahren durchgefuhrt. Far
Hygieneuntersuchungen und Untersuchungen von einfachen Matrizes (z. B. Rohware) sind diese meist gut
geeignet. Besonders bei prozessierten Lebensmitteln ist die Eignung des Extraktionsverfahrens zu
Uberprifen. Die Nachweisgrenze der Tests bei Lebensmitteln liegt deshalb im Vergleich zu
Umgebungsuntersuchungen meist in einem etwas hoheren Konzentrationsbereich.

Die angegebenen Nachweisgrenzen liegen im unteren Milligramm-pro-Kilogramm-Bereich und
unterscheiden sich nicht wesentlich von denen aktueller ELISA-Kits. Das bedeutet, dass bereits geringste
Spuren allergener Lebensmittelbestandteile nachgewiesen werden kénnen.

Allerdings ist zu beachten, dass die meisten Lateral-Flow-Teststreifen wie die ELISA nach dem Sandwich-
Prinzip aufgebaut sind. Im Gegensatz zum ELISA reagieren im Lateral-Flow-Test Detektions- und
Konjugatantikoérper gleichzeitig mit der Probe (im ELISA erfolgt dies sukzessive). Bei sehr hohen
Allergenkonzentration kann es deshalb zu einer Uberladung des Streifens kommen. Freies Allergen
reagiert sowohl mit der Detektionsbande als auch mit dem Konjugat und verhindert so die Ausbildung des
Sandwich-Komplexes. Die Folge ist bei sehr hohen Allergenkontaminationen (> 1 g/kg) eine schwache
oder ausbleibende Reaktion der Testbande und eine falsch-negative Interpretation der Probe. Es gibt
einzelne Testanbieter auf dem Markt, die durch eine zusétzliche Bande auf dem Teststreifen sehr hohe
Allergenkonzentrationen anzeigen und so eine falsche Interpretation einer nicht vorhandenen Testbande
verhindern.

Inzwischen sind solche Schnelltests fiur die meisten der kennzeichnungspflichtigen allergenen Bestandteile
verfugbar [23]. Die Teststreifen sind nicht zur Konzentrationsbestimmung oder Messung groRRer
Allergenmengen entwickelt worden, sondern zum Spuren- bzw. Kontaminationsnachweis. Es ist darauf zu
achten, ob die Nachweisgrenze flr Lebensmittel oder die Oberflachenwischprozedur gilt. Auch im
Teststreifen-System ist der Antikorper fur die Qualitat (also Spezifitéat) des Tests ausschlaggebend. Wie bei
anderen Verfahren istim Rahmen der Validierung zu prifen, ob eine Eignung fir prozessierte Lebensmittel
besteht oder bestimmte Substanzen die Wiederfindung stéren kénnen.

Lateral-Flow-Teststreifen werden in Streifen- oder Kassetten-Formaten angeboten. Zubehérsets, um
Oberflachenproben zu sammeln, werden erganzend angeboten. Die notwendige Zeit zur Durchfiihrung
einer Analyse betragt, je nach Kit und Analyt, zwischen 5 min und 30 min, und fur die Untersuchung wird
keine Laborausristung benétigt. Quantitative Aussagen sind derzeit noch nicht maglich.
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Fur alle zu kennzeichnenden allergenen Lebensmittelbestandteile sind Nachweisverfahren auf Basis der
RT-PCR verfugbar. Allerdings ist der PCR-Nachweis fir Ei und Milch weniger geeignet: die Sensitivitat von
DNA-basierten Nachweisen der Spezies Huhn und Rind reicht fur die Allergenanalytik nicht aus, zudem
lasst sich anhand des Nachweises von DNA aus Huhn bzw. Rind nicht unterscheiden, ob die Quelle der
DNA Eier oder Milch bzw. Huhner- oder Rindfleisch war (s. 0.).

Weiterhin wurden PCR-basierte Verfahren wie die MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) zum Nachweis von Fischen, KopffuBern und Krustentieren [32] und isothermale
Nachweisverfahren (Loop-mediated isothermal Amplification, LAMP) zum Screening auf die allergenen

Spezies Sellerie, Senf und Fisch (Kabeljau) veroffentlicht [33, 34].

Auch gibt es fir eine Reihe von Spezies standardisierte PCR-basierte Nachweisverfahren. Die
Nachweisgrenzen in der untersuchten Matrix betragen jeweils ca. 1- 10 Milligramm des jeweiligen
allergenen Lebensmittels pro Kilogramm. Nachweisgrenzen im Bereich von 1 mg/kg und weniger werden

durch die Verwendung von Multicopy Zielsequenzen erreicht.

Fur Fisch, glutenhaltiges Getreide (Weizen/Roggen), Lupine, Mandel, Paranuss, Sellerie, Senf (Sinapis
alba bzw. Brassica iuncea/Brassica nigra), Sesam, Soja wurden in Modell-Matrices (Bruhwurst,
Reisgebéack und mehr) quantitative Daten erhalten, die zeigen, dass eine Quantifizierung mittels RT- PCR
prinzipiell mdglich ist [35-39]. Dies gilt auch fur die Anwendung der sensitiveren PCR-Verfahren mit
Multicopy Zielsequenzen. Gezeigt wurde dies im 8 64 LFGB-Ringversuch fur Erdnuss sowie als Multiplex
RT-PCR fir Erdnuss, Haselnuss, Walnuss und Cashew [39, 40].

Die prinzipielle Eignung des Standardadditionsverfahrens fur die Quantifizierung mittels RT-PCR wurde in

einem Ringversuch bestatigt [41].

Aus Laborvergleichsuntersuchungen sind bislang vergleichsweise nur wenige Daten von Laboren

verflgbar, welche die RT-PCR zur Quantifizierung genutzt haben.

Multiplex PCR-Verfahren, insbesondere basierend auf Multicopy Zielsequenzen, bieten sich zum
simultanen und sensitiven, halbquantitativen bis quantitativen Screening auf allergene Bestandteile an [37,
38, 40].

In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe von Anwendungen der LC-MS/MS-Technik zum Nachweis
und zur Bestimmung von allergenen Lebensmittelbestandteilen der relevanten Allergene verdoffentlicht [42-
44]. Bei diesem vielversprechenden Ansatz werden i. d. R. allergen-spezifische Peptidfragmente durch
enzymatischen Verdau aus den majoren allergenen Proteinen der jeweiligen Lebensmittel freigesetzt,
mittels Flissigchromatographie aufgetrennt und die spezifischen Peptidmarker der allergenen Proteine
massenspektrometrisch detektiert (LC-MS/MS-Technik). Ublicherweise werden die Peptidmarker mit
gerichteten massenspektrometrischen Verfahren detektiert, dieser Ansatz wird auch als targeted
proteomics bezeichnet [14].
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In einer Reihe von Studien konnte der simultane qualitative Nachweis allergener Lebensmittelbestandteile
in verschiedenen Matrices gezeigt werden. Aktuelle Arbeiten fokussieren sich auf die Entwicklung von
robusten und sensitiven Multiplexmethoden, die den Nachweis und die Bestimmung der
kennzeichnungspflichtigen allergenen Lebensmittel simultan erlauben [45-47]. Grundsétzlich ist auch ein
paralleler Nachweis verschiedener allergener Proteine eines Lebensmittels durchfihrbar. Dies ist
insbesondere relevant, wenn allergene Lebensmittel wie beispielweise Ei oder Milch prozessiert und
fraktioniert werden. Ein Vergleich mit kommerziellen ELISA-Methoden zeigte Vorteile der LC-MS/MS-
Verfahren insbesondere bei prozessierten Produkten, die als Allergene Ei, Milch und Soja enthielten [42].

Fur einen eindeutigen, hochspezifischen Nachweis werden mehrere Peptide eines allergenen
Lebensmittels detektiert (i.d.R. 2-4) [14, 15, 48]. Dadurch kénnen auch falsch-negative Ergebnisse
reduziert werden, die durch Abbau oder Modifikation einzelner Zielsequenzen zustande kommen kénnen.
Die prinzipiell sehr gute Eignung der targeted proteomics zur Quantifizierung konnte bei verschiedenen
Lebensmitteln und Matrices demonstriert werden, allerdings zeigen sich auch bei
massenspektrometrischen Verfahren signifikante Matrixeffekte und Abhangigkeiten der Wiederfindung von
der Prozessierung [50-52]. Ein aktueller Fokus der Methodenentwicklung sind daher neue Anséatze fir
Peptid- und Proteinstandards, die zukiinftig eine sicherere Absolut-Quantifizierung erlauben sollen [53, 54].
Dartber hinaus werden neben gerichteten Verfahren auch zunehmend ungerichtete Verfahren im Bereich
der hochaufloésenden Massenspektrometrie entwickelt, die einen Nachweis von Kontaminationen mit
allergenen Lebensmitteln ohne Vorauswahl und retrospektiv ermdglichen sollen [14, 48, 55].

Die Nachweisgrenze der LC-MS/MS-Verfahren deckt sich nach derzeitigen Erkenntnissen in
Rohmaterialien mit der von typischen ELISA- oder PCR- Verfahren.

Die LC-MS/MS-basierte Allergenanalytik wird aktuell in nur relativ wenigen Routinelaboratorien eingesetzt,
insbesondere, weil die Gerate in der Anschaffung verhéltnismafig teuer sind und zudem sehr fachkundiges
Personal erforderlich ist. Die Etablierung der Probenvorbereitung und Datenauswertung dirfte aktuell eine
weitere Hiirde fir die flichendeckende Ubertragung in die Routineanalytik sein.

Es ist jedoch zu erwarten, dass massenspektrometrische Verfahren der Allergenanalytik durch weitere
Umsetzung der Laborautomatisation und weiter steigender Bedeutung der Massenspektrometrie in der
Routineanalytik in Zukunft deutlich zunehmende Verbreitung finden werden. Weitere Bestrebungen der
Harmonisierung und die Entwicklung von Referenzverfahren sowie die Durchfiihrung von Ringversuchen
und Laborvergleichsuntersuchungen dirften diese Entwicklung weiter stiitzen [18, 19].

3 Referenz- und Kontrollmaterialien

Bei Referenzmaterialien ist zun&chst zwischen zertifizierten und nicht-zertifizierten Referenzmaterialien zu
unterscheiden. Zertifizierte Referenzmaterialien fur die Allergenanalytik sind derzeit am Markt nicht
verfugbar. Dies liegt zum einen daran, dass es fur die Allergenanalytik keine definierten, anerkannten
Referenzmethoden gibt. Die Zertifizierung eines Materials kdnnte dann auch nur methodenspezifisch
erfolgen (z. B. fir den immunologischen Nachweis). Zum anderen handelt es sich bei Lebensmittel-
allergenen nicht um einzelne, definierte Molekile. Ein allergenes Lebensmittel wie Erdnuss enthélt eine
Vielzahl allergener Proteine. Diese missten in ihrer Gesamtheit fir die entsprechende Methodik definiert
werden (z. B. Zielwert fur eine immunologische Methode).
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Allerdings bieten verschiedene kommerzielle Anbieter Qualitéatskontrollen und nicht-zertifizierte
Referenzmaterialien fur die Allergenanalytik an. Diese sind in aller Regel nicht bezlglich bestimmter
Eigenschaften in verschiedenen allergenanalytischen Methoden definiert. Zumeist werden nur Angaben zu
allgemeinen Kriterien wie Proteingehalt, Kohlenhydrate, Fett, Wasser oder Asche gemacht. So bietet NIST
fur zwei Kontrollmaterialien (Haselnuss und Erdnuss) jetzt auch Informationen zur Reaktivitéat dieses
Materials mit ELISA unterschiedlicher Hersteller an.

Die folgende Liste erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.

A) Referenzmaterialen Hersteller
a. NIST Food Protein Allergen Program
(https://www.nist.gov/programs-projects/nist-food-protein-allergen-program)
b. IRMM (Erdnuss, https://crm.jrc.ec.europa.eu/p/g/peanut/IRMM-481-PEANUT-TEST-
MATERIAL-KIT/IRMM-481 )
B) PT-Anbieter
a. FAPAS (https://fapas.com/shop/search?txtsearch=Allergen)
LGC (https://www.lgcstandards.com/DE/de/Food-and-Beverage/Allergens/cat/279551)
DLA (http://www.dla-lvu.de/DLA%20Startseite%20RM.html)
LVU Lippold (https://www.lvus.de/index.php/de/probenmaterialien)

® oo o

weitere

C) ELISA Kit Hersteller
a. R-biopharm (https://food.r-biopharm.com/news/first-validated-allergen-reference-

material/)

b. Romer Labs

(https://www.romerlabs.com/de _de/shop/lebensmittelallergene/?rl_product group=Refer

enzmaterialien)
c. weitere

Diese Materialien lassen sich in zwei Klassen kategorisieren:

3.1 Reine allergene Lebensmittelbestandteile (z. B. Erdnuss)

Diese Materialien konnen tber herkébmmliche Kriterien wie Proteingehalt, Kohlenhydrate, Fett, Wasser oder
Asche und andere physikalisch-chemische Parameter spezifiziert werden. Solche Materialien kénnen
methodenunabhéangig fur weitere Dotierungsversuche und die Testvalidierungen verwendet werden (siehe
3.2). Eine weiterfihrende Charakterisierung, indem relevante allergene Proteine wie Ara hl, Ara h3 und
Ara h6 fur Erdnuss quantifiziert werden, ist fir eine Vergleichbarkeit unterschiedlicher Chargen
anzustreben. Zu erwéhnen sind hier etwa Aktivitdten des NIST (NIST Food Protein Allergen Program),
siehe auch obige Auflistung. Materialien der allergenen Lebensmittel sollten mdglichst gering prozessiert
sein. Jeder Prozessierungsschritt bedeutet ein hdheres MalR an Einschrankung des Materials auf seine
allgemeine analytische Verwendbarkeit. Falls prozessierte allergene Lebensmittel verwendet werden,
sollte bekannt sein, auf welche Weise das Material prozessiert (z. B. erhitzt, entfettet) wurde.
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Fur die Methodenvalidierung sowie fir analytische Qualitatssicherung sehr hilfreich sind Materialien
verschiedener Matrices, welchen der allergene Lebensmittelbestandteil zugefiigt wurde. Einige
kommerzielle Anbieter vertreiben Materialien auf Basis unterschiedlicher Matrices, die mit diversen
Allergenen dotiert sind. Materialien aus friiheren Laborvergleichsuntersuchungen sind allgemein verfligbar
und auch analytisch gut charakterisiert. Unter dieser Voraussetzung bieten sie sich daher derzeit fir die
laborinterne Methodenvalidierung und Qualitatssicherung an (siehe 3. B: PT-Anbieter).

Bei solchen Materialien sollten neben grundlegenden Eigenschaften wie Homogenitat auch Informationen
Uber die Herstellungsweise zur Verfiigung stehen; etwa ob es sich um gespiktes oder nattrlich
kontaminiertes Material handelt. Im Falle von gespiktem Material ist es wichtig, bei prozessierten
Lebensmitteln darauf zu achten, ob die Zugabe des Allergens vor oder nach der Prozessierung erfolgte.
Weiterhin sind Informationen Uber das gespikte allergene Material essentiell (siehe 3.1), auch hinsichtlich
dessen Prozessierungsgrades.

SchlieBBlich besteht ein erheblicher Unterschied darin, ob z.B. ein Brotteig mit bekannter
Zusammensetzung vor dem Backen mit einem Mandelpulver versetzt und anschlieBend bei 180 °C flr
30 min gebacken wurde oder ob dem fertig ausgebackenen und fein gemahlenen Brot nachtraglich dieses
Mandelpulver zugesetzt wurde.

4  Messunsicherheit

Auch in Ermangelung zertifizierter Referenzmaterialien ist die Ermittlung einer Messunsicherheit nach den
in der analytischen Chemie blichen Verfahren (EURACHEM/CITAC Guide CG 4) bei der routinemafigen
Allergen-Analytik in der Regel mit groRen Schwierigkeiten verbunden. Zudem geben die einschlagigen
Normen zur Allergenanalytik nur sehr rudimentéare Empfehlungen zur Angabe einer Messunsicherheit, die
als nicht ausreichend einzustufen sind, insbesondere, da der Bias nicht bericksichtigt ist. Die
Arbeitsgruppe nimmt auf der Homepage zu dem Thema Stellung und empfiehlt, in Prifberichten die
Messunsicherheit bei quantitativen Allergen-ELISA- oder Allergen-PCR-Verfahren — soweit mit den
Validierungsdaten vereinbar — mit + 50 % des berichteten Allergen-Gehaltes als relativen Wert anzugeben
[56].
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Fur alle kennzeichnungspflichtigen Allergene sind routinetaugliche Nachweisverfahren verfiigbar. Die
Ergebnisse von Ringversuchen und Laborvergleichsuntersuchungen zeigen, dass ein Nachweis ab ca.
1 bis 10 Milligramm des Gesamtproteins des allergenen Lebensmittels sowohl mit ELISA als auch PCR
Verfahren prinzipiell, d. h. in vielen Matrices mdglich ist.

Auch die LC-MS/MS-Technik hat das Potential, je nach Matrix entsprechend niedrige Konzentrationen
nachzuweisen. Dies muss jedoch noch anhand geeigneter Standardmaterialien im Rahmen von
Ringversuchen oder Laborvergleichsuntersuchungen belegt werden.

Nach wie vor ist die Verfligbarkeit von Referenzmaterialien stark eingeschrankt. Erfahrungen aus
Ringversuchen haben gezeigt, dass die Verfugbarkeit von Referenzmaterialien die
Methodenstandardisierung entscheidend erleichtert und verbessert. Die Methodenstandardisierung selbst
erleichtert wiederum die Vergleichbarkeit und Bewertung der unterschiedlichen analytischen Ansatze zum
Nachweis allergener Lebensmittelbestandteile. Normen wie DIN EN 15633-1:2019 und DIN EN
15842:2019 leisten ihren Beitrag zur Standardisierung. Referenzmaterialien fur die Allergenanalytik,
welche nach DIN EN ISO 17034 akkreditiert sind, sind momentan nicht auf dem Markt erhéltlich.

Daher bleibt eine absolute Quantifizierung weiterhin eine Herausforderung und erfordert eine moglichst
genaue Spezifizierung der Analysenbedingungen wie Methode bzw. Testkit sowie des zur Kalibrierung
eingesetzten Standardmaterials.
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Tabelle 1: Anforderungen an die Allergenanalytik (beispielhaft fiir PortionsgréfRe 100 g)

empfohlene
allergenes Lebensmittel Referenzdosis EDos abgeleitete Konzentration:
9 (mg Protein*) (mg Protein/kg LM)**
[10]

Walnuss (fur Pecannuss empfohlen) 1,0 10

Cashew (fur Pistazie empfohlen) 1,0 10

Mandel (empfohlen) 1,0 10

Erdnuss 2,0 20

Sesam 2,0 20

Kuhmilch 2,0 20

Huhnerei 2,0 20

Haselnuss 3,0 30

Weizen

Fisch

Krustentiere (Garnelen)
* Milligramm Gesamtprotein des allergenen Lebensmittels
*x aus Referenzdosis [10] abgeleitete Konzentration in Milligramm Gesamtprotein des

allergenen Lebensmittels pro kg Lebensmittel (angenommene Portionsgréfie = 100 g)
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Tabelle 2: Ubersicht zum Stand der Allergenanalytik; Standardisierung

Legende:

mAK: monoklonale Antikdrper

PAK: polyklonale Antikérper

Zielregion Real-time PCR: nuk-s = nukleér (single copy), nuk-m = nukleér (multi copy), mito = mitochondrial, Chloro =
Chloroplast; rDNA = ribosomale RNA Gene;

AACCI
WG PAT

§ 64 = Methode in Amtlicher Sammlung von Untersuchungsverfahren.

(Stand 2014-08)

PCR (rDNA)

Saucenpulver

allergenes Standardisierung/Ringversuche
Lebensmittel
(s. Anhang Il der VO veroéffentlicht von Methode Matrix Literatur
1169/2011)
Eier - - - -
§ 64 L00.00-69 Erdnuss Sandwich Lebensmittel wie
(Stand 2003-12)/ ELISA Schokolade
EN 15634-4:2023 / .
§ 64 144.00-11 (F;ii'_';';“e PCR Schokolade
(Stand 2013-01)
diverse LM wie
Reis- und
§ 64 L00.00-169 Real-time PCR Weizenkeks. [39]
Erdnusse (Stand 2019-07) (mito) Milchpulver und
Bruhwurst
(DNA-Extrakte)
diverse LM wie
Reiskeks,
8§ 64 L00.00-175 Multiplex Real-time Saucenpulver, [40]
(Stand 2022-04) PCR (mito) Bratling und
Bruhwurst
(DNA-Extrakte)
. Lebensmittel wie
Fisch Bruhwurst
. (ohne § 64 L00.00-167 L i X '
Fische Knorpel- (Stand 2019-03)/ Real-time PCR (nuk-s) Sriljskeks, Sauce | [39]
fische) Garnelensalat
Gluten . Brot, Teig,
(aus WG PAT ?F?S”?n"‘x% ELISA Starke, Mehl, [24, 25]
Weizen) Snack
Gluten .
Teststreifen Mehl, Keks,
(aus AACCI (R5 MAK) Snack (571
Weizen)
Glutenhal Gluten
tiges (aus AACCI/ WG PAT competitive ELISA Bier, Sirup, [25]
Getreide ; (R5 mAK) Sauerteig
Weizen)
Gluten . .
Sandwich ELISA Reismehl, -
(au; AACCITWG PAT (G12 mAK) kuchen, -brot (28]
Weizen)
Weizen / § 64 L08.00-66 Real-time PCR Brithwurst
Roggen (Stand 2016-10) (nuk-s)
Krebstiere - - - -
§ 64 L08.00-58(V) L .
(Stand 2011-06) Real-time PCR (rDNA) | Briuhwurst
Lupine . . Reis- und
§ 64 L18.00-22 Multiplex Real-time Weizenkekse, [37]
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Tabelle 2: Ubersicht zum Stand der Allergenanalytik; Standardisierung (Forts.)

allergenes
Lebensmittel

(s. Anhang Il der VO
1169/2011)

Standardisierung/Ring

versuche

verdffentlicht von

Methode

Matrix

Literatur

Milch

Mandeln

§ 64 L18.00-20
(Stand 2014-08)

Real-time PCR
(nuk-s)

Reis- und
Weizenkekse,
Saucenpulver

[37]

§ 64 1L18.00-22
(Stand 2014-08)

Multiplex Real-time
PCR (nuk-s)

Reis- und
Weizenkekse,
Saucenpulver

[37]

Haselnlsse

Schalen-
frichte

CEN/TS 15633-2:
2013

Sandwich ELISA
(mAK)

Lebensmittel wie
Zerealien,
Eiscreme,
Kekse,
Schokolade,
Wirstchen,
Hittenkase,
Joghurt,
Salatdressing
und Schokolade

CEN/TS 15633-3:
2013

Sandwich ELISA
(PAK)

Lebensmittel z.
B. Mehrkorn-
Zerealien, fein-
herbe
Schokolade
(45 % Kakao)
und Eiscreme

EN 15634-3: 2023 /
§ 64 L44.00-08
(Stand 2010-01)

Real-time PCR
(nuk-s)

Schokolade

§ 64 L00.00-175
(Stand 2022-04)

Multiplex Real-time
PCR (rDNA)

diverse LM wie
Reiskeks,
Saucenpulver,
Bratling und
Brihwurst
(DNA-Extrakte)

[40]

Walnuss

§ 64 L00.00-175
(Stand 2022-04)

Multiplex Real-time
PCR (Chloro)

diverse LM wie
Reiskeks,
Saucenpulver,
Bratling und
Brihwurst
(DNA-Extrakte)

[40]

Cashew

§ 64 L00.00-175
(Stand 2022-04)

Multiplex Real-time
PCR (rDNA)

diverse LM wie
Reiskeks,
Saucenpulver,
Bratling und
Brihwurst
(DNA-Extrakte)

[40]

Pecanuss

Paranuss

§ 64 1L18.00-21
(Stand 2014-08)

Real-time PCR
(nuk-s)

Reis- und
Weizenkekse,
Saucenpulver

[37]

§ 64 L18.00-22
(Stand 2014-08)

Multiplex Real-time
PCR (nuk-s)

Reis- und
Weizenkekse,
Saucenpulver

[37]

Pistazie

Macadamia
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Tabelle 2: Ubersicht zum Stand der Allergenanalytik; Standardisierung (Forts.)

allergenes Lebensmittel Standardisierung/Ringversuche
(151'6/372h0a1n1? Il der VO verotffentlicht von Methode Matrix Literatur
EN 15634-5:2023 / .
§ 64 08.00-59 Eli?('_';')me PCR Briihwurst [35]
(Stand 2013-01)
§ 64 L08.00-65 Multiplex Real-time .
Sojabohnen (Stand 2017-10) PCR (nuk-s) Brohwurst [38]
. Getreidemehle
§ 64 L16.01-09 Real-time PCR ) .
wie Mais- und [41]
(Stand 2022-04) (nuk-s) Weizenmehl
EN 15634-2:2019 / .
§ 64 L08.00-56 (Rni":‘('_';')me PCR Briihwurst
Sellerie (Stand 2020-02)
§ 64 L08.00-65 Multiplex Real-time ,
(Stand 2017-10) PCR (nuk-s) Brahwurst [38]
EN 15634-5:2023 / .
Senf. weil § 64 L08.00-59 (Rri?('_';';”e PCR Briihwurst
(Sméisama) (Stand 2013-01)
P § 64 L08.00-65 Multiplex Real-time —— 28]
Sen (Stand 2017-10) PCR (nuk-s)
en
Ef;lj'n ischwary | §64108.00-64 Real-time PCR S———
; (Stand 2016-10) (nuk-m)
(Brassica
juncea/ § 64 L08.00-65 Multiplex Real-time A
Brassica nigra) | (stand 2017-10) PCRFZnuk-m) Brohwurst [38]
. Reis- und
§ 64 L18.00-19 Real-time PCR :
(Stand 2014-08) (nuk-s) ‘é"e'ze”ke‘l‘se* (371
Sesam aucenpulver
§ 64 L18.00-22 Multiplex Real-time e e‘;rll‘ikse 7]
(Stand 2014-08) PCR (nuk-s) !
Saucenpulver
Weichtiere - - - -
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