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ZielsetzungZielsetzung

In den vergangenen Jahren sind auf EbeneIn den vergangenen Jahren sind auf Ebene
der EU eine Reihe von Rechtsnormativender EU eine Reihe von Rechtsnormativen
erlassen worden, welche eindeutigerlassen worden, welche eindeutig
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz 
in den Mittelpunkt stellen.in den Mittelpunkt stellen.

Verordnung (EG) Nr. 2073/2005Verordnung (EG) Nr. 2073/2005



1. Gew1. Gewäährleistung eines hohen Schutzniveaus hrleistung eines hohen Schutzniveaus 
ffüür die Gesundheit der Bevr die Gesundheit der Bevöölkerunglkerung

2. Beurteilung der Akzeptanz von 2. Beurteilung der Akzeptanz von 
Lebensmitteln, deren Lebensmitteln, deren HerstellungsHerstellungs--,Handhabungs,Handhabungs--
und Vertriebsverfahrenund Vertriebsverfahren anhand mikrobiologischeranhand mikrobiologischer
KriterienKriterien

3. Einhaltung/Definition mikrobiologischer Grenzwerte3. Einhaltung/Definition mikrobiologischer Grenzwerte



verstverstäärkte Eigenkontrollmarkte Eigenkontrollmaßßnahmen nahmen 
seitens der Betriebeseitens der Betriebe

regelmregelmäßäßigig
risikobasiertrisikobasiert
ausreichend oftausreichend oft

schwerpunktmschwerpunktmäßäßig zu untersuchen sindig zu untersuchen sind
Lebensmittel auf LebensmittelsicherheitsLebensmittel auf Lebensmittelsicherheits--
und Prozesshygienekriterienund Prozesshygienekriterien

SalmonellenSalmonellen
ListeriaListeria monocytogenesmonocytogenes
E.coliE.coli



Projektvorhaben:Projektvorhaben:

Schnelldiagnostik vor OrtSchnelldiagnostik vor Ort

Das von Fleisch und Fleischerzeugnissen Das von Fleisch und Fleischerzeugnissen 
ausgehende Risiko kausgehende Risiko köönnte wesentlichnnte wesentlich
realistischer bewertet, Schlussfolgerungen frealistischer bewertet, Schlussfolgerungen füürr
die Intensitdie Intensitäät der t der ÜÜberwachungsmaberwachungsmaßßnahmennahmen
abgeleitet, hygienische Schwachpunkte abgeleitet, hygienische Schwachpunkte 
schnell und objektiv erkannt werden.schnell und objektiv erkannt werden.
Anhand der mikrobiologischen Parameter kannAnhand der mikrobiologischen Parameter kann
eine Beurteilung des Wareneingangs erfolgen.eine Beurteilung des Wareneingangs erfolgen.



RNA RNA –– ImmunocaptureImmunocapture VerfahrenVerfahren

Vereinigung der Vereinigung der SpezifitSpezifitäätt und Sensitivitund Sensitivitäät t 
molekularbiologischer Testsysteme mit der molekularbiologischer Testsysteme mit der 
Schnelligkeit eines Schnelligkeit eines ImmunoassaysImmunoassays

Ausgangspunkt bildet ein von der Firma Ausgangspunkt bildet ein von der Firma 
SCAN BEC entwickeltes Verfahren (MP basierte SCAN BEC entwickeltes Verfahren (MP basierte 
FastScanFastScan--RNARNA--HybridisierungsverfahrenHybridisierungsverfahren))



VerfahrensbeschreibungVerfahrensbeschreibung

1.  Probenaufarbeitung1.  Probenaufarbeitung-- spez. Nspez. Näährmediumhrmedium

2.   2.   ZelllyseZelllyse –– LysepufferLysepuffer

3.3. Analyse der bakteriellen Analyse der bakteriellen rRNArRNA

-- Nachweis der RNA anhand spezieller Nachweis der RNA anhand spezieller 
enzymmarkierter Fenzymmarkierter Fäängernger–– und Nachweissonden und Nachweissonden 
durch durch SandwichhybridisierungSandwichhybridisierung

-- ImmobilisationImmobilisation an an StreptavidinStreptavidin beschichteterbeschichteter
MTPMTP



-- Zugabe des Enzyms Zugabe des Enzyms MeerrettichperoxidaseMeerrettichperoxidase
Kopplung an Kopplung an DigoxigeninDigoxigenin markiertemarkierte
NachweissondeNachweissonde

-- Zugabe eines Zugabe eines chromogenenchromogenen Substrates Substrates →→
Sichtbarmachen des geb. Sichtbarmachen des geb. KonjugatesKonjugates

-- photometrische Auswertung durchphotometrische Auswertung durch
AbsorbtionsmessungAbsorbtionsmessung im Photometerim Photometer
((ELISAELISA--ReaderReader))



biotinylierte Fänger-Sonde Digoxigenin – markierte 
Nachweis-Sonde

Festphase mit Streptavidin anti-
Digoxigenin-
HRP-Signalgeber

Bestehende FastScan rRNA Nachweis-Technik

Abb.1: schematisch Darstellung des Immunocapture Verfahrens auf

der Basis von immobilisiertem Streptavidin



Vorteile des SystemsVorteile des Systems

-- geringer Zeitaufwand 2.5 Stundengeringer Zeitaufwand 2.5 Stunden
-- Nachweis lebender KeimeNachweis lebender Keime
-- hohe Sensitivithohe Sensitivitäät und t und SpezifitSpezifitäätt

Nachteile des SystemsNachteile des Systems

-- nicht zur vor Ort Analytik geeignetnicht zur vor Ort Analytik geeignet
hoher apparativer Aufwandhoher apparativer Aufwand
selektive Anreicherungselektive Anreicherung
offenes Systemoffenes System



Ausgehend von diesem RNA Ausgehend von diesem RNA HybridisierungsHybridisierungs --
verfahren und in Kombination mit anderen verfahren und in Kombination mit anderen 
neuartigen Technologiebausteinen, neuartigen Technologiebausteinen, 
multifunktionellen Magnetpartikeln und der multifunktionellen Magnetpartikeln und der 
ImmunocaptureImmunocapture Technologie soll diese Limitation Technologie soll diese Limitation 
üüberwunden und ein entsprechend schnelles berwunden und ein entsprechend schnelles 
preiswertes preiswertes vor Ort Verfahrenvor Ort Verfahren bereitgestellt bereitgestellt 
werden.werden.



MagnetpartikelMagnetpartikel werden heute vielfwerden heute vielfäältig zur ltig zur 
Extraktion von BiomolekExtraktion von Biomoleküülen eingesetztlen eingesetzt
Dazu wird in der Regel ein Rezeptor Dazu wird in der Regel ein Rezeptor 
an die Oberflan die Oberflääche gekoppelt. Im vorliegenden che gekoppelt. Im vorliegenden 
Projekt ist dies eine RNAProjekt ist dies eine RNA--Sonde.Sonde.

Kopplung an NachweissondeKopplung an Nachweissonde

Co Co -- ImmobilisationImmobilisation von von MeerrettichperoxidaseMeerrettichperoxidase
(HRP) (HRP) →→ RNA RNA -- Extraktionspartikel und polymere Extraktionspartikel und polymere 
EnzymmarkierungEnzymmarkierung

anlegen eines Magnetfeldes anlegen eines Magnetfeldes -- verbesserterverbesserter
StofftransportStofftransport



Abb. 1: multifunktionelles Magnetpartikel; das Partikel weist neAbb. 1: multifunktionelles Magnetpartikel; das Partikel weist nebenben
den magnetischen Eigenschaften eine den magnetischen Eigenschaften eine immobilisierteimmobilisierte spezifische spezifische 
RNARNA--Sonde und Sonde und immobilisierteimmobilisierte MeerrettichperoxidaseMeerrettichperoxidase (HRP) auf(HRP) auf
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HybridisierungssondenHybridisierungssonden

1. F1. Fäängersonde: ngersonde: HaptenHapten gekoppeltgekoppelt

2. Nachweissonde: MB+HRP gekoppelt2. Nachweissonde: MB+HRP gekoppelt

Abb. 2: Schematische Darstellung des finalen RNAAbb. 2: Schematische Darstellung des finalen RNA
HybridisierungskomplexesHybridisierungskomplexes auf  einem  auf  einem  ImmunocaptureImmunocapture Filter zum Filter zum 
Nachweis von spezifischer  RNANachweis von spezifischer  RNA

Modifizierte FastScan rRNA Nachweis-Technik

Immunocapture Technologie 
dreidimensionaler Immunofilter mit 
Antikörper gegen Hapten

Poly HRP-Technologie
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Das MPDas MP--basierte basierte FastScanFastScan Verfahren soll durch den Einsatz von Verfahren soll durch den Einsatz von 
haptenmarkiertenhaptenmarkierten Sonden auf dreidimensionale Filter mit Sonden auf dreidimensionale Filter mit 
immobilisiertenimmobilisierten FFäängerantikngerantiköörpern rpern üübertragen werden.bertragen werden.

Abb. 3: Der RNAAbb. 3: Der RNA--Sondenkomplex wird auf einen 3Sondenkomplex wird auf einen 3--dimensionalen dimensionalen ImmunofilterImmunofilter
mit mit immobilisiertemimmobilisiertem antianti--HaptenantikHaptenantiköörperrper gegeben und im Durchflussgegeben und im Durchfluss
spezifisch gebunden spezifisch gebunden 

Spacer . Antikörper
Fänger-Sonde
Hapten

AK gegen Fängerreagenz

Block-Protein



Die 3D Die 3D ImmunofiltrationImmunofiltration ist ein Verfahren, bei ist ein Verfahren, bei 
dem pordem porööse Sintermaterialien zur se Sintermaterialien zur 
ImmobilisierungImmobilisierung von biologischen Rezeptoren von biologischen Rezeptoren 
eingesetzt werden. Eine Bindung von eingesetzt werden. Eine Bindung von LigandenLiganden
erfolgt in der Regel erfolgt in der Regel äähnlich wie bei der hnlich wie bei der 
Chromatographie im Durchfluss. Chromatographie im Durchfluss. 

Eine hohe Konzentration der Rezeptoren in der Eine hohe Konzentration der Rezeptoren in der 
33--dimensionalen Matrix ermdimensionalen Matrix ermööglicht sehr hohe glicht sehr hohe 
Bindungsgeschwindigkeiten.Bindungsgeschwindigkeiten.



Im Rahmen des Projektes soll dieses Verfahren fIm Rahmen des Projektes soll dieses Verfahren füürr
die Simultananalyse von3 die Simultananalyse von3 AnalytenAnalyten ausgelegt werden.ausgelegt werden.
Dazu ist der Einsatz von mehreren Dazu ist der Einsatz von mehreren HaptenenHaptenen undund
entsprechend mehreren hintereinander geschalteten entsprechend mehreren hintereinander geschalteten 
3D 3D ImmunofilternImmunofiltern mit mit immobilisiertenimmobilisierten antianti--haptenenhaptenen
AK erforderlich.AK erforderlich.

Das System ist Das System ist ääuußßerst flexibel.erst flexibel.
Je nach Markierung der Sonden ist die Beladung der Je nach Markierung der Sonden ist die Beladung der 
SSääulen und des ulen und des AKAK--KonjugatesKonjugates variierbar.variierbar.



Durch KombinationDurch Kombination
verschiedenerverschiedener
MarkierungenMarkierungen
und AK und AK -- KonjugateKonjugate ist esist es
mmööglich, Multiplexglich, Multiplex––AnalysenAnalysen
durchzufdurchzufüühren und somithren und somit
parallel in nur einem Testparallel in nur einem Test
mehrere verschiedenemehrere verschiedene
MikroorganismenMikroorganismen
nachzuweisen und nachzuweisen und 
gleichzeitig zu identifizieren. gleichzeitig zu identifizieren. 

Abb.4: Schematische Darstellung desAbb.4: Schematische Darstellung des
ImmunocaptureverfahrensImmunocaptureverfahrens als Multials Multi--
parameterverfahrenparameterverfahren auf Basis vonauf Basis von
verschiedenen verschiedenen HaptenenHaptenen undund
entsprechenden entsprechenden ImmunofilternImmunofiltern

Immunocapture Technologie

Hapten gekoppelte „Fänger“ hybridisiert
mit biotinylierter „Detektor“
Oligonukleotidsonde

Poly-HRP Technologie

Poly-HRP Nachweisreageagenz

Fluß-
richtung
i.d. 
Säule
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DetektionDetektion der Komplexe der Komplexe 
Diese erfolgt auf Basis einer HRP/TMP Reaktion, Diese erfolgt auf Basis einer HRP/TMP Reaktion, 
durch Zugabe von durch Zugabe von prprääzipitierendenzipitierenden TMP erfolgt TMP erfolgt 
eine spezifische Anfeine spezifische Anfäärbung des Filters, die in rbung des Filters, die in 
einer Streulichtanordnung detektiert werden einer Streulichtanordnung detektiert werden 
kann. kann. 

AnalysegerAnalysegeräät und Testkartusche t und Testkartusche 
Alle biochemischen EntwicklungsvorgAlle biochemischen Entwicklungsvorgäänge nge 
kköönnen in Mikrosnnen in Mikrosääulen durchgefulen durchgefüührt werden. hrt werden. 
In diese kIn diese köönnen drei nnen drei ImmunofilterImmunofilter eingesetzt eingesetzt 
und mit Hilfe eines und mit Hilfe eines dreilagigendreilagigen
Streulichtphotometer ausgelesen werden.Streulichtphotometer ausgelesen werden.



TestdurchfTestdurchfüührunghrung

1. Probenahme: Fleischsaft oder andere 1. Probenahme: Fleischsaft oder andere flsgflsg. Probe . Probe 
wird in Revitalisierungskartusche wird in Revitalisierungskartusche pipettiertpipettiert..

2. Revitalisierung: Kartusche mit Probe und2. Revitalisierung: Kartusche mit Probe und
unspezifischem Nunspezifischem Näährmedium verschliehrmedium verschließßen en 
und bei 37 und bei 37 °° C fC füür 2r 2--4 h 4 h inkubiereninkubieren mitmit
anschlieanschließßender ender ZentrifugationZentrifugation..

3. 3. ZelllyseZelllyse: : üüber ein ber ein SeptumSeptum wirdwird
LysepufferLysepuffer in die Kartusche   in die Kartusche   
injiziert, 10 min. Inkubation injiziert, 10 min. Inkubation →→ LyseLyse undund
AbtAbtöötung der Zellen (untersttung der Zellen (unterstüützt durchtzt durch
Ultraschall)Ultraschall)



4. 4. HybridisierungHybridisierung: : ÜÜber das ber das SeptumSeptum wird die     wird die     
Magnetpartikeldispersion und SondenlMagnetpartikeldispersion und Sondenlöösung sung 
zugegeben und 20 min bei 57zugegeben und 20 min bei 57°°C C inkubiertinkubiert..
Durch ein Durch ein ääuußßeres magnetisches Wechselfeld eres magnetisches Wechselfeld 
wird ein Rwird ein Rüütteleffekt erzeugt.tteleffekt erzeugt.

5. RNA 5. RNA –– Extraktion: In der Kartusche erfolgt die Extraktion: In der Kartusche erfolgt die 
magnetische Abtrennung der MB markierten magnetische Abtrennung der MB markierten 
Sondenhybride von der SubstratlSondenhybride von der Substratlöösung und sung und 
die die NeudispergierungNeudispergierung in Waschpuffer.in Waschpuffer.

6. 6. ImmobilisationImmobilisation –– Die ProbenlDie Probenlöösung wird auf den sung wird auf den 
AK beschichteten Filter gegeben, hier erfolgt AK beschichteten Filter gegeben, hier erfolgt 
die Bindung zwischen AK und den die Bindung zwischen AK und den 
haptenmarkiertenhaptenmarkierten Sondenhybriden.Sondenhybriden.

7. Photometrie: Durch Zugabe eines 7. Photometrie: Durch Zugabe eines chromogenenchromogenen
Farbstoffes bilden sich Farbstoffkomplexe,Farbstoffes bilden sich Farbstoffkomplexe,
photometrisch quantifiziert.photometrisch quantifiziert.



TestautomatisierungTestautomatisierung

Dosierung von Waschpuffer und Dosierung von Waschpuffer und 
SubstratlsgSubstratlsg. erfolgt durch eine. erfolgt durch eine
Nadel, die das Nadel, die das SeptumSeptum derder
Kartusche penetriert.Kartusche penetriert.
Der Bodenstempel der KartuscheDer Bodenstempel der Kartusche
soll mit Hilfe einer Dosiersoll mit Hilfe einer Dosier--
mechanikmechanik bewegt werden,bewegt werden,
wodurch die wodurch die ProbenlsgProbenlsg. in den. in den
ImmunofilterImmunofilter gedrgedrüückt wird.ckt wird.
Die ersten DesignentwDie ersten Designentwüürfe rfe 
sollen im Projektverlauf weitersollen im Projektverlauf weiter
prprääzisiert werden. zisiert werden. 

Abb. 4 :   Illustration des Abb. 4 :   Illustration des AssayablaufesAssayablaufes
unter Verwendung von unter Verwendung von 
WegwerfteilenWegwerfteilen



Vorteile des SystemsVorteile des Systems

-- hohe Aussagekraft ( hohe hohe Aussagekraft ( hohe SpezifitSpezifitäätt undund
SensitivitSensitivitäät )t )

-- schnelle Diagnostik, ca. 11schnelle Diagnostik, ca. 11--24 h, signifikante 24 h, signifikante 
ZeitersparnisZeitersparnis

-- falsch positive Ergebnisse kfalsch positive Ergebnisse köönnen nahezu nnen nahezu 
ausgeschlossen werdenausgeschlossen werden

-- ausschlieausschließßlicher Nachweis von lebenden Zellenlicher Nachweis von lebenden Zellen

-- kontaminationsfreie Probenbearbeitung ohnekontaminationsfreie Probenbearbeitung ohne
selektive Anreicherung der Mikroorganismenselektive Anreicherung der Mikroorganismen



-- gleichzeitiger Nachweis verschiedener gleichzeitiger Nachweis verschiedener 
MikroorganismenMikroorganismen

-- niedrige Gerniedrige Gerääte te –– und Analysekostenund Analysekosten

-- MMööglichkeit des Einsatzes auglichkeit des Einsatzes außßerhalb des Laborserhalb des Labors



Technisches RisikoTechnisches Risiko

-- Hauptrisiko liegt in der KomplexitHauptrisiko liegt in der Komplexitäät t 
des Vorhabens des Vorhabens 

-- Verwendung von einigen wenigen etablierten Verwendung von einigen wenigen etablierten 
TechnologiebausteinenTechnologiebausteinen

-- Die Synthese von biokatalytisch aktiven Die Synthese von biokatalytisch aktiven 
MagnetkonjugatenMagnetkonjugaten ist eine vist eine vööllig neue Technik.llig neue Technik.
Die zur AbschDie zur Abschäätzung des Risikos notwendigen tzung des Risikos notwendigen 
Erfahrungen kErfahrungen köönnen erst im Verlauf des Projektes nnen erst im Verlauf des Projektes 
gesammelt werden. gesammelt werden. 



-- Die separate DurchfDie separate Durchfüührunghrung der der ModellassaysModellassays
unproblematisch, bei Kombination der unproblematisch, bei Kombination der 
verschiedenen Tests  kann es zu gegenseitigen verschiedenen Tests  kann es zu gegenseitigen 
Kreuzreaktionen kommenKreuzreaktionen kommen

-- ZusZusäätzlich sind unspezifische tzlich sind unspezifische WechselwirkungsWechselwirkungs--
phphäänomenenomene denkbar, die in denkbar, die in PufferoptimierungsPufferoptimierungs ––
studienstudien ausgeschaltet werden mausgeschaltet werden müüssen.  ssen.  


