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Zielsetzung

In den vergangenen Jahren sind auf Ebene
der EU eine Reihe von Rechtsnormativen

erlassen worden, welche eindeutig
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz

N den Mittelpunkt stellen.

¢ Vererdnungl (EG) NI 2075/2005




1. Gewahrleistung eines hohen Schutzniveaus
fur die Gesundheit der Bevolkerung

. Beurtellung der Akzeptanz ven
Lebbensmitteln, deren Herstellungs-, Handhahungs-

und Vertriehsyveriahren anhand mikrobiolegischer
Kriterien

St Einhaltung/Definition mikrebielegischer Grenzwerte




verstarkte Eigenkontrollmalinahmen
seitens der Betriebe
regelmalsig
risikobasiert
ausreichend ofit

schwerpunktmalkig zu untersuchen sind
Lebensmittel auf Lebensmittelsicherheits-

Uund Prezesshygienekriterien

Salmonellen
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Projektvorhaben:

Schnelldiagnostik vor Ort

Das voen Eleisch und Eleischerzeugnissen
ausgehende Risiko konnte wesentlich

realistischer bewertet, Schlussioelgerungen fur
die Intensitat der Uberwachungsmalknahmen
algeleltet, hygienische Schwachpunkie
schnellrtnd ekt erkannt Werden:.
Anhandider mikrekiclogischen Parameter kann
eipe Betrtenung des Wareneinganags: Erielgen:




RNA — Immunocapture Verfahren

\ereinigung der Spezifitat und Sensitivitat
molekularbiologischer Testsysteme mit der
Schnelligkelt eines Immuneassays

Ausgangspunkt Bildet el ven der Elrma

SCAN BEC entwickeltes Verfaaren (MP hasierte
EFastScan-RINA-HyoridiSIeruiRgsVerianren)




¢ Verfahrensbeschreibung

Probenaufarbeitung- spez. Nahrmedium

Zelllyse — Lysepuffer

Analyse der bakteriellen rRNA

- Nachwelis der RNA anhanad spezieller
enzymmarkierter Eanger— und Nachwerssenden
durch Sandwichhyoridisierung

—Immenilisation an Streptavidin Beschichteter
VINEE




- Zugabe des Enzyms Meerrettichperoxidase
Koepplung an; Digexigenin markierte
Nachwelssonde

- ZUgale eines chremogenen Substrates —
Sichthbarmachen; des geb. Kenjugates

- phetemEetIsSche AUSWertung durch
AlSeriticRsSMESSURG I Phetemeter
(ECISA-Reader)




Festphase mit Streptavidin ar_1ti— L
Digoxigenin-

HRP-Signalgeber

biotinylierte Fanger-Sonde Digoxigenin — markierte
Nachweis-Sonde

Abb.1: schematisch Darstellung des Immunocapture Verfahrens auf

der Basis von immobilisiertem Streptavidin




& Vorteille des Systems

- geringer Zeltaufwand 2.5 Stunden
- Nachweis lebender Keime
- hohe Sensitivitat und Spezifitat

» Nachtelle des) Systems

— RICht ZUr Vor Ort Analyiik  geelignet:
NGRER apparativer Auiwanad
selektive Anreicherung
offenes System




¢ Ausgehend von diesem RNA Hybridisierungs -
verfahren und in Kembination mit anderen
nevartigen TFechnoelogiebausteinen,
multifunktionellen Magnetpartikeln und der
Immunecapture Technologie soll diese Limitation

Uberwunden und: eimn; entsprechend: schnelles
preiswertes ver Okt \VVerfahren bereltgestellt

Wwerden.

Q
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¢ Magnetpartikel werden heute vielfaltig zur
Extraktion von BiomoleklUlen eingesetzt

Dazu wird In der Regel ein Rezeptor
an die Oberflache gekoppelt. Im vorliegenden
Projekt Ist dies eine RNA-Sonde.

¢ Kopplung an Nachweissende
¢ Co - Immoebilisation ven Meerrettichperoxidase

(HRP) — RINA - EXtraktionspartikel und poely/mere
ERzymmarkierung

9 anlegenr eines Viagnetieldes - Verlsesserter
StoefftrRanspPorit




Abb. 1: multifunktionelles Magnetpartikel; das Partikel weist neben
den magnetischen Eigenschaften eine immobilisierte spezifische
RNA-Sonde und immaobilisierte Meerrettichperoxidase (HRP) auf




¢ Hybridisierungssonden

1. Fangersonde: Hapten gekoppelt

2. Nachwelssonde: MB=+IHRP gekoppelt

Modifizierte FastScan rRNA Nachweis-Technik

Poly HRP-Technologie
Immunocapture Technologie
dreidimensionaler Immunofilter mit
Antikérper gegen Hapten

bppelte Fanger- hybridisiert mit  biotinylierte [
ptidsonde Target rRNA Oligonukleot

Aller 2 Sclhiematische Darstelluneldes finalenr RINA
Hylbridisierungskemplexesraui: emem Immunecapture Elter zum
Nachwersivoenr spezifischier RINA




¢ Das MP-basierte FastScan Verfahren soll durch den Einsatz von
haptenmarkierten Senden auf dreidimensionale Filter mit
Immobilisierten Fangerantikérpern Gbertragen werden.

Al 3 Der RNA-Sendenkomplex wikd avi: emen: ssdimensionalen immuneiilter
mitrmmenkilisiertem: antiEHaptenanikerper gegehen und im Durchiluss
Speziisch gebunden




¢ Die 3D Immunofiltration ist ein Verfahren, bei
dem porose Sintermaterialien; zur
Immobilisierung von biologischen Rezeptoren
eingesetzt werden. Eine Bindung ven Liganden
erfolgt In der Regel ahnlich wie bel der
Chremategraphie im; Durchfiluss.

¢ Eine hohe Kenzentration der Rezeptoren In der
S-dimensienalen Matrx ermoeglichit Sehr hehe
Bindungsgeschwindigikeiten:




¢ Im Rahmen des Projektes soll dieses Verfahren flr
die Simultananalyse von3 Analyten ausgelegt werden.
Dazu Ist der Einsatz von mehreren Haptenen und
entsprechend mehreren hintereinander geschalteten

3D Immunofiltern mit immobilisierten anti-haptenen
AK erforderlich.

o Das System Ist aulserst: fiexioel.

Je nachr Viarkiertng der Senden st die Beladung der
Saulen und dest AKEKenRjugates vVarlierar:




DurCh Kombination Immunocapture Technologie
verschiedener
Markierungen

und AK - Konjugate Ist es

moglich, Multiplex—Analysen|
durchzufihren undi semit

parallel in nur einen Test

mehrere versechiedene

Mikreerganismen
fachzuweiseniund
gleIChzeItlg Zu IdentIfIZIeren_ Hapten gekoppelte ,Fanger® hybridisiert

mit biotinylierter ,Detektor"
Oligonukleotidsonde

Al 4: Schematische Darstellungldes
Immunecaptureveriahrens:als Multi=
parameterveriahren auf Basis von
vVerschiedenen Haptenen; umnd
entsprechenden Immuneiiltern

Poly-HRP Technologie

Poly-HRP Nachweisreageagenz




¢ Detektion der Komplexe

Diese erfolgt auf Basis einer HRP/TMP' Reaktion,
durch Zugabe von prazipitierenden TMP' erfolgt
eine spezifische Anfarbung des Filters, die In
einer Streulichtanordnung detektiert werden
Kann.

Analysegerat und Testkartusche

Alle biechemischen EntwickiUngsvergange
kenmen In Mikresaulen: durchgeftnrt Werden.

IR diese kennen drel Immuneiilter elngesetzt

URd mre Hilie elpes; drenagigen
Streulichitpheiemeterr ausgelesen Werden.




¢ Testdurchfuhrung

1. Probenahme: Fleischsaft oder andere flsg. Probe
wird 1n Revitalisierungskartusche pipettiert.

2. Revitalisierung: Kartusche mit Prebe und
unspezifischem Nahrmedium verschlielsen

und kel 37 © C fdr 2-4 h inkubieren mit
anschlielsender Zentriiugation.

3. Zelllyse: uber ein Septum wirkd
Ly sepufifier inr dier Kartusche
Inpiziet;, 10rmin: Tnkupatien — LLyse unad
AbtetunRg der Zellen (Unterstiitzt dureh
Ulirzisenrzl))




4. Hybridisierung: Uber das Septum wird die
Magnetpartikeldispersion und Sondenlosung

zugegeben und 20 min bel 57°C Iinkubiert.
Durch ein aulseres magnetisches Wechselfeld
wird ein Rutteleffekt erzeugt.

5. RNA — Extraktion: In der Kartusche erfolgt die
magnetische Abtrenaung der MB markierten

Sondenhybride von der Substratiosung und
die Neudispergierung in \Waschpuifer:.

6. Immoekilisatieon — Die Prebenlesung wird aul den
AK beschichiteten Ellter gegeben, hier erfelgt
die Bindung zwischen AK unadl den
naptenmarkierten Sendennynreden.

7. Photemetie: DUkch ZUgahne: EINeSs) CReIMeEENER
Earstofies Blliden sichr Farastoeiikeomplexe,
pPhetemMELHSCh quUaRtIhiiZIerT:




6. Schiitt  Automatische Testentwicklung

6.1

3.+4.Schift

Lichtquelle

i F # 6.3, Streulichtphotometie
&

]

6.2, Zugabe stcnpq.dfer + Substrat

& [estautomatisierung

Dosierung von Waschpuffer unad
Substratisg. erfolgt durch eine
Nadel, die das Septum der
Kartusche penetriert.

Der Bodenstempel der Kartusche
soll mit Hilfe einer Desier-
MEechanik Bewegt Werden,

Wedurch die Prokenisal i den
Immuneiilier gedrickiwird:
Dierersten| DesigRentwilie
sellenim Projekiver auimwener
preZISIEfWerGen:

Abla. 4= llustration; des Assayablauies
URter Vernwendumng von
\Wegweritenen




¢ Vorteile des Systems

hohe Aussagekraft ( hohe Spezifitat und
Sensitivitat )

schnelle Diagnoestik, ca. 11-24 R, signifikante
Zeltersparnis

falsch positive Ergebnisse konnen nahezu
ausgeschlessen werden

ausschliefl3licher Nachweis von lebenden Zellen

Kentaminatiensirele Prokenhearbelttng chne
sglektive Anreicherung der Mikreerganismen




gleichzeitiger Nachwels verschiedener
Mikroorganismen

niedrige Gerate — und Analysekosten

Moglichkelt des Elnsatzes aulserhalidr des Lalbors




¢ Technisches Risiko

Hauptrisiko liegt in der Komplexitat
des Vorhabens

Verwendumng von einigen wenigen etablierten
flechnolegiebausteinen

Die Synthese von biekatalytisch aktiven
Magnetikenjugaten Ist eine voellig neve: fechniik:

DIe zUr Abschiatzung des RISIkes netwendigen

Erffahlringen kennRen erst 1im Veraui des Projektes
gesammelt Wereen:




- Die separate Durchfuhrung der Modellassays
unproblematisch, bel Kembination der
verschiedenen Tests kann es zu gegenseitigen
Kreuzreaktionen kemmen

zZusatzlich sind unspezifische Wechselwirkungs-
phanemene denkbar, die in Pufferoptimierungs —

studien ausgeschaltet werden mussen.




