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Ausgangssituation:

Lebensmittelsicherheit und Prozesshygiene sind
zentrale Anliegen der Lebensmittelwirtschaft.
Seit dem 01.01.2006 gelten innerhalb der Euro-
paischen Union mikrobiologische Kriterien (Ver-
ordnung (EG) Nr. 2073/2006). Eines der wich-
tigsten Prozesshygienekriterien dieser Verord-
nung ist das Vorkommen von E. coli als Indi-
katororganismus fir eine fédkale Kontamination.
Hierbei werden, in Abhangigkeit von der Lebens-
mittelmatrix, E. coli-Keimzahlen zwischen O - 5
x 10® Kolonie-bildenden Einheiten (KBE)/g bzw.
ml als Grenzwerte fiir eine Uberpriifung des Her-
stellungsprozesses gefordert. Die Anwendung
dieser Verordnung stellt besonders kleine und
mittlere Unternehmen vor neue Herausforder-
ungen: Denn konventionelle mikrobiologische
Methoden (z.B. die meisten ISO- und DIN-
Methoden oder die Methoden nach der amtli-
chen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach 8§ 64 LFGB) sind zeit- und kostenaufwan-
dig. Weiterhin bendtigen alternative molekularbi-
ologische Methoden einen hohen technischen
Aufwand und spezialisiertes Personal. Die Mehr-
heit der kleineren Unternehmen verfligt nicht
Uber Laborrdume und die erforderliche Ausstat-
tung. Daher ist es notwendig, molekularbio-
logische Biosensoren zu entwickeln, die auch

aulRerhalb eines Labors eingesetzt werden kon-
nen.

Ziel des Forschungsvorhabens war der Schnell-
nachweis von Escherichia coli auf allen Stufen
der Lebensmittelproduktion Uber die direkte und
spezifische Detektion bakterieller 16S rRNA mit-
tels eines Biosensorssystems auf Basis eines
elektrisch auslesbaren DNA-Chips. Kernidee
hierbei ist der direkte Nachweis ribosomaler Ri-
bonukleinsauren (rRNA). Hierdurch sollen Ampli-
fikationsschritte, wie die Polymeraseketten-
reaktion (PCR), vermieden werden, was eine
Zeitersparnis, eine einfache Automatisierbarkeit
mit dem Einsatz vor Ort und vor allem aber eine
zuverlassige Quantifizierbarkeit ermoglicht.

Forschungsergebnis:

Ein Arbeitsschwerpunkt konzentrierte sich zu-
nachst auf die Etablierung und Optimierung der
elektronisch auslesbaren Biochip-Plattform (For-
schungsstelle 1), ein zweiter beschéftigte sich
mit der Extraktion ribosomaler RNA aus Bakteri-
enkulturen und Probenmatrices, speziell Fleisch
und Fleischerzeugnissen (Forschungsstelle Il).
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Das im Vorhaben etablierte innovative Nach-
weissystem beruht auf einer Ein-Schritt-Hybridi-

sierung  zwischen immobilisierten  Fanger-
Oligonukleotiden (ODN), Helfer-ODN, EST2-
Detektor-ODN und 16S rRNA (Sandwich-

Hybridisierung). Die Adaption der elektrochemi-
schen Biochiptechnologie zur Detektion von 16S
rRNA und die Optimierung der einzelnen Parame-
ter (Oberflachenbeschaffenheit, Immobilisierung,
Mikrofluidik der Hybridisierungskammer, Hybridi-
sierungs- und Waschbedingungen) der Bio-
chipmessung resultierte in einem Detektionssys-
tem, das sich durch hohe Spezifitdt, Sensitivitat
und Stabilitdt auszeichnet. Das Detektionslimit
des Biochips wurde anhand von E. coli-Rein-
kultur in der exponentiellen Wachstumsphase
mit 500-1.000 KbE bestimmt. Fir den Nachweis
von E. coli in den Lebensmittelmatrices Fleisch-
Tropfsaft und Milch wurden als untere Grenze
7.000 bzw. 5.000 KbE/ml ermittelt. Da nur
10 % der isolierten RNA fir die Analyse am Bio-
chip verwendet wird, stimmen die Nachweis-
grenzen sehr gut Uberein.

Da die Sensitivitdat und Stabilitdt der gesamten
Nachweisprozedur wesentlich von einer quanti-
tativen RNA-Isolierung abhéngt, wurden unter-
schiedliche Methoden verglichen und beste Er-
gebnisse mit einer Dreischritt-Lyse, bestehend
aus Lysozym-, Proteinase K- und Ultraschallbe-
handlung, und Verwendung des Qiagen-Rneasy-
Kits erzielt. Diese Kombination flihrte zu einer
erheblichen Steigerung der RNA-Ausbeute fir E.
coli in der Lebensmittelmatrix.

Mit ca. 5.000 KbE E. coli stellte sich aber die
Sensitivitdt des direkten Nachweises aus einer
Probe als zu gering dar, um die in der Verord-
nung EG 2073/2005 definierten unteren Grenz-
werte von 50 KbE/g zu detektieren. Zudem vari-
iert der 16S rRNA-Gehalt von E. coli, der in der
exponentiellen Wachstumsphase am hdchsten
ist, in Abhéangigkeit des physiologischen Zu-
standes um das bis zu 10-fache. Da E. coli in
der Lebensmittelmatrix wahrend der Prozessie-
rung eher suboptimale Bedingungen vorfindet,
ist die Sensitivitat des 16S rRNA-
Direktnachweises aufgrund des vermutlich ge-
ringeren Ribosomengehaltes gegenlber expo-
nentiell wachsenden Bakterien reduziert. Aus
diesem Grund wurde ein auf 5 Stunden optimier-
ter Anreicherungsschritt in gepuffertem Pep-
tonwasser in das Verfahren integriert, um E.
coli in die exponentielle Wachstumsphase zu
versetzen und die 16S rRNA-Konzentration zu
erhohen.
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Der etablierte Gesamtnachweis von E. coli wur-
de abschlieBend in einem Serienexperiment zur
Qualitatskontrolle von 25 Fleischproben ver-
wendet. Die Ergebnisse belegten den gesicher-
ten Nachweis von 2.000 KbE/ml Anreicherung
sowie die hohe Sensitivitdt der entwickelten
Nachweisprozedur fir E. coli von < 1 KbE/mlI
Tropfsaft nach einer Anreicherung von 5 Stun-
den. Mit Hilfe der entwickelten Methode war
ein Nachweis innerhalb von 7 Stunden von der
Probenaufbereitung bis zum Ergebnis, also in-
nerhalb eines Zeitraumes von einem Arbeitstag,
mdoglich.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die angestrebten Forschungsergebnisse sind in-
terdisziplinar und branchenilbergreifend fir alle
Unternehmen nutzbar, die mikrobiolo-
gisch/hygienische Kriterien zu berlcksichtigen
haben. Neben der wirtschaftlichen Bedeutung
flr unterschiedliche Sparten der Lebensmittelin-
dustrie (Fleischwaren, Milchprodukte, Feinkost-
artikel, Getreideprodukte, Gewdrze u.a.) sind die
Ergebnisse des Vorhabens nutzbar fir Unter-
nehmen der Mikrosystemtechnik, Biotechnolo-
gie, Wasser-, Umwelt- und Pharmaanalytik und
Medizintechnik sowie Diagnostikahersteller und
das Dienstleistungsgewerbe.

Anwendungen ergeben sich im Rahmen des Hy-
gienemonitorings primar im Bereich des Ernah-
rungsgewerbes, dessen Betriebe Uberwiegend
kmU sind. Das schnelle Biochip-System wird,
eine weitere Automatisierung vorausgesetzt, die
in einem nachsten Schritt folgen muss, zu einer
Steigerung der Leistungs- und Wettbewerbsfa-
higkeit von kmU beitragen kénnen. Daneben las-
sen sich die Projektergebnisse fiir folgende In-
dustriesparten verwenden: Biotechnologie,
Medizintechnik, Mikrosystemtechnologie, Mess-
und Regeltechnik, Mikrofluidik, Elektrotechnik,
Softwareentwicklung und Gerate- und Appara-
tebau. Diese wachstumsorientierten Industrie-
branchen werden in Europa ebenfalls vorwie-
gend von kmU reprasentiert. Innovative
Biosensoren sind wegen der komplexen und in-
terdisziplindren Forschung vor allem flr Biotech-
nologie- und Medizintechnik-Firmen von Interes-
se. Das Biosensor-Nachweissystem fir E. coli ist
darlber hinaus leicht Ubertragbar auf den Patho-
gennachweis und somit auf den medizinischen
Bereich.
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