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Ausgangssituation: 
 
Für Unternehmen der Lebensmittelindustrie sind 
Qualitätssicherung und Verbraucherschutz es-
sentielle Voraussetzungen für den Erhalt der 
Leistungs- und Wettbewerbsfähigkeit. Insbeson-
dere der Nachweis von Mikroorganismen ist in 
diesem Zusammenhang von großer Bedeutung, 
wobei aufgrund der Vorkommenshäufigkeit und 
des Potentials als Lebensmittelintoxikationserre-
ger Staphylococcus aureus und Bacillus cereus 
bei Milch und Milchprodukten eine besondere 
Rolle zukommt. Die in der Praxis eingesetzten 
Tests – i.d.R. klassische mikrobiologische Ver-
fahren - zum Nachweis des Hygieneindikators S. 
aureus bzw. des Verderbserregers B. cereus er-
fordern zum Teil einen hohen zeitlichen Auf-
wand. Um Hygiene- und Qualitätsmängel sowie 

potentielle Gesundheitsrisiken während des Ver-
arbeitungsprozesses schnell erkennen und besei-
tigen zu können, ist diese Zeitspanne nicht ak-
zeptabel. Aus wissenschaftlich-technischer Sicht 
ist eine Vereinfachung und Verbesserung der 
bestehenden Analytik nur über eine selektive 
Aufarbeitung bzw. eine spezifische Anreicherung 
des Probenmaterials möglich. 
 
Ziel des Forschungsvorhabens war deshalb die 
Entwicklung einer robusten und effizienten Bio-
affinitäts-Methode, die die Anreicherung und 
den direkten Nachweis von S. aureus und B. ce-
reus (Sporen) mittels auf Rezeptoren basieren-
den monolithischen Affinitätssäulen (MAS) und 
eines vollautomatisierten Mikroarray-Auslese-
gerätes ermöglicht. 
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Forschungsergebnis: 
 
Als Rezeptoren für die Separation und Detektion 
der Mikroorganismen wurden poly- (pAk) und 
monoklonale Antikörper (mAk) sowie Aptamere 
zum Nachweis von B. cereus-Sporen und S. au-
reus hergestellt. Sowohl die mAk als auch die 
pAk gegen B. cereus (Sporen) zeigten eine breite 
Reaktivität mit den eingesetzten B. cereus-Iso-
laten (n=84), mittels Sandwich-EIA konnten bis 
zu 104 KbE/ml B. cereus-Sporen nachgewiesen 
werden. Die pAk zum Nachweis von S. aureus 
zeichneten sich ebenfalls durch eine breite Spe-
zifität und hohe Sensitivität aus, alle untersuch-
ten Staphylokokken-Stämme (n=111) reagierten 
positiv, die Nachweisgrenzen betrugen bis zu  
9,1 x 103 KbE/ml. Eine spezifische Reaktion mit 
Koagulase-positiven Staphylokokken (S. aureus) 
konnte für einige der 12 genauer charakterisier-
ten mAk gegen S. aureus  gezeigt werden.  
Ebenso war die Selektion von Aptameren mittels 
SELEX erfolgreich für Sporen von B. cereus und 
das Oberflächenprotein A von S. aureus. Auf-
grund der hohen Oberflächendiversität der 
Sporen von B.cereus wurden mehrere Aptamer-
sequenzen erhalten, von denen sich drei durch 
eine hohe Spezifität und Affinität auszeichnen. 
Sechs selektierte Aptamere zeigten eine hohe 
Affinität für Protein A und reagierten zudem mit 
intakten S. aureus-Keimen. Eine erfolg-
versprechende Entwicklung einer SELEX-
Methode für vollständig intakte S. aureus-
Bakterien wurde ebenfalls etabliert. Allerdings 
zeigten die erhaltenen Aptamersequenzen keine 
deutlichen Konsensussequenzen, so dass die 
Isolierung eines Minimalmotivs nicht möglich 
war. 
 
Parallel zu der Generierung der Rezeptoren er-
folgten die theoretischen (numerische Simulatio-
nen in 2D und 3D) und praktischen Arbeiten 
(Prototyp) zur Herstellung der monolithischen 
Affinitätssäulen. Mathematische Modellierungen 
zeigten, dass kleine Einlassabstände (< 0,1 
mm) eine Rezirkulation verhindern und dass in 
Hinblick auf die Geschwindigkeits- und Strö-
mungsverteilung ebene Zulaufformen Vorteile 
bieten. In Hinblick auf die Bindung der Mikroor-
ganismen zeigten die theoretischen Ergebnisse, 
dass pro Volumeneinheit mehr Mikroorganismen 
bei niedrigeren Volumenflussraten adsorbiert 
werden können. Dies wurde durch die prakti-
schen Versuche bestätigt. Dazu wurde das mo-
nolithische Material mit funktionellen Gruppen 
aktiviert, so dass die Antikörper kovalent daran 
gebunden werden konnten. Am besten geeignet 

erwiesen sich dabei die pAk, mittels derer die 
Anreicherung und Isolierung für S. aureus (hitze-
inaktiviert bzw. lebend) und B. cereus-Sporen 
optimiert wurde. Die Wiederfindungsraten für 
die Keime in Pufferlösungen lagen bei 74 %  
(hitzeinaktivierte, Protein A positive S. aureus), 
35 % (vitale Protein A positive S. aureus) bzw. 
79 % (vitale B. cereus-Sporen), betrug allerdings 
nur 9 % bei lebenden, Protein A negativen S. 
aureus-Keimen.  Des Weiteren konnte die Anrei-
cherung von B. cereus-Sporen aus Magermilch 
realisiert werden, bei einem Ausgangskeimgehalt 
von 101 – 103 KbE/ml betrugen die Wiederfin-
dungsraten bis zu 57 %, der Anreicherungs-
faktor lag hierbei bei 50. Auf dem MCR 3 wurde 
ein Sandwich-Mikroarray-Immunoassay für 
S. aureus und B. cereus-Sporen etabliert. Die 
Nachweisgrenze betrug 1,1x103 S. aureus/mL 
und 9,6 x 102 B. cereus-Sporen/mL. Bei Kombi-
nation von monolithischer Immunfiltration und 
Mikroarray-Detektion konnten Signalerhöhungen 
um bis zu Faktor 100 für B. cereus-Sporen reali-
siert werden. Die Ergebnisse des Projektes stel-
len eine wesentliche Vereinfachung und Verbes-
serung der bestehenden Analytik für diese 
Parameter dar. 
 
 
Wirtschaftliche Bedeutung: 
 
Primäre Anwendungsfelder der Ergebnisse sind  
flüssige Lebensmittel, z.B. im Bereich der Milch-
verarbeitung. Mit einem Jahresumsatz von über 
20 Mrd. € pro Jahr und etwa 37.000 Beschäf-
tigten ist die deutsche Milchindustrie und Molke-
reiwirtschaft die stärkste Branche innerhalb der 
Lebensmittelindustrie. Für die Untersuchung auf 
mikrobielle Hygieneindikatoren werden derzeit 
mikrobiologische und molekularbiologische Me-
thoden eingesetzt: Durch seine kurzen Testzei-
ten, die mögliche Prozessintegration und die 
breite Einsetzbarkeit hebt sich das neue Sensor-
System jedoch von den herkömmlichen Metho-
den ab. Einbußen in der Qualität von Lebensmit-
teln oder Gefahren für die Gesundheit der Kon-
sumenten können damit rechtzeitig detektiert 
und existenzbedrohende Imageschäden sowie 
Folgekosten (Produkthaftung) vermieden wer-
den. Die Entwicklung von verlässlichen Analy-
semethoden ist generell von großem wirtschaft-
lichem Interesse. Somit leisten die im Vorhaben 
erzielten Ergebnisse in vielerlei Hinsicht einen 
Beitrag zur Leistungs- und Wettbewerbsfähigkeit 
kleiner und mittlerer Unternehmen (kmU).  
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Die im Projekt erstmals realisierte Kombination 
eines Sandwich-Mikroarray-Immunoassays für 
Mikroorganismen mit einer innovativen monoli-
thischen Immunfiltration bietet Diagnostikaher-
stellern oder -anbietern im Lebensmittelbereich  
die Möglichkeit, zukünftig Geräte und Ver-
brauchsmaterialien zur Schnellkonzentrierung 
und -analyse von Mikroorganismen in Lebens-
mitteln weiterzuentwickeln und später für den 
Lebensmittelsicherheitsmarkt anzubieten. Eben-
so sind die erarbeiteten Methoden für die mikro-
biologische Wasseranalytik, die Sicherheitsfor-
schung sowie für die human- oder 
tiermedizinische Diagnostik übertragbar. Durch 
die Erweiterung der Anwendungspalette für Mul-
tiplex-Analysen auf dem MCR 3 wird diese Ana-
lysenplattform auf dem Markt immer interessan-
ter. Der milchverarbeitenden Industrie, die zum 
Großenteil aus KMU besteht, bieten diese 
Schnellkonzentrierungs- und Schnellanalysever-
fahren den Vorteil, Lebensmittel mit einer noch 
höheren Qualität anzubieten und damit internati-
onal Wettbewerbsvorteile zu erlangen. 
 
Aus den erzielten Ergebnissen lassen sich auch 
weitere Nutzanwendungen ableiten, die über die 
Analyse von flüssigen Lebensmitteln hinausge-
hen. Vorstellbar wäre zum Beispiel der generelle 
Einsatz in der Lebensmittelproduktion - nach 
entsprechender Adaptation. Die Notwendigkeit 
der Überprüfung von Rohstoffen, Zwischen- und 
Endprodukten hat Relevanz sowohl bei kleinen 
als auch bei größeren Betrieben. 
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