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Moderne Erregerdiagnostik: Der Wettlauf gegen die Zeit

Ziel: 

Nachweis von bis zu einer Zelle eines pathogenen Keimes in 10 -

25 g Lebensmittel 

Kultureller Nachweis:

- Salmonella: 4 bis 5 Tage (EN/ISO 6579:2002)

- Campylobacter: 5 bis 7 Tage (EN/ISO 10272-1)

- Listeria: 5 bis 6 Tage (EN/ISO 11290-1)

- Brucellen : bis zu 6 Wochen

- Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis: 3-4 Monate
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Der Markt für Lebensmittel-Mikrobiologische Testsysteme

• Der globale Markt für die Lebensmittelmikrobiologie (2005) umfasste                

ca. 625 Mio. Tests mit einem Markwert von US $ 1,65 Milliarden 

• Bis 2010 wird ein Anstieg der Tests auf ca. 823 Mio. mit einem Marktwert        

von US $ 2,4 Milliarden vorausgesagt

• Traditionelle Nachweise umfassten (2005) ca. 65% der Tests und 

Schnellverfahren 35% (220 Mio. Tests)

• Bis 2010 wird ein Marktanteil von 48% für Schnellverfahren vorausgesagt. 

Daten aus Food Micro-2005, 

Strategic Consulting, Inc.

http://www.rapidmicrobiology.com/

news/1269h3.php
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Verschiedene in den letzten Jahrzehnten entwickelte
Nachweis-Technologien

• Impedanz Verfahren (umgekehrter elektrischer Leitwert)

• Immuno-basierte Nachweissysteme (ELISA)

– Enzym gebundene Fluoreszenzimmunoassay

• Molekular-basierte Nachweissysteme

– Sondentechnologien (Hybridisierungen, FISH)

– Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

1936
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1969/1975/1986

1987 

Erstmals beschrieben
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Prinzip der PCR Amplifikation und Sichtbarmachung des PCR Produktes

Karry Mullis
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Diagnostische Polymerase-Kettenreaktion

1. Probennahme

2. Probenvorbereitung
(Kulturelle Anreicherung,
DNA Extraktion)

3. Spezifische DNA Vermehrung

4. Nachweis des PCR Produktes
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Beispiel Salmonellendiagnostik: Kulturell - PCR

Voranreicherung für 18-20 h bei 37°C in BPW

Selektive Anreicherung (Flüssigmedium)

(RV, MKTTn, MSRV)

Selektive Isolierung (Agarplatten)

(XLD, BPLS)

Biochemische Identifizierung

Serologische Bestätigung

DNA Extraktion/
DNA Aufreinigung

PCR
(Amplifikation und 

Nachweis)

ISO 6579:2002 Kulturelle Methode

(Dauer: 4-5 Tage)

PCR Methode

(Dauer: 1 Tag)

Lebensmittel-Probe
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Nächste Generation der PCR: Real-Time PCR

• Amplifizierung und Detektion erfolgen im 
selben Reaktionsgefäß

• Zunahme des PCR Produktes wird mit Hilfe 
von Fluoreszenzmolekülen in Echtzeit 
dargestellt

• Quantifizierung möglich

• Verkürzte Analysezeit

• Vermindertes Risiko der 
Kreuzkontamination

• Automatisierung möglich

⇒Real-Time PCR ist inzwischen die Methode der 
Wahl für eine schnelle Diagnostik (Lebensmittel 
und Klinik)
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Real-Time PCR Nachweissysteme für pathogene 

Erreger 
Nachweissysteme für:

• Shigatoxin-bildende E. coli (STEC/EHEC)

• Salmonella

• Listeria monocytogenes

• Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari

• Staphylokokken-Enterotoxine

• Clostridium perfringens

• Clostridium botulinum Typ A, B, E und F

• Yersinia enterocolitica

• Vibrio parahaemolyticus

• Enterobacter sakazakii

• Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis

• Coxiella burnettii

• Viren in Lebensmitteln
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PCR Labor vor Standardisierung 
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PCR Verfahren zum Nachweis pathogener 
Mikroorganismen in Lebensmitteln sind standardisiert 
(international, ISO/CEN)

Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von pathogenen 
Mikroorganismen in Lebensmitteln

• Allgemeine Anforderungen und Begriffe (DIN EN ISO 22174:2005)

• Anforderungen an die Probenvorbereitung bei qualitativem Nachweis      
(DIN EN ISO 20837:2006)

• Anforderungen an Amplifikation und Nachweis bei qualitativen Verfahren 
(DIN EN ISO 20838:2006)

• Leistungsprüfung für PCR-Geräte (DIN EN ISO/TS 20836:2005)

• Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von pathogenen 
Mikroorganismen in Lebensmitteln - Allgemeine Anforderungen und Begriffe 
(ISO/DIS 22119:2007)
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PCR Verfahren zum Nachweis pathogener 
Mikroorganismen in Lebensmitteln sind standardisiert 
(national)
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Ausblick auf das nächste Jahrzehnt

• Kombination von DNA und immunologischen Prinzipien: quantitative
immuno-PCR (Niemeyer et al. 2007, Nature Protocol 2:1918-1930)

• Entwicklung von spektroskopischen Verfahren zum Nachweis von 
Erregern 

– Fourier-Transformations-IR-Spektroskopie (FTIR)

– Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation –Time of Flight
Spektroskopie (MALDI-TOF)

• Verbesserte FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) in Kombination 
mit anderen Techniken wie der Flow Cytometry

• Automatisierung, Hochdurchsatz

• Simultaner Nachweis und Charakterisierung von Erregern
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Einige kommerzielle Entwicklungen…

Lateral Flow Assay, Firma Merck:
basierend auf einem Immunosorbent
Assay mit gold-markierten Antikörpern, 
erhältlich für alle wichtigen pathogenen 
Erreger

GeneDisc Cycler
(GeneSystems):
diagnostische Real-Time
PCR, für Routinelabore 
geeignet, standardisiert, 
erhältlich für verschiedene 
Erreger
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Vielen Dank für Ihre 

Aufmerksamkeit

Bundesinstitut für Risikobewertung

Thielallee 88-92 � D-14195 Berlin

Tel. +49 30-8412-2188 � Fax +49 30-8412-2953

burkhard.malorny@bfr.bund.de � www.bfr.bund.de


