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Hygieneiiberwachung per Chip

Prozesshegleitende Detektion von human- und phytopathogenen Mikroorganismen bei der
Aufbereitung von Frischeprodukten

Kontaminationen von Frischeprodukten
mit human- und phytopathogenen Mikro-
organismen fiihren zu hohen Lagerver-
lusten und zur Gefihrdung der menschli-
chen Gesundheit. Mikrobiologische Un-
tersuchungen zur Keimbelastung sind
zeitaufwindig und konnen somit hiufig
nicht prozessbegleitend bei der Aufberei-
tung von Frischeprodukten eingesetzt wer-
den. Die Entwicklung eines On-Chip-Sys-
tems zur Detektion von Schaderregern
basierend auf molekularbiologischen
und durchflusszytometrischen Technolo-
gien bietet die Moglichkeit, die nachfol-
genden Prozessschritte effektiv dem Kon-
taminationsgrad der Frischeprodukte an-
zupassen.
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ach der Ernte sind landwirtschaftliche

Produkte wie Gemiise und Obst mehr
oder weniger stark mit anhaftender Erde und
somit auch mit einer wechselnden Anzahl
von Mikroorganismen verunreinigt [1]. Mi-
krobiologische  Oberfldchenkontaminatio-
nen auf Gemiise und Salat konnen zum Teil
erhebliche Lebensmittelvergiftungen her-
vorrufen [2].

Mikrobielle Belastung
von Gemiisewaschwasser

Im Laufe der Aufarbeitung werden die land-
wirtschaftlichen Produkte daher verschiede-
nen Reinigungsschritten unterzogen. Hier-
bei stehen der 6konomische Aufwand fiir die
Reinigung einerseits und der Wunsch des
Verbrauchers nach mdglichst wenig und
schonend behandelter Ware andererseits
stets im Konflikt mit einer optimalen mikro-
biologischen Hygienisierung. Jingste Un-
tersuchungen, welche am Leibniz-Institut
fiir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V.
(ATB) durchgefiihrt wurden, zeigen in der
Praxis eine Belastung, zum Beispiel von
Reinigungsstufen bei der Mohrenprodukti-
on, mit bis zu 10° Kolonie bildenden Einhei-
ten je ml Waschwasser (KBE/ml), wobei
hauptsichlich gramnegative Bakterien de-
tektiert wurden. Auch im Falle eines Spinat
verarbeitenden Betriebes wurden mit 107
KBE je ml Waschwasser ebenfalls hohe
Keimzahlen gefunden. Eine molekulargene-
tische Analyse der mikrobiellen Diversitit in

den Waschwasserproben ergab, dass rund
43 % der ermittelten DNA-Sequenzen po-
tenziellen Krankheitserregern zuzuordnen
sind [3], wie zum Beispiel Vertretern der
Gattungen  Pectobacterium, Clostridium und
Pseudomonas. Beispielsweise konnen ver-
schiedene Arten von Pectobacterium als Erre-
ger von Fiaulniskrankheiten bei Obst und
Gemiise fungieren. Auch die Gattungen
Pseudomonas und Clostridium umfassen neben
anderen auch verschiedene human- und
phytopathogene Arten.

Entwicklung eines On-Chip-Systems

Im Rahmen des vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung geforderten For-
schungsverbundes ProSenso.net 2 sollen
Losungen fiir ein effektives Monitoring des
Hygienestatus entwickelt werden, welche es
ermoglichen, speziell das Auftreten von sol-
chen potenziell human- oder phytopathoge-
nen Mikroorganismen zu ermitteln. Durch
ein entsprechendes Monitoring-System kon-
nen dann die nachfolgenden Verarbeitungs-
schritte effektiv auf den jeweiligen Kontami-
nationsgrad mit Schad- und Verderberregern
angepasst werden.

Basierend auf zellbiologischen und mole-
kularen Techniken werden derzeit am ATB
hochspezifische Nachweisverfahren fiir die
gefundenen Pathogene erarbeitet, welche die
Grundlage fiir die Entwicklung eines minia-
turisierten On-Chip-Systems bilden (Bild I).
Die Konstruktion dieses On-Chip-Systems

Bild 1: Schema des On-
Chip-Systems zur
Detektion von Pathoge-
nen im Waschwasser
wéhrend der Gemiise-
wiésche

Fig. 1: Scheme of the on-
chip system for the
detection of pathogens

in water used to wash SR kL
. Fiow Cyromenny’
vegetables during
postharvest processing
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Bild 2: Prototyp der miniaturisierten PCR-Einheit
des On-Chip-Systems

Fig. 2: Preliminary model of the miniaturised PCR
unit of the on-chip system

erfolgt in Zusammenarbeit mit dem Anwen-
derzentrum fiir Mikrotechnik (AZM) an der
Berliner  Elektronenspeicherring-Gesell-
schaft fiir Synchrotronstrahlung m.b.H.
(BESSY) und der Firma ELBAU GmbH
Berlin als industriellem Partner.

Probennahme und -analytik
im automatisierten System

Essentiell fiir das Aufspiiren von Krank-
heitserregern ist, dass das Messsystem in der
Lage ist, in kiirzester Zeit Proben zu nehmen
und zu bearbeiten. In der praktischen An-
wendung muss ein Analyseergebnis vorlie-
gen, bevor das Gemiise im Verpackungsbe-
reich angekommen ist, damit eine eventuell
notwendige Anpassung des Aufbereitungs-
verfahrens vorgenommen werden kann.

Deshalb soll das zurzeit von den Projekt-
teilnehmern entwickelte On-Chip-System in
der Lage sein, vollautomatisch und parallel
zur Gemiisewdsche Proben des Waschwas-
sers zu entnehmen und weiter zu verarbeiten.
Nach verschiedenen Probenaufarbeitungs-
schritten sollen die relevanten Zellfragmen-
te der Mikroorganismen einer Einheit zur
miniaturisierten Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) zugefiihrt
werden (Bild 2), die eine gezielte Untersu-
chung der Waschwasserproben auf die Exis-
tenz potenzieller Erreger ermoglichen soll.
Im Falle einer starken Keimbelastung des
Waschwassers kann dann beispielsweise vor
der Verpackung ein Hygienisierungsschritt
eingefligt werden. Somit wird gewihrleistet,
dass nur hygienisch einwandfreie Produkte
die Betriebe verlassen.

Molekularer Nachweis von pathogenen
Mikroorganismen

Mikroorganismen besitzen hdufig nur weni-
ge und meistens zeitaufwindig zu ermitteln-
de Merkmale, welche eine Unterscheidung
zwischen pathogenen und nicht-pathogenen
Stammen erlauben. Die genetische Erbinfor-
mation der Mikroorganismen bietet dagegen
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eine Vielzahl von artspezifischen Informa-
tionen, welche die Entwicklung von spezifi-
schen Nachweisverfahren erlauben, etwa
mittels PCR [4, 5]. Die hierfiir benétigten
Marker werden zurzeit am ATB entwickelt
und getestet, so unter anderem fiir Pectobacte-
rium sp. (Bild 3).

Eine Variante der PCR stellt die quantita-
tive Real-Time-PCR (Q-PCR) dar. Diese
Methode ermdglicht nicht nur eine Bestim-
mung der Arten innerhalb weniger Minuten,
sondern gleichzeitig auch eine Quantifizie-
rung. Hierbei sind die Primer mit fluoreszie-
renden Farbstoffen verkniipft, und nach je-
der enzymatischen Reaktion wird die Flu-
oreszenz gemessen. Anhand der Dauer, bis
die Fluoreszenz einen bestimmten Schwel-
lenwert erreicht, konnen Riickschliisse auf
die Ausgangsmenge der DNA gezogen wer-
den [6]. Entsprechende Verfahren wurden
zum Nachweis von verschiedenen zuvor in
Waschwasser gefundenen Bakterienarten
entwickelt und befinden sich derzeit in der
Erprobungsphase.

Charakterisierung von Zellen mit Hilfe
der Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Q-PCR kann ohne weitere Mo-
difikationen keine Unterscheidung zwi-
schen lebenden und abgestorbenen Pathoge-
nen getroffen werden. Daher wird in Ergén-
zung zu dieser Methode ebenfalls die
Eignung der Durchflusszytometrie zur Ein-
bindung in die mikrobielle Analyse von
Waschwasser gepriift.

Die Durchflusszytometrie wird auch als
kontinuierliche Fluoreszenzmikroskopie be-
zeichnet, mit der morphologische und phy-
siologische Eigenschaften von Einzelzellen
mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen ge-
messen werden konnen [7]. Je nach Art der
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe ist es
moglich, zwischen lebenden, geschidigten
und toten Bakterien zu unterscheiden. Dabei

liegt der Vorteil gegeniiber den herkommli-
chen mikrobiologischen Methoden in der
Zeitersparnis und Genauigkeit der Durch-
flusszytometrie, es konnen also auch Bakte-
rien detektiert werden, die mit herk6mmli-
chen Methoden nicht erfasst werden.

Zurzeit werden am ATB Messprotokolle
fiir die gefundenen Pathogene entwickelt,
die eine Quantifizierung des Hygienisie-
rungserfolges ermoglichen.
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Bild 3: PCR-basierter Nachweis von Pectobacterium sp. in Waschwasserproben aus der Spinatverar-
beitung. Erwartete Amplikonldnge war ca. 560 bp. Trinkwasser fiir die Wésche (1), Wésche 1(2),
Wische 2 (3), Wésche 3 (4), Blanchierwasser (5) Positivkontrolle (6), Negativkontrolle (7)

Fig. 3: PCR-based detection of Pectobacterium sp. in spinach washing water. Expected amplicon size
was approx. 560 bp. Drinking water (1), washing water 1 (2), washing water 2 (3), washing water 3 (4),
blanching water (5), positive control (6), negative control (7)
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