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Fortschritte der immunologischen FremdeiweifBbestirmmung 1WUN
Iy
E.GOIB0CZ, E.HELLWIG, F.PETUELY N
Bundesanstalt filir Lebensmitteluntersuchung und -forschung !Yien, Jsterreich k3+

Inunologische Methoden spielen im Rahmen der Fleischwarenanalytik filir den ilachweis von FremdeiweiBzusatzen

wie auch fiir die Fleischartendifferenzierung eine bedeutende Polle. Alle konventionellen immunologischen B

iiethoden des Wachweises von Fremdeiweif in Fleischwaren, wie die radiale Immunodoppeldiffusion nach

Gucnterlony, die Rocket-Elektrophorese oder Elektroimmunodiffusion nach Laurell, die Gegenstrorelektrophoresé [ s

nach Gocke und auch die zweidimensionale Irmunelektrophorese nach Clarke/Freeman haben gemeinsan, daf i

sie nicht automatisierbar, langwierig, in ihrer landhabung relativ kompliziert, unempfindlich und

letztlich unprizise sind. Der Fremdeiweifnachweis erfordert jedoch zur Pewdltigung der anwachsenden Analysen”

zahlen automatisierbare, rasche und einfache quantitative !fethoden hoher Prdzision (Abb.1). ‘
Diese Anforderungen sind nur dann erfiillt, wenn Antigen-Antikdrperreaktionen nicht in Selen, sondern y

direkt in Losung durchgefiihrt werden und die dabei entstehende Triibung durch 8ildung des Antigen- by

Antikorperkomplexes gemessen wird. Die Auswertung kann dabei entweder durch “essung der Schwichung

des Lichtstrahls durch das Prdzipitat (Immunturbidimetrie) oder durch Messung der Lichtstreuung (Tyndall- [

Effekt) des Prdzipitats (Immunnephelometrie) erfolgen. Y3hrend bei- der Turbidimetrie das Signal mit steiqent® WA

Konzentration des Prazipitats schwicher wird, wird es bei der !lephelometrie stirker (Abb.2). Fiir die llephel0” |

rie ist der apparative Aufwand jedoch wesentlich groBer als bei der Turbidimetrie und eine Durchfiihrung | Be

der Bestimmung mit normalen Spektralphotometern nicht mdglich. Die Turbidimetrie hat den Vorteil, da® sie De

mit Gerdten ausgefiihrt werden kann, mit denen auch die iiblichen spektralphotometrischen Analysenvertahren

durchgefiihrt werden. Sie gestattet eine rasche, quantitative Bestimmung von EiweiBkdrpern in Fleischwaren

mit hoher Prdzision und hoher Empfindlichkeit. e
Grundsatzlich konnen immunturbidimetrische Analysen als Endpunktsmethode oder kinetische Bestirmung

durchgefiihrt werden. Die lMessung der Triibung erfolgt bei der Endpunktsmethode dann, wenn alles Antigen

durch die Antikorper des Antiserums prazipitiert worden ist. Bei der kinetischen 'eBmethode wird die

Zunahme der Triibung innerhalb eines bestimmten kurzen Zeitintervalles gemessen und daraus die Konzentratiod — I+ T;

des Antigens errechnet. Bei der quantitativen Bestimmung von EiveiBkdrpern in Fleischwaren ist die kinetisc™ D¢

Inmunturbidimetrie der Endpunktsmethode vorzuziehen, da durch die komplexe Matrix des Lebensmittels nicht

auszuschlieBen ist, daB neben dem Prdazipitat zum Endpunkt unspezifische Triibungen auftreten, die cas i

Ergebnis verfalschen. Zur Durchfiihrung immunologischer Analysen in Losung ist es notwendig, da3 die gebiWﬁet T

Antigen-Antikorperkomplexe eine GrofBe besi die photometrisch erfaBbar ist, ohne da3 sich die P _1oit“t

als iliederschlag absetzen. Ein Zusatz von dthylenglycol erfiillt diese Bedingung und bewirkt dariiber

hinaus auch eine Prazipitationsbeschleuniau; da einerseits die Ausbildung einer Hydrathiille um Antigen-

und Antikorpermolekiile verhindert wird, was einen enaeren Kontakt zwischen Antigen und Antikdrper bewirkt y

und damit eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit bedingt. Andererseits wird die Dissoziation kleiner Antigen- Vb

Antikorper-Aggregate durch die Verringerung ihrer Ldslichkeitskoeffizienten verhindert. A{%

Grundsidtzlich gilt zur quantitativen Auswertung von Prazipitationsreaktionen die in Abb.3 dargestellté
Formel, nach der die Bildung des Prdazipitats in der Zeit von der Rildung eines Intermedidrkomplexes in
Abhangigkeit von der Konzentration an Antigen und Antikdrper und der Prazipitatsbildung abhangt. Durch
konsequente Anwendung dieser Gleichung auf die Immunturbidimetrie folgt fiir jenen Bereich, in dem eine
lineare Zunanme der Triibung nach der Zeit erfolgt, eine vereinfachte Berechnungsformel, die es gestattet, )i
bei konstanten Analysenpararmetern den Serumtiter unbekannter Antiseren rasch und einfach zu bestimmen (Abb-

Iittels Zentrifugalanalysatoren mit LongitudinalmeBsystem konnten automatisierte immunturbidimetrisché
Analysenverfahren fiir den Nachweis und die Bestimmung von Pindercasein, Rindermolkenproteinen, Gliadin,
SojaeiweiB, Hihnereialbumin und Rinderblutplasma in Fleischwaren entwickelt werden, die in wenigen Minute?
durchgefiinrt werden konnen. Der Einsatz eines Zentrifugalanalysators mit LongitudinalmeBsystem ist deshalb
erforderlich, da nur bei dieser lieBanordnung Sedimentationseffekte das Ergebnis der Bestimmungen nicht
beeinflussen. Die an der Bundesanstalt eingesetzten Zentrifugalanalysatoren Cobas Bio sind zur Zeit die
einzigen, bei denen das LongitudinalmeBsystem realisiert ist (Abb.5). Die ferdte besitzen Pipettiersystem€
fiir Proben und Reagenzien, uegwerfrotoren mit 30 Kiivetten aus Acryl-Butadien-Styrolconolymer und ein el
Blitzlichtphotometer. Dieses ist mit Hilfe eines Gittermonochromators zwischen 285 und 750 nm in 1-np-Schr’”
bei einer spektralen Bandbreite von 5,5 nm programmierbar. Das Photometer besitzt eine gepulste Xenon-Laripé
nit einer Blitzleistung von maximal 50 KU, viag eine Photoneterlinearitdt bis zu einer Extinktion von 3,0[ 0
bewirkt. Der Rotorraum ist zwischen 25 und 40°C thermostatisierbar, viobei die eingestellte Temperatur aur >’
konstant gehalten wird. Die einzelnen Kiivetten des Rotors bestehen aus einem 'eBteil, in dem die 1mrunturb;’
dimetrische Analyse durchgefiihrt wird, und zwei vorgelagerten Behdltern, in die einerseits der Probenexf”i%p'
andererseits das Antiserum und die Hilfsreagenzien vom Gerat automatisch einpipettiert werden. Der Progra”}
lauf des Zentrifugalanalysators beginnt mit einem itischzyklus bei ca. 2500 Umdrehungen, sodaf® ein simu1tanf
Start der kinetischen Reaktion in allen Kivetten gewdhrleistet ist. Die eigentlichen "essungen erfolgen be
1000 Umdrehungen pro Minute mit Hilfe gepulster Lichtblitze, deren Dauer pro Kivette 5aus betrdqgt. 5
Die Auswertung erfolgt liber den Extinktionsverlauf in Abhdngigkeit von der Zeit, wobei nur jener Bereich
ausgewertet wird, in dem eine konstante Zunahme der Extinktionswerte erfolgt.

Die praktische Durchfiihrung der Irmunturbidimetrie beginnt nit der Extraktion der Eiweifkdrper aus den
den Fleischwaren. Sie wird analog den konventionellen Methoden mit Barbitalpuffer pH = 3,2 wihrend 3 Stun
bei 37°C durchgefiihrt. AnschlieBend wird der unlésliche Riickstand in einer Kiihlzentrifuge bei 4°C und !
48.000 G abzentrifugiert und das Zentrifugat zur Fettabscheidung durch ein Faltenfilter filtriert. Vom X
Extrakt werden Verdiinnungen 1+1, 145, 1+10 und 1+29 hergestellt und diese gemeinsam rmit dem unverdiimte_”’(.O-rpef5
Extrakt zur Analyse herangezogen. Besonders wichtig ist, daB die Konzentration des zu erfassenden Eiwe1ﬁ]ﬂ
gegeniiber der Konzentration der Antikdrper in einem ausgewogenen Verhdltnis steht, da bei /\ntigeﬂberscﬂL
in den meisten Fdllen eine Wiederauflosung des gebi1det8n Prdzipitats erfolgt. .

Alle immunturbidimetrischen Analysen werden bei 37°C durchgefiihrt, wobei die Triibungszunahme bel 2
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an Hand von 30 MeBpunkten im Abstand von jeweils 10 sec. gemessen wird. Dabei wird entweder die Zunahmé
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|""i1dung 3 / figure 3

QwUNPRAZIPITATION
| "UNPRECIPITATION
y“+ Bk ==Fgmae 3K —K3mpR AG. s Antigen / Antigen  [AG]...... Konzentration an Antigen /
| concentration of antigen
‘ k2 Ao Antikorper/ Antibody [@K] ...... Konzentration an Antikorper /
| g concentration of antibody
i TS Intermediérkomplex ( Intermediate complex
L. 1'k2'[éé] '[Ak] PR Prazipitat / Precipitate
| e kl, kz, k3 ..... Geschwindigkeitskonstanten / rate constants
k2 + k3 dp

..... Prazipitationsrate / Rate of precipitation

mi]dung 4 / figure 4

:?AMMENHANG ZWISCHEN TITER UND KONZENTRATION IN DER IMMUNTURBIDIMETRIE
ATION BETWEEN TITER AND CONCENTRATION IN IMMUNOTURBIDIMETRY

'BeStimmung unbekannter Antigen-Konzentrationen bei bekanntem Serumtiter /
etermination of unknown concentration of antigen in case of known titer of serum

G = Vv F AE/t c... Konzentration des Antigens / concentration of antigen
T dv 1000 | A V... Gesamtvolumen / total volume
e T... Titer des Antiserums / titer of antiserum
d... Schichtdicke / layer thickness

erbestimmung bei bekanntem Antigengehalt /

D : . 5 : ] : .
€termination of titer in case of known antigen concentration

Fx . Korrekturfaktor der Triibung, bezogen auf die MeBwellen-

i - ' = AE/t lange / turbidity correction factor corresponding to
TN wavelength of measurement
c.d.v.1000 AE/t Extinktionsdifferenz pro Zeiteinheit /

Difference of absorbance per time unit

E]]duﬂg 5 / fiqgure 5
<RQ
.m@LEICH ZWISCHEN TRANSVERSALER UND LONGITUDINALER EXTINKTIONSMESSUNG
ARISION OF MEASUREMENT OF ABSORBANCE IN TRANSVERSAL AND LONGITUDINAL DIRECTION

. n .... Anzahl der absorbierenden Teilchen /
K £ number of absorbing particles
3 d .... Schichtdicke/

layer thickness

E .... Eingestrahlte Lichtenergie/
input light radiation

..Restlicht nach der Kiivette bei transversaler
Messung / Tight output after cuvette by
measuring in transversal direction

4..Resth’cht nach der Kiivette bei longitudi-
naler Messung / light output after cuvette
by measuring in longitudinal direction

V .... Gesamtvolumen / total volume

[
h,
y

N = const.

n
E 2

115 Eg = kg
d = const. d = f(V)
transversal Tongitudinal
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der Extinktion pro Zeiteinheit oder die Konzentration des entsprechenden EiweiBkdrpers vom Gerit direkt
ausgedruckt, wobei der Reagenzienleerwert automatisch beriicksichtigt wird. Die quantitative Auswertung
erfolgt bei jenen Substraten, bei denen der direkte Ausdruck der Konzentration auf Grund des Kurvenverlaufes
nicht moglich ist, an Hand von Eichkurven.

Durch Anwendung der Immunturbidimetrie zur Bestimmung von FremdeiweiB in Lebensmitteln, im besonderen i
in Fleischwaren, ist es moglich, die Nachweisempfindlichkeit imnunologischer Verfahren entscheidend zu verbess?
Eine Ubersicht der dabei erreichten Erfassungsgrenzen gibt Tabelle 1.

Die Priazision der immunturbidmetrischen Analysen von Nindercasein, Rindermolkenproteinen, Gliadin,
SojaeiweiB, Hihnereialbumin und Rinderblutplasma wurde an Hand von mehreren tausend Analysen iiber einen
Zeitraun von 12 Jonaten bestimmt und statistisch ausgewertet. Ein Vergleich der dabei erreichten Genauigkeit
gegeniiber den konventionellen immunologischen Analysenverfahren ist in Tabelle 2 dargestellt. Zur Demonstrat
der Prazision und GleichmaBigkeit der immunturbidimetrischen Bestimmungen in Serie wurde fiir jeden einzelnen
EiweiBkorper die Wiederfindungsrate iiber den gleichen Zeitraum bestimmt und am Beispiel des Hachweises
von Rinderblutplasma in Fleischwaren graphisch dargestellt (Abb.6). Bei allen’angefiihrten Herten handelt
es sich um Auswertungen routinemdBig durchgefiihrter Analysen.

Es zeigt sich, daB die angefiihrten EiweiBkorper immunturbidimetrisch mit dem Zentrifugalanalysator
Cobas Bio einwandfrei quantitativ erfaBt werden konnen, viobei alle Bestimmungen rasch, mit sehr geringen
Aufwand und beachtlicher Prazision in groRen Serien durchgefiihrt werden konnen. Der Zeitaufwand fiir die
quantitative Bestimmung der Extrakte der EiweiRkorper ist sehr gering (Tabelle 3) und nicht mit jenem
zu vergleichen, der fiir die Immunodiffusion oder Imnunelektrophorese erforderlich ist. Die imnunturbidi-
netrischen Analysenverfahren als automatisierte lefrethode stellen somit eine echte Alternative zur exakten
FrendeiveiBbestimmung in Fleischwaren dar. Das gesante Problen der quantitativen Fremdeiwei3bestimmung
reduziert sich auf die Extraktion der entsprechenden EiweiBkorper aus den Produkten. Die Frage, wie weit of
durch verschiedene Technologien bei der Fleischwarenerzeugung die einzelnen EiweiBkorper denaturiert werden Y
in welchen AusmaB sie immunologisch aktiv bleiben, oder wie sie wieder zu aktivieren und in L3sung zu bringen
sind, wird die Grundlage weiterer Untersuchungen darstellen.
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Abbildungen und Tabellen siehe S.4 ff

ABBILDUNGEN UND TABELLEN / FIGURES AND TABLES
Abblidung 1 / figure 1

IiMMUNOLOGISCHE METHODEN
IMMUNOLOGICAL HMETHODS

a. in Gelen / in gels

Immunodiffusion / Immunodiffusion _ nicht automatisierbar / automatisation impossible
Rocket-Technik / Rocket-technique zeitraubend / time consuming
Gegenstromelektrophorese/
Counter current electrophoresis komplizierte Handhabung / complicated handling
Zweidimensionale Immunelektrophorese unempfindlich / Tow sensitivity (% -Bereich,’ -range)
Two dimensional immunoelectrophoresis unprazis / low precision

b. in Ldsung / in solution
Immunnephelometrie/ Immunonephelometry. — automatisierbar / automatisation possible
Immunturbidimetrie/ Immunoturbidimetry/ rasch / fast

einfache Handhabung / simple handling
empfindlich / sensitive
L prazis / high precision

Abbildung 2 / figure 2

URTERSCHIED ZWISCHEN IifMUNTURBIDIMETRIE UWD IMMUNNEPHELOMETRIE
DIFFERENCE BETWEEN IMMUNOTURBIDIMETRIC AND IMMUNONEPHELOMETRIC MEASUREMENT

Turbidimetrie / Nephelometrie / 0 1

Turbidimetry Nephelometrie _—ae

Tribung / Lichtstreuung /

Turbidity Light scattered

Photometer Hohe des Leerwerts Signalstarke /
begrenzt begrenzt Signal level

Empfindlichkeit/ Empfindlichkeit/
Photometer limits |Height of blank
sensibility 1imits sensibility
Extinktion/ willkirl. Einheit/ Turbidimetrie / Nephelometrie /
Absorbance Arbitrary Turbidimetry Nephelometrie

0.. Leerwert / Blank
1.. Probe / Sample
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“elle 1 / table 1 Tabelle 2 / table 2
f?WEISGRENZEN DER IMMUNTURBIDIMETRISCHEN VERGLEICH VON PRAZISION UND EMPFINDLICHKEIT
o IMMUNG GELUSTER EIWEISSKURPER / IMMUNOLOGISCHER ANALYSENVERFAHREN /
| RECTION LIMIT OF IMMUNOTURBIDIMETRIC COMPARISION OF PRECISION AND SENSIBILITY OF
ERMINATION OF PROTEINS IN SOLUTION IMMUNOLOGICAL ANALYTICAL PROCEDURES
8B / Protein mg/1g Beispiel: Rindercasein / Methode /
\ Example: bovine casein Method
nSercasein /
e casein 5 a. Prdzision/Precision RID EID IT
QqermO]kenproteine/ Variationskoeffizient/
Ine whey proteins 20 Coefficient of var. 2,89 1,54 | 0,67 %
s
véd]n/G\iadin 1000 b. Nachweisgrenze/
jheiWeiB/ Detection Timit 500 80 5 mg/1
Protein 100
Uh
;?ereia1bum1n/
€n ovalbumin 10 Tabelle 3 / table 3
-
lﬁkrb]UtP1asma/ ZEITAUFWAND ZUR ANALYSE (OHNE EXTRAKTION) /
€ plasma protein 25 TIME FOR ANALYSIS (WITHOUT EXTRACTION)
Methode / Method
fYeng RID | EID i A T
‘%mdetéutTg?' g ung g( 2 Tage/ 1 Tag/ 5 Minuten/
0 g2nCgcgol i 2 days 1 day 5 minutes

*+« Radiale Immunodiffusion nach Ouchterlony/
radial immunodiffusion by Ouchterlony

**+ Rocket-Technik nach Laurell/
rocket-technique by Laurell

+ Immunturbidimetre/
Immunoturbidimetry

B
hy 1d“ng 6 / figure 6

e
’R%SION UND RICHTIGKEIT IMMUNTURBIDIMETRISCHER ANALYSEN IN SERIE
IoN AND ACCURACY OF IMMUNOTUBIDIMETRIC ANALYSES IN SERIES
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J-SCEtE]Wert der Standardanalysen / Recovery of standards a ... dicke Linie /fat Tine
Wankung um den Mittelwert / Standard deviation of means b ... Begrenzungslinien/

s : - L der 1i
Yispier. Rinderblutplasma / Example: bovine plasma protein) ROFGEY $40Ss

My

‘o 1.

Vs
Mationskoeffizient / Coefficient of variation






