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Identifizierung nahe verwandter Tierarten mittels Ultradiinnschicht isoelektrischer

Fokussierung

BAUER, F.
Institut fiir Fleischhygiene, Fleischtechnologie und Lebensmittelkunde

Veterindrmedizinische Universitdt Wien, Austria

Einleitung:

In der Lebensmitteliiberwachung tritt immer wieder das Problem der Tierartenbestimmung auf
insbesondere bei Fleisch in Stilicken und tiefgefrorenen Produkten. Serologische Methoden
haben sich zwar zur Unterscheidung von verwandtschaftlich weit entfernten Tierarten gut
bewdhrt, versagen aber bei nahe verwandten. (MANZ 1979, HAYDEN 1979)

Es liegt nun der Gedanke nahe, elektrophoretische Methoden zur Speziesidentifizierung

einzusetzen. Sowohl iliber die Verwendung der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

(EBERMANN 1972, SPELL 1974) als auch der isoelektrischen Fokussierung in Polyacrylamidgeld

(PAGIEF) und Agarose (KAISER 1980) liegen bereits einige Arbeiten vor (weitere Literatur~
angaben sind bei KAISER 1980 enthalten). Am leistungsfdhigsten erwies sich dabei die
Methode der isoelektrischen Fokussierung (IEF). Das Problem dieser Methoden liegt aller-—
dings darin, daB sie unter anderem sehr zeitraubend sind. Eine mdgliche Alternative stellt
somit die Ultradiinnschicht isoelektrische Fokussierung (UDIEF) dar. Die Moglichkeit des

Einsatzes der UDIEF wurde zwar angedeutet aber nicht durchgefithrt (KAISER 1980).

In der vorliegenden Arbeit wird nun die Anwendung der UDIEF auf die Tierartenidentifiziefw

beschrieben, wobei das Hauptaugenmerk auf den Nachweis von Bliffelfleisch und dessen UnteX’

scheidung von anderen Wiederkduern gelegt wurde.

Experimentelles:

Fleischextrakte. (KAISER 1980) 5 g zerkleinertes Fleisch werden mit 5 ml dest. Wasser
homogenisiert (Ultra-Turrax), 15 min stehengelassen und bei ca. 4000 g zentrifugiert.

Der Uberstand kann entweder direkt verwendet oder noch mittels Dialyse oder Gelfiltratio?
entsalzt werden, weil bei der IEF hohere Salzgehalte verzerrte Banden insbesondere im
sauren Bereich liefern kénnen ( Separation News 8, 1979) .

Gelbereitung. Die ultradiinnen Gele wurden mittels der Klapptechnik nach RADOLA (1980)
hergestellt. Dabei wird auf eine ca. 5 mm dicke Glasplatte(a) eine silanisierte Polyester
folie(b) aufgerollt (Gelfix Haftfolie von SERVA) oder eine silanisierte 1 mm dicke Glas”
platte aufgelegt (silanisiert mit Silane A 174 von PHARMACIA). Als Abstandhalter werdel
auf beide Lidngsseiten zwei Schichten eines handelsiiblichen Selbstklebestreifens(c)
aufgeklebt (Dicke ca. 130 um). Die ebenfalls ca. 5 mm dicke Deckplatte(d) kann entwedel
mit einem Siliconentschiumer behandelt werden oder es wird eine unbehandelte Polyesteffo
(e) aufgerollt. Das Polymerisationsgemisch (f) wird nun aufgetragen und die Deckplatte

aufgeklappt (Abb.1).
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GelZusammensetzung.(T:S%, C=2,7%) 1,7 ml Acryl/Bis (29,2% Agrylamid und 0,8% N,N"-Methylen-
‘”ﬁacrylamid), 0,5 ml Ampholyte (Servalyt T 4/9 oder Bio-lyte 4/9), 0,25 ml TEMED

(25 N,N,N?N° -Tetramethylendiamin) und 7,3 ml dest. Wasser oder 6,7%iges Glycerin werden
¥emischt und ca. 30 sec entgast.Danach erfolgt die Zugabe von 0,3 ml einer 1,5%igen

':‘ : . . .. .
JnmOnlumpersulfatlosung. Die Ldsungen Acryl/Bis und TEMED sind ca. 2 Wochen bei 1%c halthar,

f%e PersulfatlSsung wird tdglich frisch bereitet. Mit diesem Polymerisationsgemisch (10 ml)
ﬁnnen mit der Klapptechnik 3 Gele 120 x 80 mm hergestellt werden.
ﬁektrodenlésungen.(RADOLA 1980)

«TGde: 0,83 g Asparaginsdure und 0,92 g Glutaminsdure auf 250 ml dest. Wasser.

|"8thode: 30 ml Ethylendiamin, 1,09 g Arginin(freie Base) und 0,91 g Lysin(freie Base)

auf 250 ml dest. Wasser.

‘%Q UDIEF wurde in einer UGI-Universalkammer von DESAGA in Verbindung mit einem Hoch-
;Zinnuég?elektrophoresenetzgerét von CAMAG durchgefiihrt. Der Kiihlblock(a) wird mit
Qtaffanl behandelt, um einen besseren Wdrmeilibergang zu gewdhrleisten. Als Kiihlfliissigkeit
} Leitungswasser (ca. 8°C) ausreichend. Die Elektrodenstreifen werden in die entsprechende
;iiktfodenflﬁssigkeit getaucht (d) und an den Rdndern der Platte auf das Gel(c) gelegt.

diese Streifen werden Platinbreitbandelektroden aufgelegt(e), die durch Auflage einer

Cq :
* 5 mm dicken Glasplatte(f) stabilisiert werden (Abb.2).
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fﬁ Proben werden punktfdrmig direkt auf das Gel aufgetragen (1l pl) und zwar auf der
?QdiSChen Seite.

lektrophoresebedingungen(Trennstrecke 7 cm). Vorfokussierung 15 min bei 500 V

; Trennung 60 min bei 1000 V (1000 Vh)
;é Trennstrecke kann ohne Informationsverlust bis 5 cm verklrzt werden, wobei die
fkuSSierungszeit weiter herabgesetzt wird.

L‘ﬂf--
rbung. Die Gele werden 10 min in 1O%iger Trichloressigsdure fixiert, danach 1 min in die

AT

n‘farbelbsunq (Methanol:Eisessig:Wasser = 25:10:65) gelegt. Die Anfdrbung erfolgt 10 min
g

_~ Coomassie Brilliant Blue G-250 (O,l%ige Losung in Entfdrbeldsung), schlieBlich wird
%,

30 min entfirbt. Die Gele haften wdhrend allen Visualisierungsschritten an der Glas-

N

a " .
tte oder Polyesterfolie und kdnnen ohne Verinderung an der Luft getrocknet werden.

8
E&3§E£§§e und Diskussion:

o
ﬂ_ch die UDIEF der widssrigen Fleischextrakte konnte Bliffelfleisch eindeutig von anderen
W g

lag
derkiuern und Pferd unterschieden werden (Abb.3).
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Natilirlich ist es auch mdglich mittels Diinnschicht isoelektrischer Fokussierung (DIEF,
1-2 mm Gele) diese Tierarten zu unterscheiden, jedoch bringt die UDIEF wegen ihres
geringen Zeit- und Kostenaufwandes (60 - 90 min UDIEF, bis zu 48 h DIEF), sowie der
einfachen Dokumentation durch Trocknung groBe Vorteile. Es besteht auch die Moglichkeit
fertige ultradiinne Gele im Handel zu erwerben (Servalyt Precotes von SERVA). AuBerdem
wird noch die Aufldsung verbessert und es lassen sich Nebenkomponenten in unmittelbarer
Ndhe von Hauptkomponenten besser nachweisen (RADOLA 1980). Es ist jedoch bei der
Untersuchung unbekannter Proben empfehlenswert diese zwischen zwei Proben bekannter

Tierarten laufen zu lassen, um einen eindeutigen Nachweis zu erbringen. Die von

LUNDSTROM (1979) beschriebene Methode des Vergleiches mittels eines Photoarchivs ist nicht

zu empfehlen, weil erstens Trdgerampholyte verschiedener Firmen verschiedene Bandenmuster

ergeben (ALLEN 1980) und weil zweitens bei kritischen Paaren wie z.B. Reh/Biliffel ein
indirekter Vergleich sehr problematisch wenn nicht gar unméglich ist.

Durch serologische Methoden ist eine Unterscheidung nahe verwandter Tierarten nicht
méglich. Es lassen sich nur Verwandtschaftsgruppen bestimmen bzw. es kann eine bestimmte
Tierart ausgeschlossen werden (MANZ 1979). AuBerdem ist es praktisch unmSglich exotische
Tierarten (z.B. Biiffel, Springbock) serologisch zu bestimmen, weil die entsprechenden
Seren nicht vorhanden sind und die Herstellung sehr lange Zeit in Anspruch nehmen wiirde.
Mittels PAGE lassen sich zwar die meisten Tierarten unterscheiden, jedoch ist die Aus-
wertung insbesondere bei nahe verwandten Tieren schwieriger als bei der IEF.

Es zeigt sich hiemit, daB die IEF zur Tierartendifferenzierung die Methode der Wahl ist,

wobei aus oben genannten Griinden die UDIEF der DIEF vorzuziehen ist.
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