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Abstract:

Zoonosen sind Infektionskrankheiten, die von Tieren auf den Menschen Ubertragen werden kénnen.
Bei Mastschweinen und Schweinefleischprodukten stellen die Bakterien Campylobacter spp.,
Salmonella spp. und enteropathogene Yersinia spp., das Hepatitis-E-Virus und die Parasiten
Trichinella spp. und Toxoplasma spp. relevante Erreger dar.

Zur Warenkontrolle und um den Hygienestatus eines Betriebes zu erfassen wird ein Verfahren
bendtigt, mit dessen Hilfe eine Probe schnell, kostengiinstig und gleichzeitig auf verschiedene Erreger
hin untersucht werden kann.

Mittels des hier vorgestellten Antigen-Mikroarray-Immunoassays ist der parallele Nachweis Erreger-
spezifischer Antikérper (IgG) in Serum- oder Fleischtropfsaftproben méglich.

Am Beispiel des Hepatitis-E-Virus und Yersinia spp. wurde der Mikroarray-Immunochip mithilfe eines
Seren-Panels beziglich analytischer Parameter charakterisiert und mit den Alternativmethoden
recomLine HEV (Human-Test, adaptiert fir Schweineseren, Mikrogen, Neuried) beziehungsweise
pigtype Yersinia Ab (Qiagen Leipzig, Leipzig) und einem herk&dmmlichen Mikrotiterplatten-ELISA
verglichen. Der Immunochip erreichte in Verdiinnungsexperimenten jeweils die hdchste Sensitivitat
und Nachweisstarke. 76% der Seren wurden mit dem Line-Immunoassay positiv auf HEV-Antik&rper
getestet. Mit dem ELISA und dem Immunochip hingegen wurden anti-HEV-IgG in 93% und 90% der
Proben nachgewiesen. Das Screening fiir anti-Yersinia-IgG fuhrte mit dem kommerziell erhaltlichen
ELISA-Kit zu 45% positiven Ergebnissen, wahrend 59% der Serumproben mit dem selbst entwickelten
ELISA und 86% mit dem Immunochip als positiv befunden wurden.

Mithilfe des Mikroarrays konnten Antikérper gegen HEV und Yersinia spp. zuverlassig unterschieden
und parallel nebeneinander nachgewiesen werden.
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Einleitung

Bei der Nahrungsmittelherstellung werden
insbesondere an Produkte tierischer Herkunft
hohe Malstabe bezliglich der Produktsicherheit
und der Prozesshygiene angelegt. Durch ein
effizientes Monitoring relevanter Zoonose-

Zielpathogene. Mithilfe hochparalleler
Verfahren, wie z.B. Chemilumineszenz-
Mikroarray-Immunoassays (CL-MIA), kénnen
mehrere Pathogene gleichzeitig untersucht und
Analysezeiten sowie Kosten deutlich reduziert
werden. Wird dabei ein Antigen-Mikroarray zum

Erreger soll deren Eintrag in die Nachweis  Erreger-spezifischer  Antikdrper
Lebensmittelkette signifikant verringert werden, eingesetzt, so werden auch zurlckliegende
um lebensmittelhygienisch bedingten Infektionen mit erfasst und die Seroprévalenz

von Tierbestanden kann bestimmt werden.

Mithilfe des hier entwickelten Antigen-

Erkrankungen vorzubeugen und so dem
Verbraucherschutz gerecht zu werden. Bisher

routinemafig angewandte Analyseverfahren
beruhen auf dem vergleichsweise zeit- und
kostenintensiven Nachweis einzelner
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Mikroarray-Immunoassays kénnen Serum- und
Fleischtropfsaftproben  von  geschlachteten
Schweinen auf Antikérper gegen relevante
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Zoonose-Erreger untersucht werden. Dazu
werden auf einer Polyethylenglycol-
modifizierten  Glasoberfliche [1] Erreger-
spezifische rekombinante oder extrahierte
Antigene immobilisiert. Die aus der verdinnten
Serumprobe daran gebundenen Zoonose-
Antikdrper werden mithilfe von Enzym-
markierten Detektionsantikdérpern
nachgewiesen, die eine Chemilumineszenz-
Reaktion katalysieren. Die Auslesung der
generierten Chemilumineszenz-Signale erfolgt
mittels einer CCD-Kamera. Das Assay-Prinzip
ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt.
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Probe 1) Bindung der Antikorper an die Abfall
rekombinanten Antigene

Abfall
2) Bindung des HRP-markierten
Detektionsantikorpers

H,0, Luminol H,0,

Luminol

Abfall

3) Chemilumineszenz-Reaktion

Positivkontrolle
ORF2C-gt1
YopD

4) CCD-Aufnahme

Abbildung 1. Schematische Darstellung des CL-MIA-
Prinzips mit rekombinanten Antigenen.

Das gesamte Messverfahren wird auf der am
Lehrstuhl fur Analytische Chemie entwickelten
vollautomatischen Analyse-Plattform MCR 3
(siehe Abbildung 2) durchgefihrt.

Abbildung 2. Mikroarray-Analyse-Plattform MCR 3.
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Diese stellt ein fluidisches System dar und
ermdglicht damit im Vergleich zu stationdren
Immunoassays deutlich kiirzere Messzeiten [2].

Durch den Einsatz dieser innovativen Methode
kénnen in einer Probe innerhalb weniger
Minuten relevante Zoonose-Antikérper parallel
und kostengiinstig nachgewiesen werden [3].

Materialien und Methoden

Die verwendeten Glasobjekttrager wurden
silanisiert sowie mit DAPEG und Diepoxy-PEG
beschichtet, um die rekombinanten Antigene
kovalent zu binden. Die verschiedenen
Antigene wurden mithilfe des
Mikrokontaktdruckers BioOdyssey Calligrapher
MiniArrayer (Bio-Rad Laboratories, Munchen) in
Reihen nebeneinander aufgebracht. Um die
freien Bindungsstellen auf der Oberflache zu
inaktivieren, wurden die belegten Glaschips mit
TRIS-HCI-Puffer (pH 7,8) und mit 1%-iger BSA-
Lésung behandelt. Die Glaschips wurden Uber
eine doppelseitige  Klebefolie an einen
Kunststofftrager gekoppelt, der zur Anbindung
an die Fluidik der vollautomatischen Mikroarray-
Analyseplattform MCR 3 (Munich Chip Reader,
gwk Prazisionstechnik, Minchen) diente.

Fur die Assay-Entwicklung wurden von der Fa.
Mikrogen  (Neuried) die  rekombinanten
Antigene ORF2C-gt1 und ORF2C-gt3 des
Hepatitis-E-Virus sowie YopD zum Nachweis
von Antikbrpern gegen Yersinia spp. zur
Verfligung gestellt. Die untersuchten
Schweineserumproben stammten von
bayerischen Schlachthéfen und wurden vor der
Messung 1:100 mit PBST (10 mM KH,POQOy,,
70 mM K,;HPO,, 145 mM NaCl, 0,05% (v/v)
Tween®-20) verdinnt. Das pro Messung
bendtigte Volumen der verdinnten Probe
betrug 1 mL. Als Laufpuffer wurde PBST
verwendet. Die Detektion beruhte auf einer
HRP-katalysierten Chemilumineszenz-Reaktion
der Substrate Luminol und Wasserstoffperoxid
(WESTAR SUPERNOVA ELISA, Cyanagen,
Bologna, ltalien), deren Intensitat mittels einer
CCD-Kamera aufgezeichnet wurde.

Ergebnisse und Diskussion

Zunadchst wurde die Reproduzierbarkeit des
Messsignals eines deutlich  seropositiven
Serums auf mehreren Chips und an drei
verschiedenen Messtagen untersucht. Far
ORF2C-gt1 ist mit einem Variationskoeffizient
von 6,6% bei 33 Messungen an drei Tagen eine
hohe Reproduzierbarkeit gegeben. Fir YopD
betrug der Variationskoeffizient bei 16
Messungen an drei Tagen 11,8%.
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Anhand der entsprechenden Mehrfachmessung
eines seronegativen Serums wurde jeweils ein
Entscheidungswert (Cut-off) ermittelt, ab dem
eine Probe als seropositiv einzustufen ist.

Ausgehend von einer 1:100-Verdiinnung
(relative Serumkonzentration 100%) wurden
jeweils mit einem stark positiven Serum
Verdiinnungsreihen angesetzt und mithilfe des
entwickelten CL-MIA, einem herkdmmlichen
ELISA sowie einem kommerziell erhéltlichen
Testkit analysiert.

Hinsichtlich der Sensitivitat ist der CL-MIA fur
ORF2C-gt1 dem Mikrotiterplatten-ELISA und
besonders dem fir Schweineseren adaptierten
recomLine-Test zur Humandiagnostik deutlich
Uberlegen. So erstreckt sich der lineare Bereich
(relative Serumkonzentration 100% bis 25%) fur
den CL-MIA etwa vom 17-fachen bis zum
vierfachen Cut-off-Wert, fir den ELISA nur vom
siebenfachen bis zum dreifachen und fiir den
recomLine-Test gar nur vom vierfachen bis zum
zweifachen Cut-off-Wert. Darliber hinaus ist
auch das relative Nachweisvermdgen der selbst
entwickelten Methoden héher. Wahrend fiir den
adaptierten recomLine-Test bereits bei einer
Verdinnung von 1:40 der Cut-off-Wert
unterschritten wird, erfolgt dies fur den CL-MIA
und den Mikrotiterplatten-ELISA erst bei einer
Verdinnung von 1:100.

Fir YopD weist der CL-MIA eine signifikant
héhere Sensitivitdt im Vergleich zu den beiden
ELISA-Methoden auf. Wahrend sich der lineare
Bereich (relative Serumkonzentration 100% bis
25%) fur den CL-MIA etwa vom 43-fachen bis
zum 14-fachen Cut-off-Wert erstreckt, liegt er
fur den selbst entwickelten ELISA und den
pigtype Yersinia Ab lediglich zwischen dem
drei- beziehungsweise vierfachen und dem
zweifachen Cut-off-Wert. Messtechnisch zu
einem seronegativen Befund gelangt man mit
dem CL-MIA ab einer Verdiinnung von 1:400,
mit den anderen beiden Methoden hingegen
schon ab einer Verdiinnung von 1:40. Somit ist
der CL-MIA das nachweisstérkste Verfahren.
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Abbildung 3. Parallele Detektion von HEV- und
Yersinia-Antikdrpern mittels ORF2C-gt1 und YopD.
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Um die Multianalyt-Fahigkeit des Mikroarrays
darzulegen, wurden einige Seren gleichzeitig
auf Antikérper gegen HEV und Yersinia spp. hin
untersucht (siehe Abbildung 3). Die normierten
Signalintensitdten wie auch die seropositiven
und seronegativen Befunde ftreten fir die
beiden rekombinanten Antigene unabhangig
voneinander auf (siehe auch Abbildung 4). So
finden sich Seren, die mit beiden Antigenen
nicht reagieren (z. B. S 1) oder deutlich mit
beiden Antigenen reagieren (z.B. S 2), wie
auch solche Seren, die nur gegen einen der
beiden Erreger Antikérper enthalten (z. B. S 9
und S 13).

S1 S2
Positivkontrolle
ORF2C-gt1
YopD

S9 S 13
Positivkontrolle
ORF2C-gt1
YopD

Abbildung 4. CCD-Aufnahmen der am MCR 3
gemessenen Seren S 1,S2, S9und S 13.

Anhand des Antigens ORF2C-gt1 wurde die
Lagerfahigkeit des fertigen Chips Uber zwei
Wochen beziehungsweise zwei Monate bei
verschiedenen Lagertemperaturen (-20 °C, 4 °C
und Raumtemperatur) untersucht (siehe
Abbildung 5).
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Abbildung 5. Untersuchung zur Lagerstabilitét.

Dabei lieferte eine Lagerung bei -20 °C die
héchsten Chemilumineszenzsignale. Zusatzlich
verschlechterte sich die Spotqualitdt bei
héheren Lagertemperaturen. Die zweimonatige
Lagerung bei -20 °C war lediglich mit einem
geringen Signalverlust und keiner Veradnderung
der Spotqualitdt verbunden. Somit konnte die
Lagerféhigkeit des entwickelten Immunochips
gezeigt werden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Mit dem entwickelten Antigen-Immunochip
kénnen Schweineseren schnell und
automatisiert auf ihren Gehalt an Antikérpern
gegen das Hepatitis-E-Virus und Yersinia spp.
untersucht werden. Dabei treten keine
Kreuzreaktivitdten auf. Ferner ist eine Lagerung
des fertigen Chips Uber mehrere Monate bei
-20 °C moglich.

ZukUnftig soll der Immunochip um Antigene der
anderen relevanten Zoonose-Erreger erweitert
werden, um ein leistungsféahiges Multiplex-
Verfahren zu etablieren. Dartber hinaus soll die
Regenerierbarkeit des Chips untersucht und
optimiert werden. Erste Experimente dazu
haben bereits gezeigt, dass nach 20
Regenerationszyklen immer noch etwa 20%
des Anfangssignals erhalten werden.
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