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» Ochratoxin A (OTA, Abb. 1) ist ein Mykotoxin, welches als
Kontamination in Lebensmitteln auftritt. Um die OTA-Mengen in
Nahrungs- und Futtermitteln zu bestimmen, mussen hochsensitive
und selektive Analysenmethoden entwickelt werden.
Immunoassays, wie z.B. ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent
Assay, erfullen als bioanalytische Methoden diese Anforderungen.

Schnelles und zuverlassiges Screening durch Immuno-
assays ohne Probenanreicherung mit einem Messbereich
5 - 100 ng/I.
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Abbildung 1: Struktur von Ochratoxin A
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Experimentelles

> Monoklonale anti-Ochratoxin-A-Antikorper (anti-OTA mAKk) wurden
von der AG Chung, Korea, zur VerfUgung gestellt [1].

» Etablierung eines indirekten Ochratoxin-A-ELISA

> Beim indirekten kompetitiven ELISA konkurriert der immobilisierte
Analyt mit freiem Analyten aus der Probe bzw. dem Kalibrier-
standard um die Ilimitierten Bindungsstellen des anti-OTA-
Antikorpers (Abb. 2). Die Signalerzeugung erfolgt hier Gber einen
sekundaren enzymmarkierten anti-Maus-Antikorper.
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Abbildung 2: Prinzip des indirekten kompetitiven ELISA.

Ergebnisse und Diskussion

> Eine Kalibrierkurve des indirekten kompetitiven ELISA ist in Abb. 3
dargestellt.

» Nach Optimierung des ELISA war der erreichte Messbereich
0,08 - 2 ug/L.
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Abbildung 3: Sigmoidale Kalibrierkurve fur Ochratoxin A im
indirekten kompetitiven ELISA. Die Interpolation erfolgt Gber
die 4-Parameter-Gleichung nach Rodbard [2]. Der Messbereich
wurde uUber das Prazisionsprofil nach Ekins [3] berechnet.

» Der koreanische Anti-OTA-AntikOrper zeigt eine unerwiunschte
Kreuzreaktivitat von 48% zu Ochratoxin B (0OTB).
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Abbildung 4: Kreuzreaktivitat gegenuber OTB

» Herstellung eines neuen eigenen anti-OTA mAKks, der eine sehr
geringe Kreuzreaktivitat zu OTB aufweisen soll.

» Design und Charakterisierung (NMR, MALDI-TOF-MS) des
Immunogens

» umfangreiches Hybridomascreening wird in Hinblick auf
gewlnschte Selektivitat und hohe Sensitivitat angestrebt.
» Etablierung eines neuartigen Nachweissystems fur OTA ist geplant.
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