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Analytik im Schlachthof und im Labor:
Quantitativer Nachweis von

Sulfamethazin im Schweinefleisch
mit dem Biosensor BIACORE Q

Dominik Guggisberg, Tanja Widmer und Herbert Koch, Bundesamt fiir Veterinir-
wesen, Liebefeld-Bern

Eingegangen 23. April 2001, angenommen 28. Juni 2001

Einleitung

Sulfamethazin, auch Sulfadimidin genannt, ist der wichtigste Vertreter der
Sulfonamide (antimikrobiell wirksame Chemotherapeutika). Der Wirkungsmecha-
nismus der Sulfonamide beruht auf einer Substratkonkurrenz zur p-Aminobenzoe-
siure, die als wichtige Substanz fir den Stoffwechsel vieler Bakterien zur
Biosynthese der Folsiure notwendig ist. Indikationen fiir die Anwendung von
Sulfonamiden sind Infektionen, welche durch sulfonamidempfindliche Erreger ver-
ursacht werden, wie Septikimie und Pyidmien, Bronchopneumonien, Puerperalin-
fektionen, Rotlauf, Magen-Darm-Entziindungen, Salmonellen, Entziindungen des
Urogenitalsystems, bakterielle Komplikationen bei Virusinfektionen, Coccidiose
und Toxoplasmose. Sulfamethazin findet bei Allgemeininfektionen v.a. bei Gross-
tieren und Schweinen Anwendung, die Tagesdosen liegen bei 50-100 mg/kg. Es
wird auch als wirksames Anticoccidium angewendet (1).

In der Veterinirmedizin ist die Anwendung von Sulfonamiden fiir die Priven-
tion und Behandlung von Infektionskrankheiten weit verbreitet. Das Fleisch behan-
delter Tiere kann Riickstinde enthalten, v.a. wenn die empfohlenen Absetzfristen
vor der Schlachtung nicht streng eingehalten werden. Antimikrobielle Riickstinde
in Lebensmitteln tierischen Ursprungs konnen die Gesundheit der Konsumenten
gefihrden (Allergien, Resistenzentwicklung). Zum Schutz der Konsumenten wurde
in der Schweiz die zugelassene Hochstkonzentration fiir Sulfonamide im Fleisch auf
0,1 mg/kg bzw. 100 ppb festgelegt (2).

Es besteht eine immer grosser werdende Nachfrage nach schnellen, automati-
sierbaren Screening-Systemen, welche Vorteile in finanzieller und technischer Hin-
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sicht mit sich bringen. Unter anderem werden durch die Automatisierung Personal-
kosten eingespart, was folglich auch die Gesamtkosten pro Probe reduziert. Ein
weiterer Vorteil besteht darin, dass eine grossere Anzahl Proben in relativ kurzer
Zeit analysiert werden kann. Wichtige Voraussetzungen fiir ein Detektionssystem,
welches fiir den Online-Einsatz im Schlachthof geeignet sein soll, sind Eigenschaf-
ten wie Schnelligkeit und Zuverlassigkeit. Daneben muss ein solches Geridt auch
gentigend robust sein, um in der rauhen Umgebung eines Schlachthofes bestehen zu
konnen. Hoch automatisierbare Detektionssysteme sind diesen hohen Anforderun-
gen am ehesten gewachsen. Die Aufarbeitung der Gewebeproben ist jedoch immer
noch sehr zeitaufwendig (Stunden bis Tage), da die zu analysierenden Substanzen
zuerst extrahiert, gereinigt und aufkonzentriert werden miissen. Die Probenaufar-
beitung stellt also einen zeitlimitierenden Faktor dar, so dass auch Anstrengungen
zur Entwicklung besserer und schnellerer «Clean up»-Methoden unternommen
werden miissen (3). Baxter et al. (4) haben einen Immunbiosensor «on-line» im
Schlachthof ausgetestet zum Nachweis von Sulfamethazin in Gallenfliissigkeit von
Schweinen.

Folgende Frage stand im Mittelpunkt dieser Arbeit: Ist es moglich, mit dem
Biosensorsystem BIACORE Q Tierarzneimittelriickstinde im Schlachthof routi-
nemissig und zuverlassig nachzuweisen? Diese Machbarkeitsstudie wurde anhand
des Beispiels Sulfamethazin durchgefihrt. Insgesamt wurden 160 Schweine-
fleisch/Nierenproben im Schlachthof erhoben und mit Hilfe des Biosensors B/A-
CORE Q der Firma Biacore! und dem dazu kommerziell erhiltlichen Qflex Kit
Sulfamethazine analysiert.

Kurzbeschreibung des Biosensorsystems

Der Biosensor BIACORE Q kann zur Messung von Antigen-Antikorper-
Reaktionen eingesetzt werden. Auf der goldbeschichteten Obertliche des Sensor-
Chips werden die molekularen Bindungen detektiert. Die Detektion basiert auf
dem optischen Phinomen «Surface Plasmon Resonance», das die Anderung der
Konzentration der Biomolekiile an der Sensoroberfliche in Echtzeit und ohne die
Benutzung von Markermolekiilen in wenigen Minuten misst. Ein Mikrofluid-
system zur Handhabung kleinster Flissigkeitsmengen transportiert die Proben an
die Sensor-Chip-Oberflache. Der Sensor-Chip CM5 besteht aus einer diinnen Glas-
scheibe, welche einseitig mit Gold beschichtet ist. Der Goldfilm wiederum ist mit
einer kovalent gebundenen Matrix (Carboxymethyl-Dextran) bedeckt, auf welcher
Molekiile immobilisiert werden konnen. Die Oberfliche des Sensor-Chips kann
regeneriert werden, indem gebundene Molekiile wieder dissozieren. Somit kann ein
Chip mehrmals tiir verschiedene Messserien verwendet werden (Abb. 1).

I www.biacore.com
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Abbildung 1 Die Biacore-Technologie

Material und Methode
Der Qflex Kit Sulfamethazine wird von der Firma Biacore produziert und ist
kommerziell erhiltlich. Der Kit ist fiir 160 Proben ausgelegt und beinhaltet
folgende Produkete:
— 1 Gefiss (2,5 ml) Sulfamethazin-Antikérper, Stammlésung
— 1 Getiss (260 ml) Sulfamethazinderivat, gebrauchsfertig
— 4 Packungen (je 200 ml) HBS-EP Puffer, gebrauchsfertig
— 1 Sensor-Chip CM5
— Behilter zur Lagerung des ge6ffneten Sensor-Chips
— 4 Mikrotiterplatten (96 Kavititen)
- 2 Folien fiir die Abdeckung der Mikrotiterplatten
— Leere Gefisse aus Plastik und Glas fiir die Reagenzien
—  Gummiverschliisse
Zusammensetzung des HBS-EP Puffers:
¢ (HEPES)=0,01 mol/l, pH 7,4, ¢ (NaCl)=0,15 mol/l, ¢ (EDTA)=3 mmol/l und
0,005 % Surfactant P20

Zusatzlich bendtigtes Material

- Zentrifuge Eppendorf 5417 R

— Plastikgefasse (2 ml) fir Zentrifuge
— Plastikgefasse (50 ml)

- Polytron PT 3000 (Kinematica AG)
- «Amine Coupling Kit» (Biacore)

Chemikalien

— Acetonitril (z. A. Merck)
— CM-Dextrannatriumsalz (z. A. Fluka)
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— Dimethylsulfoxid (z. A. Fluka)

— Dinatriumhydrogenphosphat, 2-hydrat (z. A. Merck)

— Natriumchlorid (z. A. Merck)

— Natriumdihydrogenphosphat, 1-hydrat (z. A. Merck)

—  Natriumhydroxid (z. A. Merck)

— Standard: Sulfamethazin-Natriumsalz (Sigma S5637;
Sulfadimidinstandardlésung 1 mg/ml)

Sulfonamide flir Kreuzreaktion

Sulfamethazin (Serva), Sulfadiazin (Sigma), Sulfaquinoxalin (Sigma), Sulfadoxin
(Hoechst), Sulfapyridin (Serva), Sulfamerazin (Sigma), Sulfathiazol (Serva), Sulfa-
methoxypyridazin (Sigma), Sulfadimethoxin (Sigma)

Regenerationslosung
20% Acetonitril in ¢ (NaOH)=0,2 mol/l: fiir die Analyse von 40 Proben 2400 pl
¢ (NaOH)=0,2 mol/l mit 600 ul Acetonitril mischen.

Sulfamethazin-Antikorper-Gebrauchslésung
Vor der Analyse 1:5 in HBS-EP Puffer verdiinnen.

Herstellung des Extraktionspuffers

(c (Natriumphosphat)=20 mmol/l und ¢ (NaCl)=0,15 mol/I)

1. 0,55 g Natriumdihydrogenphosphat 1-hydrat, 2,85 g Dinatriumhydrogenphos-
phat 2-hydrat, 9,00 g Natriumchlorid und 0,30 g CM-Dextrannatriumsalz ein-
wagen.

2. Losen in entionisiertem Wasser auf ein Endvolumen von 1000 ml. Der pH-Wert
sollte 7,2 +0,1 betragen, falls notig pH einstellen mit Phosphorsiure oder
Natriumhydroxid.

3. Filtrieren (0,22 pl Filter)

Vorbereitung der Standards

Standard-Stamml6sung (Sulfamethazin, 0,27 mg/ml): 29,13 +0,20 mg Sulfametha-
zin-Natriumsalz einwigen und in einem 100-ml-Volumengefiss in entionisiertem
Wasser l6sen.

Zwischenverdiinnung 1 (2,7 pg/ml): 1000 pl Stammlésung +99 ml ent. Wasser
Zwischenverdiinnung 2 (270 ng/ml): 100 ul ZV1+900 ul Fleischextrakt*

Standard 1 (27 ng/ml): 100 pl ZV2+900 pl Fleischextrakt*
Standard 2 (9 ng/ml): 100 pl S1+200 pl Fleischextrakt*
Standard 3 (3 ng/ml): 100 pl S2+4200 pl Fleischextrakt*
Standard 4 (1 ng/ml): 100 pl S3+4200 pl Fleischextrakt®

*negativer Fleischextrakt (frei von Sulfamethazin)
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Probenerhebung

Im Schlachthof wurden insgesamt 160 Schweinefleisch- bzw. Nierenproben
erhoben (Tabelle 1). Dabei wurde am Ende der Schweineschlachtlinie ein kleines
Stiick (nur 1 g notwendig fiir die Analyse) Muskelfleisch vom Halsbereich wegge-
schnitten und in den Probenbehilter gegeben. Die Probe wurde sofort mit der ent-
sprechenden Laufnummer gekennzeichnet, welche am Schlachtkorper (Abb. 2) gut
ersichtlich ist. Die erhobenen Proben wurden bis zur Analyse tiefgekiihlt oder bei
4°C aufbewahrt.

Tabelle 1

Probenerhebung samtlicher 160 Proben im Schlachthof Bern

Tierart Schwein

Probenmaterial Muskel Niere Kontrollprobe
Probenanzahl 132 24 4

Total 160

Abbildung 2 Schweineschlachthalfte

Probenaufarbeitung
Die Fleischproben sollten frei von Fettgewebe sein.

1. 1,00 + 0,02 g Schweinefleisch abwigen (frisch oder gefroren) und in ein Zentri-
fugen-Plastikrohrchen geben.
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2. 9 ml Extraktionspuffer zu jeder Probe zugeben

3. Homogenisieren mit Polytron wihrend 15 s

4. 1-1,5 ml des Homogenats wihrend 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

5. Mindestens 60 pl des klaren Uberstandes sammeln und fiir die Messung ein-
setzen.

Messprinzip

In einem ersten Schritt wird ein Sulfamethazinderivat auf der Sensor-Chip-
Oberfliche immobilisiert. Fiir diese vorbereitende Arbeit, welche fiir jeden Qflex
Kit durchgefithrt werden muss, ist ebenfalls ein Kit (Amine Coupling Kit) von Bia-
core erhiltlich. Eine bestimmte Menge spezifisches Protein, welches gegen Sulfa-
methazin gerichtet ist (SBP: Sulfamethazin binding protein) wird mit der Probe
automatisch vermischt. Diese Mischung wird eingespritzt und kommt in Kontakt
mit der Sensor-Chip-Oberflache. Ist Sulfamethazin in der Probe vorhanden, bindet
das SBP daran und ist somit nicht mehr in der freien Form vorhanden. Gemessen
wird die freie Menge des detektierenden Molekiils (SBP), welches an das Sulfa-
methazinderivat auf der Chip-Oberfliche bindet. Danach wird die Sensor-Chip-
Oberfliche wieder regeneriert und ist bereit fiir die Analyse einer weiteren Probe.
Die Analyse von 40 Proben inkl. Regeneration dauert ca. 6 h. Beispiele von Sensor-
grammen sind in Abbildung 3 und 4 dargestellt.

Mit der Antwort von vier Standardlosungen (Doppelbestimmung) wird eine
Kalibrationskurve (Abb. 5) generiert, welche als Referenz zur Bestimmung der Pro-
ben dient. Der Arbeitsbereich umfasst 10 ppb bis 270 ppb. Als Qualititssicherung
wird die Basislinie nach jeder Messung kontrolliert und in einer Graphik dargestellt.
Retrospektiv kann so die Qualitdt der Resultate einer Serie tiberpriift werden.
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Abbildung 3 Sensorgramm (Sulfamethazin-Kit) neg. Fleisch, Differenz 1 und 3:
828 RU. 1=Basislinie mit HBS-EP Puffer, 2=Injektion der Fleisch-
probe (Bindung des Antikorpers auf der Sensoroberflache), 3=Mes-
sung der Differenzbasislinie, 4=Regeneration der Sensoroberflache
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Abbildung 4 Sensorgramm (Sulfamethazin-Kit) Fleisch 135 ppb, Differenz 1 und
3: 442 RU. 1=Basislinie mit HBS-EP Puffer, 2=Injektion der Fleisch-
probe (Bindung Antikorper auf der Sensoroberflache), 3=Messung
der Differenzbasislinie, 4=Regeneration der Sensoroberflache
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Abbildung 5 Kalibration des Standards Sulfamethazin (1-27 ng/ml Sulfamet-
hazin entspricht umgerechnet 10-270 ppb Sulfamethazin in der
Fleischprobe)

Validierung der Methode

Fiir diese Validierung wurde ein polyklonaler Sulfamethazin-Antikorper ver-
wendet, der in unseren Laboratorien entwickelt wurde. Um eine dem monoklona-
len Kit-Antikorper entsprechende Antwort im Test zu erhalten, musste der poly-
klonale Sulfamethazin-Antikorper 1:350 in HBS-EP-Puffer verdiinnt werden. Die
Resultate der Validierung sind in Tabelle 2 und 3 dargestellt.
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Tabelle 2
«In-house»-Validierung des Biosensors mit dotiertem Fleisch (polyklonaler Anti-
korper BVET)

Fleisch: dotierter Anzahl Mittelwert Standard- Relative Mittlere
Gehalt (ppb) (opb) Abweichung  Standard-  Wiederfindung
(Sulfamethazin) (ppb) Abweichung (%)
(%)

50 5 51,4 6,58 12,8 102,7
100 5 97,1 13,91 14,3 97.1
150 5 130,8 16,77 12,8 87,2
Tabelle 3

Wiederfindungen diverser Sulfonamide (polyklonaler Antikorper BVET)

Wiederfindungsraten diverser Sulfonamide
inkl. Clean up (Mittelwerte)

Sulfadimethoxin 33%
Sulfamerazin 25%
Sulfadiazin, Sulfaquinoxalin, <1%

Sulfadoxin, Sulfapyridin,
Sulfathiazol, Sulfametoxypyridazin

Resultate

Von den insgesamt 160 untersuchten Proben waren eine Muskel- (135 ppb) und
eine Nierenprobe (158 ppb) iiber dem Grenzwert von 100 ppb. Diese beiden konn-
ten mit der HPLC-Methode (5-7) als positiv bestitigt werden. Weitere 16 zufallig
ausgewdhlte biosensornegative Proben ergaben mit LC-MS (Tabelle 4) bzw. mit
HPLC (Tabelle 5) ebenfalls negative Resultate.

Tabelle 4
Mit LC-MS gemessene Proben: Resultate im Vergleich mit dem Biosensor
Probennummer BIACORE Q LC-MS
S17 18 ppb 12 ppb
S 21 70 ppb 24 ppb
$22 22 ppb 5 ppb
$23 <10 ppb 22 ppb
S 26 23 ppb 29 ppb
S 27 21 ppb 22 ppb
S$29 158 ppb 188 ppb
S84 27 ppb negativ
S.91 135 ppb 149 ppb
S 94 25 ppb 12 ppb
S 100 30 ppb negativ
S111 49 ppb 40 ppb
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Tabelle 5
Mit HPLC gemessene Proben: Resultate im Vergleich mit dem Biosensor

Probennummer BIACORE G HPLC
S18 28 ppb 30 ppb
S 20 42 ppb 42 ppb
S 25 <10 ppb <1 ppb
S:32 <10 ppb <1 ppb
S33 <10 ppb <1 ppb
S 34 <10 ppb <1 ppb

Diskussion

Es ist durchaus denkbar und technisch moglich, den Biosensor direkt im
Schlachthof einzusetzen. Die Analyse der Proben direkt vor Ort wiirde den relativ
grossen Zeitaufwand fiir den Transport der Proben ins Labor eliminieren und die
Resultate wiren noch schneller verfiigbar. Die relativ einfache Handhabung und die
Robustheit des Gerites ermoglichen auch ungeiibten Personen, schnell mit dem
Gerit umzugehen.

Von den insgesamt 160 analysierten Proben befanden sich zwei iiber dem
Grenzwert von 100 ppb. Beide wurden mit LC-MS als positiv bestitigt. Weitere
zufillig ausgewihlte Proben, welche ebenfalls mit der LC-MS-Methode gemessen
wurden, zeigten mit den Biosensorresultaten weitgehend Ubereinstimmung beziig-
lich der in den Proben enthaltenen Menge Sulfamethazin.

Beim Versuch, den eigenen polyklonalen Sulfamethazin-Antikoérper einzuset-
zen, waren die erwarteten Regenerationsprobleme nicht vorhanden. Der eigene
polyklonale Antikorper liess sich problemlos von der Sensor-Chip-Oberfliche
regenerieren, die Basislinie war v6llig stabil. ;

Die Zahl der verschiedenen in der Veterinirmedizin eingesetzten Sulfonamide
(8) ist sehr gross. Der monoklonale Sulfamethazin-Antikorper des Kits ist sehr spe-
zifisch und zeigt keine wiinschenswerte Kreuzreaktion mit anderen Sulfonamiden
(nur gerade Sulfamerazin wird mit 17 % erkannt).

Es ist unmoglich und wahrscheinlich wenig sinnvoll, simtliche Tiere flichen-
deckend auf Sulfamethazin kontrollieren zu wollen. Realistisch wire eine
5-10%ige Stichprobenzahl/Bestand. Die probenerhebende Person muss informiert
sein tber die jeweils zu schlachtenden Bestandesgrossen und tiber den Bestandes-
wechsel an der Schlachtlinie.

Zusammenfassung

Wihrend eines Projektes wurde der Biosensor BIACORE Q ausgetestet und
validiert. Es galt insbesondere herauszufinden, ob das Biosensorsystem fiir einen
Online-Einsatz im Schlachthof zum Nachweis von Tierarzneimittelriickstinden in
Lebensmitteln tierischen Ursprungs grundsitzlich geeignet wiire.
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Diese Machbarkeitsstudie wurde anhand des Beispiels Sulfamethazin und ande-
rer Sulfonamide durchgefithrt. Es wurden insgesamt 160 Schweinefleisch- und
Nierenproben im Schlachthof erhoben und mit Hilfe des Biosensors und dem dazu
kommerziell erhiltlichen Qflex Kit Sulfamethazine analysiert. Die Bestdtigungs-
methode positiver Proben war LC-MS.

Es ist durchaus denkbar und technisch moglich, den Biosensor direkt im
Schlachthof einzusetzen. Wie die Untersuchungsergebnisse fiir Sulfamethazin
gezeigt haben, ist die Analysenmethode rasch und zuverlassig.

Résumé

Le biosenseur BIACORE Q a été testé avec la possibilité d’une utilisation «on-
line» dans les abattoirs pour la détermination de résidus de médicaments vétéri-
naires.

Cette étude a été effectuée avec des sulfonamides, entre autres la sulfaméthazine.
160 échantillons de viande/rein ont été collectés dans I’abattoir et analysés a ’aide
du biosenseur «BIACORE Q» et avec le «Qflex Kit Sulfamethazine». Deux échan-
tillons testés positifs ont été confirmés par LC-MS.

Il est techniquement possible d’utiliser le biosenseur directement a I’abattoir. La
méthode d’analyse est rapide et fiable.

Summary “Quantitative Detection of Sulfamethazin in Pig-Meat by
Biosensor BIACORE Q”

The biosensor BIACORE Q was tested and validated with the aim to find out if
it is possible to use the biosensor online in the slaughterhouse for analysing of drug
residues in animal-derived foods.

This study was accomplished with the example of sulfamethazine. A total of
160 meat/kidney samples were collected in the slaughterhouse and analysed with
the biosensor BIACORE Q and the Qflex Kit Sulfamethazine. Two positive
samples were confirmed with LC-MS.

From a technical point of view it is possible to use the biosensor directly in the
slaughterhouse. The presented method is rapid and reliable.

Key words
Sulfamethazine, Biosensor, Meat/Kidney, Slaughterhouse, Drug residue
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