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1. EINLEITUNG

Das Amtsblatt der Europaischen Gemeinschaften Nr. L 229/11 ,Richtlinie des Rates vom
15. Juli 1980 Gber die Qualitat von Wasser fiir den menschlichen Gebrauch (80/778/EWG)“
sieht unter anderem vor:

_Um die Konzentrationswerte der verschiedenen Parameter berpriifen zu konnen, ist dafir
zu sorgen, daB3 die Mitgliedstaaten alle erforderlichen MafBnahmen fiir eine systematische
Uberwachung der Qualitét des Wassers fur den menschlichen Gebrauch ergreiten.”

Die EU-Richtlinie versteht unter Pestiziden und ahnlichen Produkten Insektenvertilgungsmit-
tel wie bestandige organische Chlorverbindungen (z.B. Triazine), organische Phosphorver-
bindungen, sowie Carbamate, Unkrautvertilgungsmittel, Fungizide, PCB und PCT.

In Osterreich werden in der Trinkwasser-Pestizidverordnung (BGBI 448/1991) fur Pestizide
und sonstige Pflanzenschutzwirkstoffe Grenzwerte von 0,1 pg/l festgelegt. In der Grund-
wasserschwellenwertverordnung (BGBI 502/1991) gilt ebenfalls 0,1 pg/l je Pestizid als zu-
lassige Hchstkonzentration. Die zu Uiberwachenden Pestizide und Pflanzenschutzwirkstof-
fe werden in den jeweiligen Gesetzen taxativ aufgezahit.

Eine systematische Uberwachung des Grundwassers auf diese Stoffe solite moglichst effi-
zient, rasch und kostengiinstig durchgefiihrt werden kénnen. Die in dieser Studie beschrie-
bene immunologische Bestimmungsmethode kann fir ein Monitoring (z.B. auf Pestizide)
eingesetzt werden. Die Vor- und Nachteile dieser in der Umweltanalytik relativ neuen Ana-
lysentechnik werden anhand von Triazin-Immunoassaysystemen, die in Osterreich von
mehreren Firmen angeboten werden, aufgezeigt. Die Testsysteme wurden unter Einhaltung
gewisser Rahmenbedingungen beziiglich ihrer Verfahrenskenndaten geprift; die Ergebnis-
se werden in dieser Studie dargestellt.

1.1 Vorteile und Nachteile der Verwendung von Immunoassays beim Moni-
toring umweltrelevanter Analyte

Da die Vorgaben der EU-Richtlinie sowie der Wassergite-Erhebungsverordnung eine sy-
stematische Uberwachung des Trink- bzw. Grundwassers fordem (im US-amerikanischen
Raum sollen Bdden sowie Grund- und Oberflichenwasser ebenfalls systematisch unter-
sucht werden), bereitet es fiir die zustandigen Stellen immer gréBere Schwierigkeiten, mit
zeitaufwendigen GC- und LC-Methoden die wachsende Probenanzahl auch nur mit anna-
hernd gleichbleibenden finanziellen und personellen Ressourcen zu bewerkstelligen
(VANDERLAAN M. et al, 1988).
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Von den Auftraggebern werden bezlglich der enorm hohen Kosten von Analysen immer
folgende Punkte kritisiert:

— zu wenige Parameter werden iberwacht

- die Anzahl der analysierten Proben ist zu gering, wodurch nicht jede Kontaminierung des
Wassers mit Sicherheit detektiert werden kann

— zwischen Probenahme und Vorlage von Ergebnissen vergeht zu viel Zeit

Diese Kritikpunkte sind auf die Kosten der teilweise aufwendigen, herkdmmlich angewand-
ten Methoden, sowie den Zeitbedarf moderner Multirickstandsanalytik zuriickzufiihren. Um
alle geforderten Parameter mit einzelanalytischen Methoden bestimmen zu kdnnen, reicht
es weiters in den seltensten Fallen aus, die Proben nur einer Aufarbeitung zu unterziehen.
Um dennoch die gesamte Palette aller interessanten Parameter abdecken zu kénnen, muB3
die Probe verschieden aufgearbeitet werden, bevor sie analysiert werden kann. Dies erhoht
die Kosten und den Zeitbedarf und bringt weitere Schwierigkeiten mit sich, da die bendtigte
Probemenge groBer wird. Das kann bei einem notwendigen Transport der Proben in das
Labor, vielleicht auch noch in gekihitem oder gefrorenem Zustand, ein erhebliches logisti-
sches Problem darstellen. Manchmal ist die erforderliche Probenmenge gar nicht verfiigbar
und die ,traditionelle Analytik“ muB auf eine Bestimmung verzichten; man denke nur an die
Aerosolanalytik in der Atmosphére oder an Pflanzenteile, die nicht in beliebiger Menge als
Probe genommen werden konnen. AuBerdem muf3 natiifich nach einer Analyse allfalliges
Probematerial wieder entsorgt werden.

All diese Uberlegungen fithren zwangsléufig zur Suche nach effektiveren, kostenglinstige-
ren, schnelleren und automatisierbaren Rickstandsanalytik-Methoden.

Die medizinische Labor-Diagnostik, vor allem im Bereich der Serumanalytik, hat schon seit
langerer Zeit genau die gleichen Aufgabenstellungen, wie die groBe Anzahl an Proben,
viele relevante Parameter und die moglichst rasche Verfigbarkeit der Ergebnisse, gelost:
mit Hilfe von Immunoassays werden diese Aufgaben in medizinisch-diagnostischen Labors
bewaltigt.

Warum solite man also in der Umweltanalytik dieses Verfahren nicht auch einsetzen...?

Vorteile von Immunoassays:

— geringe Probenmenge (1ml far 4-fach Bestimmung)

— keine Anreicherung des Analyten erforderlich

— kostengiinstig

- bessere Transportlogistik aufgrund kleinerer Probenmenge bzw. Entfall des Transports
durch ,Vor-Ort-Analytik®

- schnelles Verfahren, da Probenvorbereitung und Aufarbeitung entfallen

— viele Parallelmessungen in kurzer Zeit moglich

— die Kalibrationskurven werden gleichzeitig unter gleichen Bedingungen ermittelt

— als Entscheidungshilfe fir eine effiziente Probenahme vor Ort verwendbar

— hochempfindliche Methode (fmol)

- polare bzw. schwer extrahierbare Stoffe kbnnen gemessen werden

- keine falsch negativen Ergebnisse bei Verwendung als Screening-Test
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Umweltanalytische Immunoassays haben jedoch auch Nachteile (Problematik von Hapte-
nen):

— Querempfindlichkeit gegentiber strukturverwandten Stoffen (Kreuzreaktivitat)
- sie sind keine Multimethode fiir verschiedenste Analyte
- aufwendige Entwicklung

So kénnten Enzymimmunoassays eine Entscheidungshilfe bei der Probenahme vor Ort
bieten. Die vorher erwahnte komplexe Logistik eines Probentransportes ins Labor konnte
bei vielen Proben durch Screening vor Ort vereinfacht werden.

1.2 Geschichtliche Entwicklung der Inmunoassays

Im Jahr 1959 wurde von Yalow und Berson zum ersten Mal das Prinzip eines immunologi-
schen Verfahrens zu Bestimmung von Insulin in Blutplasma beschrieben, wofir ihnen auch
der Nobelpreis verliehen wurde (YALOW R.S. und BERSON S.A., 1960). Grundlage fur das
entwickelte Verfahren war die Beobachtung, daB radioaktiv markiertes Insulin von einer
Proteinfraktion des Serums - den fir insulin spezifischen Antikdrpermn - gebunden wird und
daB die Anzahl dieser Bindungen durch Zusatz von unmarkiertem Insulin beeinfluBt werden
kann. Dabei dient die radioaktive Markierung als meBbares Signal fiir die Anzahl der Bin-
dungen zwischen Antikdrper und Antigen.

Alle als ,kompetitiv* bezeichneten Immunoassays basieren auf der Konkurrenzreaktion zwi-
schen markiertem und unmarkiertem Antigen um die im Unterschuf3 vorliegenden Bin-
dungsstellen an Antikdrpemn. :

Der Radioimmunoassay (RIA) stand am Anfang der Entwicklung der Immunoassays. Heute
noch hat der RIA Bedeutung bei der quantitativen Bestimmung gewisser Hormone (z.B. fur
die Funktionsdiagnostik der Schilddriise), sowie bei der Titerbestimmung viraler Antigene
oder spezifischer Antikorper. Jedoch wird er aufgrund der mit radioaktiven Substanzen ver-
bundenen Umweltproblematik und der daraus resultierenden Ablehnung der Verwendung
radioaktiver Marker durch Immunoassays mit anderen Tracemn abgeldst.

Es wurden viele Verfahren getestet, die die Vorteile der immunologischen Reaktion ohne
Verwendung von radioaktiver Markierung bieten sollten. So wurden Bakteriophagen
(HAIMOVICH J. et al, 1970), Erythrocyten (ALDER F.L. et al, 1971), stabile freie Radikale
(LEUTE R. et al, 1972), fluoreszierende Molekiile (ULLMANN E.F. et al, 1976), chemolumi-
neszente Substanzen (SCHROEDER H.R. et al, 1976), Latex-Partikel (CAMBIASO C.L. et
al, 1977) und Metallionen (CAIS M. et al, 1977) fir verschiedenartige Nachweisverfahren
verwendet.

Der erste mit Enzymen markierte Immunoassay (EIA) wurde unabhangig von Engvall und
Perimann fir die Bestimmung von Immunglobulin G (IgG) (ENGVALL E. et al, 1971, 1972)
sowie von Van Weemen und Schuurs firr die Bestimmung von Ostrogen (VAN WEEMEN
B.K. et al, 1971, 1975) 1971 entwickelt, wobei zu erwahnen ist, daB Enzyme schon friher
als Marker in der Immunchemie verwendet worden sind (NAKANE P.K. et al, 1966).
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Ebenfalls 1971 diskutierte Ercegovich den Einsatz von Immunoassays in der Umweltanaly-
tik, z.B. fir die Bestimmung von DDT, Malathion und Aminotriazol (ERCEGOVICH C.D.,
1971).

Das eigentliche Problem der Entwicklung solcher Immunoassays liegt in der GréBe der
Molekile, die damit nachgewiesen werden sollen. Ein Antigen in einem tierischen Organis-
mus ist befahigt, Antikdrper hervorzubringen (siehe Begriffsdefinitionen); Molekile unter
1000 Dalton Molekulargewicht, wie z.B. Atrazin, kdnne dies nicht (LANDSTEIN K., 1945).
(Da bei Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht der Begriff Antigen irrefihrend wére,
nennt man solche Molekile in Zusammenhang mit Immun-Reaktionen Haptene.)

Haptene wurden 1980 von Hammock und Mumma an Proteine gekoppelt und damit Hap-
ten-Protein-Konjugate synthetisiert. Mit Hilfe derartiger Immunogene war es nun moglich,
polyklonale Antikdrper durch die Immunreaktion eines tierischen Organismus zu erhalten
(HAMMOCK B.D. et al, 1980).

Durch Auswahl geeigneter Hapten-Derivate in solchen iImmunogenen kann man Antikdrper
erhalten, deren Spezifitat entweder auf eine bestimmie Verbindungsklasse oder auf einzel-
ne Strukturelemente gerichtet sind. Die beschriebene Vorgehensweise liefert polyklonale
Antikorper, d.h. das produzierte Antiserum enthélt ein Gemisch von Antikérperpopulationen
mit unterschiedlicher Affinitat und Spezifitét.

Haufig werden nun monoklonale Antikérper verwendet. Diese immunologisch homogenen
Antikdrper werden mittels Zellkultur in vitro erzeugt. Der groBe Vorteil liegt in der unbegrenz-
ten Menge zur Verfigung stehender Antikdrper (GODING J.W., 1983 und KOHLER G,
1975).

Da sich diese Studie ausschlieBlich mit kompetitiven Enzymimmunoassays und hier wie-
derum nur mit ELISAs (Enzym Linked Immunosorbent Assays) beschaftigt, wird nur naher
auf das Prinzip dieser Immunoassays eingegangen. In der im Anhang angefiihrten Literatur
finden sich auch Beschreibungen der anderen Enzymimmunoassays (CHAN D.W. et al,
1987; NIESSNER R., 1993; HOCK B., 1993; O'SULLIVAN M.J., 1984)

1.3 Prinzip eines kompetitiven ELISA

Das Prinzip der in dieser Studie verwendeten ELISAs beruht darauf, da3 eine unbekannte
Zahl von Haptenen (hier: Pestizid-Molekille, AG) in einer Probe mit einer bekannten Zahl
zugefiigter Hapten-Enzym-Konjugate (markiertes Antigen, AG*) um eine begrenzte, im Un-
terschuB vorliegende Zah! von Bindungsplatzen der Antikorper (AK) konkurrieren.

Je nachdem, ob mehr oder weniger Hapten in der Probe vorhanden ist, wird auch umge-
kehrt proportional weniger oder mehr Hapten-Enzym-Konjugat an die Antikdrper gebunden.
Eine Gleichgewichtsreaktion liegt vor.

AG + AG* + AK = AGAK + AG*AK + AG + AG* (1)

Die ungebundenen Immunreaktanden werden in einem Waschschritt entfernt und das Ver-
haltnis von gebundenem Hapten zu gebundenem Hapten-Enzym-Konjugat wird durch eine
enzymatische Farbreaktion bestimmt. Zugegebenes Substrat (S) wird durch Enzyme (der
Enzym-Hapten-Konjugate) in ein farbiges Endprodukt umgesetzt. Die daraus resultierende
Farbintensitat kann photometrisch bestimmt werden.
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Die Farbintensitat wachst umgekehrt proportional zur vorhandenen Konzentration des
Haptens in der Probe (siehe Abb. 1).

Lot e LB " :
£ R £ # i E o 1. Schritt: Haptene und Enz.ym—marklert‘.e
o ' PO Haptene konkurrieren um Anti-
Y Y Y \/ korper-Bindungsstellen.
&”E . £ o E
¢ 8 L £ 2. Schritt: Gleichgewicht an den Bindungs-
e ' E & “« steflen der Antikrper stellt sich

Bt S F ein; gleiche Verteilung wie in der
Y Y Y Y dariiber befindlichenLdosung.

#

&
e v 3. Schritt: Nach einem Waschschritt sind die
nicht gebundenen Immun-

Y.- Y, Y Y reaktanden entfernt.

a 4. Schritt: Substrat wird zugefiigt: aliquot
o wird es durch Enzyme umgesetzt.
‘ Die Farbintensitiit entspricht den

e - enzymmarkierten Haptenen
{umgekehrt proportional zum Anatyt
in der Probe}); die Farbintensitat wird
photometrisch bestimmt.

Im Vergleich zur ,herkdmmlichen Einzelanalytik® kommt es jedoch zu sogenannten
Kreuzreaktivitdten - das heilt, strukturverwandte Substanzen werden zu einem bestimmten
Teil miterfalt. Die bei den Immunoassays auftretenden Kreuzreaktivitdten sind von den
verwendeten Antikérpern abhingig. Da je nach Hersteller andere Antikérper verwendet
werden, weisen daher die verschiedenen Immunoassays unterschiedliche Kreuzreaktivita-
ten auf (siehe auch Kap. 4.2 und Begriffsdefinitionen).
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2. AUSWERTEMETHODEN FUR ELISAS

2.1 Prinzipielles zu den Auswertemethoden und den Mefdaten

e Auswertemethoden

Die heute kommerziell erhaltlichen Photometer bzw. Automaten fur Mikrotiterplatten-ELISAs
sind zumeist Software unterstiitzt oder mit einer Software gekoppelt, mit Hilfe derer die
Auswertung relativ einfach durchzufiihren ist. Auch eine gerateunabhéngige Software fir
die Auswertung von ELISAs ist verfliigbar. Dennoch lohnt es sich, ein wenig hinter die Kulis-
sen der Auswertemodelle, die verschiedenen Programmen zugrunde liegen, zu blicken und
sich mit den Problematiken der applizierbaren Modelle zu beschaftigen. Es finden sich in
der Literatur (z.B. MARSCHNER I. et al, 1974, HERDL R. et al, 1975, RODGERS R., 1984)
eine Reihe von mathematischen Auswertungsmaglichkeiten fir ELISAs. Im Rahmen dieser
Studie werden folgende sechs behandelt:

— Manuelle Auswertung

— Punkt-zu-Punkt Lineare Interpolation

- Lineare Regression iber den gesamten Bereich
— 4-Parameter logistische Gleichung

- Polygonale Interpolation

- Spline-Interpolation

e MeBdaten und deren Umrechnung

Fur die Auswertung kdénnen entweder die gemessenen Extinktionen, die %B/B0-Werte -
dies normiert den Leerwert auf der Ordinate auf 100 % - oder die %B/B0 U-Werte - dies
normiert auf der y-Achse den Leerwert auf 100 % und einen UberschuBstandard auf 0 % -
herangezogen werden.

Die zugrundegelegten Formeln sind:
Extinktion des Standards

%B/B0 = *100 (2)
Extinktion des Leerwertes

} Extinktion des Standards - Extinktion des UberschuBstandards
%B/BO U = ~ *100 (3)
Extinktion des Leerwertes - Extinktion des UberschuB3standards

Ein wesentlicher Vorteil einer Umrechnung auf die %B/B0- bzw. %B/B0 U-Werte besteht in
einer besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Assays untereinander. Weiters wirkt sich die
Chromogen-Entwicklungszeit bzw. der Langzeit-Intensitatsdrift des Photometers nicht mehr
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unmittelbar auf die Absolutergebnisse aus. Ferner ermoglicht die Umrechnung die Auftra-
gung der gemessenen Werte auf einer linear skalierten Ordinate.

Bei Verwendung von %B/B0-Werten konnen alle Standards auBer dem Leerwert fir eine
Kalibrationskurve herangezogen werden. Dies bedingt jedoch keinen Nachteil, da der Null-
Standard und sein MeBergebnis ohnehin nicht auf einer logarithmisch skalierten Abszisse
aufgetragen werden konnen.

Die Verwendung von %B/B0 U-Werten reduziert die Anzahl der Kalibrationspunkte um den
UberschuBstandard (den hdchsten Standard); dies ist bei der Verwendung kommerziell er-
haltlicher Testkits mit nur wenigen Standards zu beriicksichtigen.

2.2 Beschreibung der angewendeten Auswertemethoden

e Manuelle Auswertung

Die ersten Immunoassays wurden manuell ausgewertet, indem meist die %B/B0-Werte der
gemessenen Standards gegen ihre Konzentration auf halblogarithmischem Papier aufge-
tragen und dann eine Kalibrationskurve erstellt wurde.

Diese Art der Kalibration ist jedoch ungenau, da verschiedene Analytiker, die denselben
Assay auswerten, die Datenpunkte auf unterschiedliche Art durch einen Kurvenzug verbin-
den. Mit dieser rein empirisch-graphischen Methode kdnnen weiters nur sehr schwierig
Verfahrenskenndaten iber Streuung bzw. Ergebnisunsicherheit der MeBwerte erhalten
werden. Da verschiedene Personen unterschiedlich auswerten, kann nur die Streuung der
Auswertung ermittelt werden.

Diese quasi ,willkiirliche Auswertung®, IaBt sogar offen, durch welche Kurve (linear, po-
lynomisch, ..) und in welchem Bereich ausgewertet wird.

Diese Problematik soll an einem Beispiel demonstriert werden:

Funf Analytikern wurde ein Scatter-Plot der MeBpunkte auf halblogarithmischem Papier
(Konzentration / x-Achse (logarithmisch), %B/B0 / y-Achse (linear)) gegeben. Sie sollten
nun ohne weitere Informationen aufgrund dieser eingezeichneten StandardmeBpunkte von
funf fiktiven Probenwerten, angegeben in %B/B0, die Konzentration ermitteln.
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Grafik zur manuelien Auswertung

%B/B0
883

-20

Konzentration ng/l

Abb. 2

Auffallend war, daf3 ein Analytiker erst gar nicht versuchte, eine Kurve anzupassen, son-
dern jeweils zwei benachbarte Mef3punkte durch eine Gerade verband (Lineare Interpolati-
on). Die anderen versuchten freihdndig bzw. mit Hilfe von Kurvenlinealen einen ,best-
angepaBten” Kurvenzug lber die Standard-MefBdaten zu legen. Die Ergebnisse dieses Ver-
suchs sind bei den jeweiligen Tests tabelliert (Kapitel 3).

e Punkt-zu-Punkt Lineare Interpolation

Eine weitere Auswertungsmadglichkeit besteht darin, durch die gemessenen Standards au-
tomatisiert eine lineare Interpolation als Kalibrationskurve zu legen. Dazu wird zwischen
zwei benachbarten Standards eine Geradengleichung aufgestellt und so eine Kalibrations-
kurve ermittelt.

%B/B0-Werte von potentiellen Proben werden je nach Bereich, in dem ihre Werte relativ zu
den Standardwerten liegen, in die jeweilige Geradengleichung eingesetzt und so deren
Konzentration ermittelt.

Die Vorteile dieses Verfahrens liegen einerseits in der Automatisierbarkeit (unabhéangig von
Streuung durch verschiedene Methoden) und andererseits in der Einfachheit. Zusatzlich
kommt es bei dieser Methode nur bedingt, zumindest was die Anzahl der zugrundegelegten
Standards betrifft, zu Auswertungsschwierigkeiten. Sobald mindestens zwei Standardmes-
sungen und eine Leerwertmessung durchgefiihrt worden sind, kann diese Auswertemetho-
de rein theoretisch (wiirde dann einer Linearen Regression entsprechen) angewandt wer-
den. :

Auch die Ergebnisse dieser Auswertung sind bei den jeweiligen Tests angefihrt.
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Das der Auswertung zugrundegelegte Verfahren sieht vor:

-~ Umrechnung der Extinktionen in %B/B0-Werte.

- Logarithmieren der Standardkonzentrationen (weil logarithmische Skalierung). Hier muf3
der Leerwert gleich 0,1 gesetzt werden, da Null nicht logarithmierbar ist. Dies spielt aber
insofemn keine Rolle, als die dadurch produzierte systematische Abweichung innerhalb
des Vertrauensbereiches des mehrfachbestimmten Leerwertes liegt. AuBerdem sollte in
diesem Bereich des Kurvenzuges sinnvollerweise ohnehin nicht ausgewertet werden
(siehe Pkt. 2.3 Arbeitsbereich).

— Aufstellen von Geradengleichungen zwischen jeweils 2 benachbarten Standards mit log-
arithmierten Konzentrationen und %B/B0-Werten.

- Bei Auswertung von Proben, Abfrage in welchem Bereich %B/B0-Wert der Probe liegt;
Berechnung der zugehbrigen logarithmischen Konzentration mit Hilfe der passenden Ge-
radengleichung.

- Entlogarithmieren des Ergebnisses zur gewahiten Basis der logarithmischen Abszisse -
Probenkonzentration.

Lineare Interpolation
130 7
120
110
100 -]

80
70
60
50
40 7

%B/B0

10 —

0] —
-10 7
-20
.30 ——T—TTTTTy —T—TTTrrr ——r—rTrrrr

Konzentration ng/l

Abb. 3

o Lineare Regression {iber den gesamten Bereich

Wenn der lineare Bereich eines bestimmten Testsystems bekannt ist und nur dort ausge-
wertet wird, kann die einfache Lineare Regression fiir eine Auswertung herangezogen wer-
den. Im Normalfall scheidet jedoch diese Methode aus, da ELISA-Daten a priori (ochne ma-
thematische Transformationen) nur in einem bestimmten Bereich linear korreliert sind.

e 4-Parameter logistische Gleichung

Eine semi-empirische Methode der Auswertung ist die einer 4-Parameter logistischen Glei-
chung (CANELLAS P.F. et al, 1981; RODBARD D., 1974, 1977). Diese Methode wird auch
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im DIN-Entwurf ,DEV - Rahmenbedingungen fiir selektive Immuntestverfahren
(Immunoassays) zur Bestimmung von Pflanzenbehandlungs- und Schadlingsbekamp-
fungsmitteln (T2)“ vorgeschlagen.

Hier wird der funktionale Zusammenhang zwischen Extinktionen bzw. %B/BO- oder
%B/B0 U-Werten und Konzentrationen wie folgt dargestelit:

X b
1+ [——)

c

Legende: a ... obere Asymptote der Kurve

b ... Steigung der Kurve am Testmittelpunkt
¢ ... Analytkonzentration am Testmittelpunkt
d ... untere Asymptote der Kurve
X
y

... Analytkonzentration
.. MeBwert (Absorption bzw. %B/B0 ...)

Mit Hilfe kommerziell erhaltlicher Computerprogramme kdnnen die Parameter dieser Funkti-
on fiir die jeweiligen MeBdaten im iterativen Verfahren ermittelt werden.

4-Parameter-Funktion

%B/B0
g3

-30 . S L B i B i1 117

1 10 100 1000

Konzentration ng/l

Abb. 4

Da die erhaltene Funktion sigmoiden Charakter aufweist, kann sie nun noch mit Hilfe der
logit-Transformation linearisiert werden.
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Durch Umformen der Gleichung (4) (siehe Anhang) wird ein linearer Bezug hergestelit:
log (ﬁ) = -b.log (x) +b . log (c) (5)
y-d

Setzt man nun log (a- y ) gleich Y, was einer logit-Transformation entspricht, wird aus

Gleichung (5):
Y =-b.log(x) + b . log (c) (6)

Tragt man nun Y gegen log (x) auf, so erhalt man mit Hilfe von Gleichung (6) eine Gerade
mit der Steigung (-b) und dem Achsenabschnitt (b . log (c)).

4-Parameter-Funktion linearisiert

1,5
1,0
0,5 -

0,0 -

logit %B/B0

-0,5
-1,0

-1,5 1

-2 T T 1
1 10,0 100,0 1000

Konz. in ng/l

Abb. 5

e Polygonale Interpolation

Dieses Auswertemodell ist dem, im Rahmen dieser Studie verwendeten ELISA-Auswerte-
gerat, zugrundegelegt. Der wesentliche Unterschied zu den vorgenannten Auswertemetho-
den besteht darin, daB die polygonale Interpolation den gemessenen Daten keineriei Modell
zugrundelegt. Sie ist daher fir jede Art der Ndherung an einen funktionalen Zusammen-
hang geeignet. Das Verfahren beruht auf einer Unterteilung der Abszissenwerte zwischen 2
Standards in n aquidistante Strecken, in denen (wie zwischen den Standards bei der linea-
ren Interpolation)-nach einer Rekursionsformel (LOTZ A. et al., 1976) den Abszissenwerten
der Eckpunkte der aquidistanten Strecken Ordinatenwerte zugeordnet werden. Der polygo-
nale Kurvenzug kann nun als Kalibrationskurve verwendet werden.
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Polygonale Interpolation

Extinktion
8

o
-t
o

Konzentration ng/l

Abb. 6

e Spline-Interpolation

Spline-Funktionen eignen sich besonders gut, um glatte Interpolationskurven, die durch alle
MeBpunkte exakt durchgehen, zu erhalten. Wie die Polygonale Interpolation ist die Spline-
Interpolation fur fast jeden funktionalen Zusammenhang der Daten als Approximation ge-
eignet, da sie auf keinem Modell beruht.

Bei der kubischen Spline-Interpolation wird durch jeweils 2 benachbarte MeBpunkie ein
Polynom 3. Grades gelegt. Da durch 2 MeBpunkte jedoch nur ein Polynom 1. Grades - eine
Gerade - eindeutig bestimmt wird, bendtigt man zuséatzliche Bedingungen. Zwei erhéalt man,
indem die erste und die zweite Ableitung zweier benachbarter Polynome an ihrem gemein-
samen MeBpunkt gleich gesetzt werden. Dadurch sind die Steigung und die Krimmung im
MeBpunkt selbst fiir beide Polynome gleich und es 14t sich eine stetige und differenzierba-
re Funktion darstellen. Die beiden noch fehlenden Bedingungen fir die Aufstellung eines
kubischen Polynoms erhalt man durch die Bildungsfunktionen der beiden benachbarten
Polynome.

Dort, wo ein Polynom nur ,einen Nachbam“ hat - an den Endpunkten - nimmt man an, daB
iiber die Endpunkte hinaus die Kurve linear extrapoliert wird, d.h. die beiden zweiten Ablei-
tungen werden an den Endpunkten gleich Null gesetzt (EBERT et al., 1985; MARSCHNER
l. et al, 1974; DE BOOR C., 1978).

2.3 Bestimmung von Nachweisgrenzen / Arbeitsbereich

Je nach Art der Auswertung werden verschiedene Methoden der Bestimmung von Arbeits- -
bereich bzw. Nachweisgrenzen angewandt.

Zur Festlegung eines Arbeitsbereiches ist zu sagen, daf3 dieser prinzipiell durch die Kon-
zentrationen des niedrigsten und des hochsten Standards begrenzt wird, jedoch die Stei- -
gung der Funktion beriicksichtigt werden muB. Ist die Empfindlichkeit der Funktion sehr ge-
ring, so fiihren minimale Signalédnderungen zu groBen ermittelten Konzentrationsanderun-
gen. Die Ergebnisse sind in weiterer Folge mit sehr groBen Variationskoeffizienten verse-
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hen. Daher sollte nur im Bereich groBer Steigungen quantifiziert werden. Proben, deren
Konzentrationen (iber oder unter diesem Bereich liegen, sollten vor der Quantifizierung ge-
eigneten Probenvorbereitungsschritten, wie etwa Verdinnung oder Aufkonzentrierung, un-
terzogen werden.

Etliche mathematische Methoden zur Ermittlung von Nachweisgrenzen stehen zur Verfu-
gung. Prinzipiell hangt die Berechnung von Nachweisgrenzen davon ab, ob der Kalibrati-
onskurve homogene oder inhomogene Varianzen zugrunde liegen (OPPENHEIMER L. et
al, 1983; RODBARD D., 1977). Wir haben aufgrund der unterschiedlichsten Auswertemo-
delle und Varianzen der verschieden Kits auf eine Bestimmung der Nachweisgrenze ver-
zichtet.

2.4 Vergleich der Auswertemethoden

Wahrend es sich bei den Methoden der Linearen Regression sowie der 4-Parameter-
Funktion um modellgestitzte Auswertungen handelt, d.h. es wird ein bestimmter funktiona-
ler Zusammenhang vorausgesetzt, sind die Methoden Lineare-, Polygonale- und Spline-
Interpolation als Interpolationsverfahren auf beinahe jede Art der Verteilung von MeBdaten
applizierbar.

Fir das Auswerten von Immunoassays ergibt sich daher folgendes Problem:

Wahrend bei den Interpolationsverfahren jede Kurvenform weitgehend approximiert werden
kann, ohne daf vorher etwas iiber die Kurvenform bekannt sein muB, setzen die modell-
gestitzten Auswertemethoden gewisse Annahmen voraus.

Interpolationsverfahren sind aber gegeniiber MeBungenauigkeiten entschieden anfalliger
als modellgestiitzte Verfahren. Interpolationsverfahren geben lokal begrenzt allen Abwei-
chungen nach. Modellgestitzte Verfahren jedoch geben einer Abweichung an einer Stlitz-
stelle nur bedingt nach. Das Gewicht der Ubrigen Werte vermindert diesen Einflu3
(SANDEL P. et al, 1976).

Da, wie schon oben erwahnt, eine Lineare Regression nur bedingt als Modell fir bestimmte
Kits verwendet werden kann, scheint die beste Methode der Auswertung die des 4-Para-
meter-Modells zu sein.

Ein weiteres grundlegendes Problem besteht in den unterschiedlichen Streuungen der
MeBwerte in Abhangigkeit von den zugrunde liegenden Konzentrationen; diesem Problem
ist durch Gewichtung entgegenzuwirken. Der Frage einer Gewichtung von MeBdaten - um
homogene Varianzen Uber den gesamten Bereich einer Kalibrationskurve zu erhalten - wird
in dieser Studie jedoch nicht nachgegangen.
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25 Reproduzierbarkeit, Prazision

Um die Reproduzierbarkeit der Tests zu ermitteln, wurden von uns verschiedene Verfahren
angewandt:

Fragestellungen waren:

1. Ist die Streuung der MeBwerte bei Mehrfachbestimmung in allen Bereichen der Kalibrati-
onskurve gleich?

2. Wie variieren Standardreihen, wenn sie mehrfach auf eine Platte aufgetragen werden?

3. Wie variieren Standardreihen, wenn sie zu verschiedenen Zeiten mit unterschiedlichen
Mikrotiterplatten desselben Herstellers aufgenommen werden?

ad 1.: Aus den Rohdaten wurden die % B/BO-Werte ermittelt und deren Variationskoeffizi-
ent gegen die Konzentration des Standards aufgetragen.

ad 2.: Um die Prazision der ermittelten Kalibrationskurve innerhalb einer Platte (Intra-
assayprazision) verfolgen zu kdnnen, wurden auf einer Platte drei Standardreihen aufgetra-
gen und zur Messung gebracht. Die Ergebnisse der drei Standardkurven wurden mit Hilfe
der 4-Parameter logistischen Gleichung aufgetragen. Bei Ubereinanderiegen der drei Kur-
ven ist die Streuung der Ergebnisse unmittelbar ersichtlich. Die Grafiken finden sich beim
jeweiligen Test in Kapitel 3.

ad 3.: Um die Prazision der Kalibrationskurven {iber mehrere Platten (Interassayprazision)
bzw. an verschiedenen Tagen verfolgen zu kénnen, wurde das Schema, das unter obigem
Punkt erklart wurde, an drei verschiedenen Tagen auf drei verschiedene Tests (Platten) an-
gewandt. In den in Kapitel 3 wiedergegebenen Abbildungen sind jeweils die dritte Standar-
dreihe der unterschiedlichen Platten Gbereinandergelegt.
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3. VERGLEICH DER TESTKITS

Die am dsterreichischen Markt kommerziell erhaltlichen Triazin-Immunoassays auf Mikroti-
terplattenbasis soliten nach folgenden Kriterien miteinander verglichen werden:

Anwendbarkeit der Testkits nach Arbeitsbereich und Kreuzreaktivitaten der Triazine
Inhalt und Handhabung der Testkits

Auswertungen nach verschiedenen Modellen

Prazision von Mehrfachbestimmungen

Vergleich der Immunoassay-Ergebnisse mit GC/MS-Ergebnissen

Streuung der MeBergebnisse in Abhéngigkeit von der Analytkonzentration
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen an verschiedenen Positionen innerhalb einer Mi-
krotiterplatte (INTRAASSAY-Préazision)

 Reproduzierbarkeit von Ergebnissen auf mehreren Mikrotiterplatten (INTERASSAY-
Prazision)

Fur den Vergleich und die Beurteilung der Handhabung eines Testkits sind verschiedene
Parameter ausschlaggebend. So ist z.B. entscheidend, ob Proben bzw. Standards manuell
oder mittels einem Automaten pipettiert werden. Dasselbe gilt fiir die Reagenszugabe und
den Waschschritt. :

Um einen Vergleich der einzelnen Testkits zu erméglichen, wurden bei den verschiedenen
Testkits dieselben Rahmenbedingungen eingehalten (siehe Anhang).

3.1  MILLIPORE - ENVIROGARD™ TRIAZIN-ELISA

3.1.1 Firmenangaben zum ELISA Kit

e Kurzinformation zum Anwendungsbereich des Kits:
Quantitativer Labor-Test fiir die Detektion von Triazin-Pestizid-Riickstanden in Wasser.

o Kreuzreaktivitaten:

Atrazin 100 %
Ametryn 291 %
Propazin 110 %
Simetryn 94 %
Prometryn 94 %
Simazin 48 %
Terbutryn 32 %
Terbutylazin 14 %
6-Hydroxy Atrazin 6 %
Trietazin 6 %
Desethylatrazin 3%

Cyanazin 3%
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e Zeitbedarf:
90 Minuten

® Nachweisgrenze:

37 ng/l (ppt) fur Atrazin

3.1.2 Inhalt des Testkits und zusétzlich benétigte Gerite

® Packungsinhalt:

— 1 Mikrotiterplatte mit 96 Kavitdten - 8 Streifen a 12 Kavitéten (horizontal)

— Je ein Flaschchen 0, 100, 250 und 2000 ng/l Atrazin- Standard-Losungen

- Je ein gebrauchsfertiges Flaschchen (mit Tropfer) Atrazin- Enzym-Konjugat, Substrat,
Chromogen und Stoppreagens

— 1 Blatt halblogarithmisches Papier fur manuelle Auswertung

® Zusdzlich bendétigte Gerite:

— 40 und 80 pl-Mikropipetten

— Klebeetiketten oder Parafilm®

- Leitungs- oder deionisiertes Wasser (500 mi)

— Schiittler (optional)

— Mikrotiterplatten-Washer (optional)

— Mikrotiterplatten-Photometer (450 nm); ELISA Reader
— Rechner fur Linearregression (optional)

3.1.3 Testdurchfiihrung und Handhabung

e Testdurchfiihrung It. Hersteller (vereinfacht und gekiirzt):

— 80 ul Standardiésung oder Probe in Kavitat pipettieren (3-fach Bestimmung empfohlen)

— 80 pl Enzymkonjugat dazupipettieren

— 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubieren (mit Abdeckfolie zugedeckt und unter Schit-
teln - 200 U/min)

— Finfmal Kavitaten komplett mit Wasser fiillen und wieder ausleeren; alternativ Mikroti-
terplatten-Washer verwenden

— 80 pl Substrat dazupipettieren

— 40 pl Chromogen dazupipettieren (wenn ganze Platte auf einmal bearbeitet wird - Chro-
mogen und Substrat vorher mischen, 120 ul dazupipettieren!)

— Mit Abdeckfolie zudecken und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (Mixen bei
200 U/min optional)

— 80 pl Stoppreagens dazupipettieren und gut durchmischen

- Extinktionen bei 450 nm photometrisch bestimmen
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Anmerkung:

Unmittelbar auf den Reagensflaschchen (Konjugat, Substrat, Chromogen und
Stoppreagens) sind Tropfer angebracht. Die Anleitung sieht vor, daf die Rea-
genzien so zugegeben werden, jedoch wird empfohlen bei mehr als 3 Streifen
fiir Standards, Proben und Reagentien eine Multi-Kanalpipette zu verwenden.

e Kommentar zur Handhabung des Testkits:

In der dem Test beigefligten Gebrauchsanweisung in englischer Sprache, werden ver-
schiedene Optionen innerhalb der Testdurchfiihrung angeboten (Automatischer Washer,
elektronische Auswertung, Multikanalpipette / Tropfer, ...). Es wird darauf hingewiesen, daB
jeglicher positiver Befund mit Hilfe anerkannter Methoden der Einzelanalytik bestatigt wer-
den muB (der Test versteht sich also als Screening !). Zu Matrixeffekten potentieller Proben,
die das Ergebnis verfalschen kdnnen, wird zwar Stellung genommen, es werden aber keine
Strategien zur Vermeidung solcher Fehler erwahnt.

Der Testkit ist beziglich der mitgelieferten Bestandteile sehr vollstandig. Leider enthalt der
Testkit nur drei Standards und einen Null-Standard, wodurch gewisse Auswertungsmodelle
(wie z.B. das der 4-Parameter Funktion) nicht angewendet werden kdnnen. Die Tropfer, die
auf den Reagensflaschchen angebracht sind, erscheinen fir eine Feld- bzw. grobe Scree-
ninganalytik ideal, sind jedoch gegeniiber Pipetten wesentlich ungenauer. Far den Anwen-
der, der manuell auswertet, ist halblogarithmisches Papier, bereits fiir den Arbeitsbereich
des Tests adaptiert, dem Test beigelegt.

Die Vorbereitung fir den Test besteht maximal aus 2 Schritten: Mikrotiterplatten, Standards
Reagentien und Proben auf Raumtemperatur bringen und - falls eine ganze Mikrotiterplatte
. bearbeitet werden soll - Vereinigen der Konjugat- und Substratiosungen.

Die Durchfiihrung (Pipettieren von Proben und Reagentien bzw. Waschschritt) ist sehr ein-
fach. Die Option, einen kommerziell erhaltlichen Washer zu verwenden, ist vorhanden. Die
Reagentienzugaben konnen je nach Genauigkeitsanforderungen des Anwenders durch
Tropfer bzw. Mikropipetten erfolgen.

Die Zeitangabe des Herstellers bezieht sich nur auf die Inkubationszeiten (90 min) und be-
inhaltet nicht die Auswertung.
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3.1.5 Reproduzierbarkeit, Prazision

siehe Pkt. 2.5

Variationskoeffizient in %

%B/B0

40
5
30“2
26 -

20

Millipore / Streuung

ST

120
110
100

90

80
70
60
50
40
30
20
10
0
-10
-20

10,0 100,0 1600,0 10000

Konzentration ng/l

Millipore / Intraassayprizision

10

100 1000 10000

Konzentration ng/l
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Millipore / Interassayprézision

120 A
110
100 -
w -
80 -
70 -
60 -y
50 -
m -
30 -
20 -
10 -
o -
-10

%B/B0

-20 T R AR EmE R
10 100 1000

Konzentration ng/l
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3.2  MILLIPORE - ENVIROGARD™ HIGH SENSITIVITY TRIAZIN - ELISA

3.2.1 Firmenangaben zum ELISA Kit

e Kurzinformation zum Anwendungsbereich des Kits:
Quantitativer Labor-Test flir die Detektion von Triazin-Pestizid-Rickstanden in Wasser

e Kreuzreaktivitiaten:

Atrazin 100 %
Ametryn 156 %
Propazin 132 %
Prometryn 93 %
Prometon 86 %
Simetryn 22 %
Simazin 17 %
Terbutylazin 10 %
Terbutryn 8 %
Desethylatrazin 2%
Trietazin 2%
Cyanazin 1%

6-Hydroxy-Atrazin 1 %

& Zeitbedarf:
90 Minuten

o Nachweisgrenze:
25 ng/l (ppt) fir Atrazin

3.2.2 Inhait des Testkits und zusétzlich bendtigte Gerate

e Packungsinhalt:

— 1 Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten - 8 Streifen a 12 Kavitéten (horizontal)

— Je ein Flaschchen 0, 25, 50, 100, 250 und 500 ng/I Atrazin-Standard-Losungen

~ Je ein Flaschchen mit gebrauchsfertigem Atrazin-Enzym Konjugat, Substrat, Chromogen
und Stoppreagens

e Zusatzlich benbtigte Gerate:

- 40, 80 und 100 pi- Mikropipetten

— Klebeetiketten oder Parafilm®

— Leitungs- oder deionisiertes Waser (500 mi)

— Schiittler (optional)

- Mikrotiterplatten Washer (optional)

— Mikrotiterplattenphotometer (450nm); ELISA Reader
— Rechner, der Linearregression rechnet (optional)
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3.2.3 Testdurchfiihrung und Handhabung

Testdurchfiihrung It. Hersteller (vereinfacht und gekurzt):

100 pl Standardlésung oder Probe in Kavitat pipettieren (2-fach Bestimmung empfohlen)
80 pl Enzymkonjugat dazupipettieren

1 Stunde bei Raumtemperatur inkubieren

Finfmal Kavitaten komplett mit Wasser filllen und wieder ausleeren; altemativ Mikro-
titerplatten-Washer verwenden

80 yl Substrat dazupipettieren

40 pl Chromogen dazupipettieren (wenn die ganze Platte auf einmal bearbeitet wird -
Chromogen und Substrat vorher mischen, 120 i dazupipettieren!)

Mit Abdeckfolie zudecken und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

40 pl Stoppreagens dazupipettieren und gut durchmischen

Extinktionen bei 450 nm photometrisch bestimmen -

Kommentar zur Handhabung des Testkits:

Fiar die Handhabung des Tests gilt das Gleiche wie fiir den ,Millipore-Testkit* (Punkt 3.1 3).
Lediglich die Anzah! der mitgelieferten Standards ist bei diesem Testkit groBer, und a6t da-
her mehrere Auswertungen zu - auch die Genauigkeit wird durch Verwendung von mehr
Kalibrationspunkten erhoht.
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3.2.5 Reproduzierbarkeit, Prazision

siehe Pkt. 2.5

Millipore High Sensitivity / Streuung
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Abb. 12

Millipore High Sensitivity - Intraassayprazision
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Abb. 13

Es fehlt hier die Ermittlung der Interassayprazision, da wahrend der praktischen Arbeiten zu
dieser Studie von der Fa. Millipore von Kaninchen- auf Schaf-Antikrper tibergegangen
wurde und diese in ihrem Verhalten nur bedingt vergleichbar sind.
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3.3 QUANTIX - TRIAZINE 0.1

3.3.1 Firmenangaben zum ELISA Kit

e Kurzinformation zum Anwendungsbereich des Kits:

Der Test ist fur die Detektion der Schiiissel-Triazin-Herbizide (key triazine herbicides) in
Grund-, Oberflachenwasser und Bodenextrakten geeignet. Der Test detektiert Atrazin, Si-
mazin und Cyanazin quantitativ bis 50 ppt.

e Kreuzreaktivitaten:

Atrazin 100 %
Propazin 139 %
Cyanazin 81 %
Simazin 56 %
Prometryn 56 %
Hydroxy-Simazin 56 %
Ametryn 26 %
Prometon 10 %

Hydroxy-Atrazin 10 %
Desethylatrazin 2 %

e Zeitbedarf:
keine Angabe

e Nachweisgrenze:
50 ng/l (ppt)

3.3.2 Inhalt des Testkits und zusatzlich bendtigte Gerate

e Packungsinhait:

- 1 Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten - 12 Streifen a 8 Kavitaten (vertikal)
— Ein Flaschchen Nullstandard

— Waschputfer-Konzentrat

- Je ein Flaschchen Konjugat, Substrat, Chromogen und Stoppreagens

e Zusitzlich benétigte Gerate:

— 50 und 200 pl-Mikropipetten

- Mikrotiterplatten-Schittler

- Mikrotiterplatten-Washer

— Mikrotiterplatten-Photometer (650 nm)

— Glaswaren fiir die Zubereitung des Waschpuffers

— Statistische Software zur Auswertung der Ergebnisse
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3.3.3 Testdurchfithrung und Handhabung

e Testdurchfilhrung it. Hersteller (vereinfacht und gekiirzt):

— 200 pi Standardidsung oder Probe in Kavitat pipettieren (Doppelbestimmung empfohlen)
— 50 pl Enzym-Konjugat dazupipettieren

- auf einem Schattler bei 800 U/min 10 Minuten inkubieren

- Kavitaten fiinfmal mit Waschpuffer waschen

— 200 pl Substrat zugeben

— auf Schuttler wieder 10 Minuten inkubieren

— 50 pl Stoppreagens zugeben und gut durchmischen

— Extinktionen bei 650 nm photometrisch bestimmen

e Kommentar zur Handhabung des Testkits:

Die dem Test beigefligte Gebrauchsanweisung (in englischer Sprache) enthait nur ,short
form instructions* sowie ein ,Technisches Daten-Blatt". In diesen wird weder zu Matrixeffek-
ten, Lagerbedingungen noch zu den verschiedenen Anwendungsmdglichkeiten des Immu-
noassays Stellung bezogen. Die detaillierte Beschreibung des Testsystems erhalt man erst
auf spezielle Anfrage.

Die mitgelieferten Bestandteile enthalten keine Atrazinstandards. Diese miissen extra beim
Hersteller bezogen werden. Bezieht man die Herstellerstandards, so hat man finf Stand-
ards (50, 100, 200, 400, 800 und 1600 ppt Atrazin) und einen Null-Standard zur Verfiigung.

Die Vorbereitung des Tests besteht aus Temperieren der Reagentien und Herstellung der
Waschpufterlosung.

Die Durchfihrung (Zugabe von Reagentien, Proben und Waschschritt) gestaltet sich sehr
einfach.
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3.3.4 Messung von dotierten Proben und deren Ergebnisse mit
verschiedenen Auswertemaéglichkeiten

Die Auswertung der dotierten Proben konnte nicht durchgefiihrt werden, da im Laufe unse-
rer praktischen Arbeiten zu dieser Studie die Firma agri-diagnostics / Quantix Lieferschwie-
rigkeiten mit ihren Atrazinstandards hatte. Wir muBten daher auf eine eingehende Prifung
verzichten.
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3.3.5 Reproduzierbarkeit, Prazision

siehe Pkt. 2.5
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3.4 QUANTIX - ATRAZINE 0.1

34.1 Firmenangaben zum ELISA Kit
e Kurzinformation zum Anwendungsbereich des Kits:

Der Test ist ein kompetitiver Enzym-Immunoassay fir die quantitative Analyse von Atrazin
in Wasser und Boden.

o Kreuzreaktivitaten:

Atrazin 100 %
Propazin 155 %
Prometon 39 %
Prometryn 34 %
Ametryn 18 %

Hydroxy-Simazin 11 %
Hydroxy-Atrazin 7 %

Simazin 3%

Desethylatrazin 2%
e Zeitbedarf:

75 Minuten

e Nachweisgrenze:
50 ng/l Wasser (ppt)

3.4.2 Inhalt des Testkits und zusétzliche Gerite

siehe 3.3.2 Quantix Triazine 0.1 - Inhalt des Testkits und zusétzliche Gerate

3.4.3 Testdurchfiihrung und Handhabung

e Testdurchfithrung It. Hersteller (vereinfacht und gekiirzt)

— 200 pl Standardidsung oder Probe in Kavitat pipettieren (Doppelbestimmung empfohlen)
- 50 pl Enzym-Konjugat zugeben

— Auf einem Schittler bei 800 U/min 60 Minuten inkubieren

- Kavitaten flinfmal mit Waschpuffer waschen

— 200 pl Substrat zugeben

- Auf Schittler nun 10 Minuten inkubieren

— 50 pl Stoppreagens zugeben und gut durchmischen

— Extinktionen bei 650 nm photometrisch bestimmen

e Kommentar zur Handhabung des Testkits:
siehe 3.3.3 Quantix Triazine 0.1"° - Kommentar zur Handhabung des Testkits
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3.4.5 Reproduzierbarkeit, Prazision

siehe Pkt. 2.5

Quantix Atrazine / Streuung
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Quantix Atrazine / Interassayprazision
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3.5 R-BIOPHARM - RIDASCREEN®™ TRIAZIN

3.5.1 Firmenangaben zum ELISA Kit

e Kurzinformation zum Anwendungsbereich des Kits:

Der Test ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von Triazi-
nen in Wasser.

e Kreuzreaktivititen:

Atrazin 100 %
Dipropetryn 150 %
Atraton 150 %
Propazin 110 %
Prometon 100 %
Ametryn 100 %
Methoprotryn 100 %
Desmetryn 100 %
Aziprotryn 100 %
Prometryn 100 %
Desehthylatrazin 35 %
Simazin 5%
Simetryn 4 %
Terbutylazin 3 %
Terbutryn 2%

e Zeitbedarf:
Ohne Probenvorbereitung ca. 1 Stunde

o NachWeisgrenze:
ca. 10 ng/l (ppt)

3.5.2 Inhalt des Testkits und zusétzlich benétigte Geréte

Packungsinhait:

1 Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten - 12 Streifen a 8 Kavitaten (vertikal)
Je ein Flaschchen 0, 10, 30, 90, 270 und 810 ng/l Atrazin in Wasser
Waschpuffer-Konzentrat

Je ein Flaschchen Konjugat, Substrat, Chromogen sowie
Stoppreagens
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e Zusiatzlich benétigte Gerate:

— 25, 50, und 100 pl-Mikropipetten
- Mikrotiterplatten-Photometer (450 nm)

3.5.3 Testdurchfiihrung und praktische Handhabung

e Testdurchfilhrung It. Hersteller (vereinfacht und gekiirzt):

— 100 pl Standardlésung oder Probe in Kavitat pipettieren (Doppelbestimmung empfohlen)

— 25 pl Atrazin-Enzymkonjugat dazupipettieren

— durchmischen und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

— Kavitaten dreimal mit jeweils 300 pl Waschpuffer waschen und auf saugfahigen Labor-
tichern kréaftig ausklopfen

- 50 pl Substrat dazupipettieren

— 50 pt Chromogen zugeben

- durchmischen und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (im Dunkeln)

- 100 p! Stoppreagens zugeben und gut durchmischen '

— Extinktionen bei 450 nm photometrisch bestimmen

e Kommentar zur Handhabung des Testkits:

In der dem Test beigefiigten Gebrauchsanweisung (in deutscher sowie in englischer Spra-
che) wird neben genauen Anweisungen zur Testdurchfiihrung auch auf die Probenvorberei-
tung der Wasserproben, die Haltbarkeit des Tests sowie Hinweise auf Fehlergebnisse, be-
dingt durch Reagentienverfall, eingegangen. Beziiglich der zusétzlich bendtigten Gerate
waren noch einige Dinge wie z.B. Abdeckfolien, wie sie spéter bei der Durchfihrung er-
wahnt werden, oder evtl. Schittler fiir die Durchmischungsschritte anzufiihren.

Die mitgelieferten Bestandteile des Testkits kdnnten noch eine Abdeckfolie aufweisen.

Die Vorbereitung des Tests besteht aus folgenden Schritten: Reagentien auf Raumtempe-
ratur bringen und Waschpuffer aus Konzentrat herstellen.

Die Durchfiihrung (Zugabe von Reagentien, Proben und Waschschritt) gestaltet sich sehr
einfach. Doch bleibt offen, ob fiir eine zusatzliche Vereinfachung der Waschsequenz ein
kommerziell erhaltlicher Washer bzw. Mehrkanalpipetten oder Automaten fiir die Reagenti-
enzugabe verwendet werden kann.

Die Zeitangabe des Herstellers kann eingehaiten werden.
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3.5.5 Reproduzierbarkeit, Prézision

siehe Pkt. 2.5
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Variationskoeffizient in %
-3

0 T T T 1

1 10,0 100,0 1000,0 10000

Konzentration ng/l

rbio / Intraassay-Préazision

120

110]
100
90 -
80 -
70 -
60
50-1
40
30 1
20 A
10

%B/B0

20 s e T S A a

1 10 100 1000 10000

Konzentration ng/l

Abb. 22 und 23




42 Immunoassays in der Umweltanalytik - Vergleich der Testkits

rbio / Interassayprazision
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3.6 RIEDEL-DE HAEN - TRIAZIN ELISA

3.6.1 Firmenangaben zum ELISA Kit

e Kurzinformation zum Anwendungsbereich des Kits:

Kompetitiver Enzymimmunoassay zum Nachweis von Atrazin, Propazin, Sebuthylazin, Si-
mazin, Terbuthylazin und Trietazin in Wasserproben - im Konzentrationsbereich von 10-
1000 ng/t. Atrazinaquivalente mit ca. 90% Wiederfindungsrate.

e Kreuzreaktivitiaten:

Atrazin 100 %
Propazin 150 %
Sebuthylazin 150 %
Simazin 15 %
Terbutylazin 15 %
Trietazin 15 %
Desisopropylatrazin 3 %
Desethylatrazin 3 %
Cyanazin 2%

e Zeitbedarf:
ca. 2 Stunden (bei max. 80 Doppelbestimmungen)

o Nachweisgrenze:
10 ng/l (ppt)

3.6.2 Inhalt des Testkits und zusétzlich benétigte Geréte

e Packungsinhalt:

— 1 Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten - 12 Streifen a 8 Kavitaten (vertikal)

— Je 5 mi Standardldsungen - 0, 10, 25, 50, 100, 500, 1000 ng/l Atrazin in Wasser
- Konjugat-Konzentrat und Konjugat-Puffer

- Waschpuffer-Konzentrat

— Substrat und Chromogen sowie Stoppreagens

e Zusatzlich bendtigte Gerate:

- MeBpipetten

- 10, 25, 100, 125, 500 pi-Mikropipetten

-~ evtl. Mehrkanalpipette

— PESTANAL™ - Wasser bzw. Reinstwasser
— Schiittler

— Mikrotiterplatten-Photometer (450 nm)
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3.6.3 Testdurchfilhrung und Handhabung

e Testdurchfiihrung It. Hersteller (vereinfacht und gekiirzt):

- 100 I Standardldsung oder Probe in Kavitét pipettieren (2-fach Bestimmung empfohlen)

— 25 pl Enzymkonjugat dazupipettieren

- 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubieren (mit Abdeckfolie zugedeckt)

— Dreimal Kavitaten mit je 250 pl Waschldsung waschen und die Restfeuchtigkeit zwischen
und nach den einzelnen Waschschritten durch Ausklopfen entfernen

— 125 pl einer Mischung Chromogen und Substrat dazupipettieren

— 30 Minuten bei Raumtemperatur und unter LichtausschiuB inkubieren (mit Deckel zuge-
deckt)

— 125 pl Stoppreagens dazupipettieren, durchmischen

— Extinktion bei 450 nm photometrisch bestimmen

e Kommentar zur Handhabung des Testkits:

In der dem Test beigefiigten Gebrauchsanweisung (in deutscher sowie in englischer Spra-
che) wird neben genauen Anweisungen zur Testdurchfiihrung auch sehr detailliert auf po-
tentielle Fehlerquellen, die zu systematischen Fehlem filhren kdénnen, hingewiesen und
Strategien zur Vermeidung dieser Fehler aufgezeigt.

So werden etwa Angaben zur Haltbarkeit des Tests, Lagerbedingungen oder richtige
Durchfiihrung der Waschschritte genannt. AuBerdem werden auf Fehlergebnisse, verur-
sacht durch Effekte der zu analysierenden Probe - wie etwa Lagerung der Probe, falsche
Analytkonzentration fiir diesen Test, pH-Wert der Probe oder der Einflu3 von Aziden, Cya-
niden, Sulfiden oder Fluoriden - hingewiesen.

Der Testkit ist beziiglich der mitgelieferten Bestandteile sehr komplett. So wurde selbst an
die Abdeckfolie sowie-den Deckel zum Inkubieren nach Chromogenzugabe gedacht.

Die Vorbereitung fiir den Test besteht aus folgenden Schritten: Reagentien auf Raumtem-
peratur bringen, Atrazin-Enzymkonjugat mit Konjugat-Puffer verdiinnen (kein Gefa3 dafur
im Test vorgesehen), Waschlosung aus Waschpufferkonzentrat herstellen, Mischung aus
Chromogen und Substrat herstellen (GefaB dafiir im Testkit vorhanden).

Die Durchfiihrung (Pipettieren von Proben und Reagentien in die Mikrotiterplatte bzw. Wa-
schen) gestaltet sich sehr einfach. Fraglich bleibt, ob (gemaB Gebrauchsanleitung) zur
Vereinfachung der Waschsequenz ein kommerziell erhéltlicher Washer verwendet werden
kann oder nicht.

Die Zeitangabe des Hersteliers bezieht sich nur auf die reine Arbeitszeit, ohne Beriicksichti-
gung des Zeitbedarfs fiir z.B. Reagentienherstellung und Auswertung.
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3.6.5 Reproduzierbarkeit, Prazision

siehe Pkt. 2.5

Variationskoeffizient in %

%B/B0
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RdH / Interassay-Préizision
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3.7 TRANSIA - TRIAZINE DOSAGE KIT

3.7.1 Firmenangaben zum ELISA Kit

e Kurzinformation zum Anwendungsbereich des Kits:

Der Test emoglicht eine rasche Detektion von Triazinen in Grundwasser, Abwasser, Boden
und Geweben von Pflanzen und Tieren.

e Kreuzreaktivitaten:

Atrazin 100 %
Propazin 91 %
Prometryn 54 %
Ametryn 67 %
Prometon 25 %
Desethylatrazin 12 %
Simazin 8 %

e Zeitbedarf:
1 Stunde

e Nachweisgrenze:
50 ng/l (ppt) fur Atrazin

3.7.2 Inhalt des Testkits und zusétzlich benotigte Geréate

® Packungsinhait:

- 1 Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten - 8 Streifen a 12 Kavitaten (horizontal)

~ Je ein Flaschchen 0, 100, 250 und 1000 ng/l Atrazin-Standard-Lésungen

- Je ein gebrauchsfertiges Flaschchen Triazin-Enzym-Konjugat, Substrat, Chromogen und
Stoppreagens

e Zusatzlich bendtigte Gerate:

— 50 und 100 pl-Mikropipetten

—~ Multipipette

~ Schattler (200 U/min)

~ Mikrotiterplatten-Photometer (450 nm)
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3.7.3 Testdurchfithrung und praktische Handhabung

e Testdurchfilhrung It. Hersteller (vereinfacht und gekiirzt):

~ 100 pl Standardiésung oder Probe in Kavitét pipettieren (Doppelbestimmung empfohlen)

-~ 100 pl Enzymkonjugat dazupipettieren

- 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (mit Schitteln bei 200 U/min)

~ Herstellung Mischung Substrat: Chromogen = 1:1

~ Funfmal Kavitaten mit destillietem Wasser filllen und wieder ausleeren; dann auf Pa-
piertuch Platte ausschutteln

~ 100 pl Gemisch Substrat/Chromogen dazupipettieren

—~ 30 Minuten bei Raumtemperatur und unter Schiitteln (200 U/min) inkubieren

~ 50 pl Stoppreagens dazupipettieren und gut durchmischen

~ Extinktionen bei 450 nm photometrisch bestimmen

e Kommentar zur Handhabung des Testkits:

Die Gebrauchsanweisung des Tests (in englischer Sprache) ist kurz und tbersichtlich abge-
faBt. Matrixeffekte, die Storungen des Tests verursachen kdnnten, werden in der Beschrei-
bung nicht angefihrt.

Der Testkit wirkt bezlglich der mitgelieferten Bestandteile sehr komplett, jedoch sind leider
nur drei Standards und ein Null-Standard im ,Package” enthalten, wodurch eine Auswer-
tung nach komplexeren Modellen nicht mehr moglich ist.

Die Vorbereitung des Tests besteht aus maximal 2 Schritten - Reagentien auf Raumtempe-
ratur bringen und Vereinigen von Substrat und Chromogen - und fihrt daher zu keiner
Komplizierung.

Die Durchfihrung (Zugabe der Lésungen und Waschschritt) ist einfach. Die Option, fir den
Waschschritt einen automatischen Washer zu verwenden, wird in der Bedienungsanleitung
nicht erwahnt.

Die Zeitangabe des Herstellers kann sich nur auf die Inkubationszeiten beziehen (60 min).
Die Arbeitsschritte und eine Auswertung der erhaltenen MeBergebnisse kénnen innerhalb
der angegebenen Zeit nicht bewaltigt werden.
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3.7.5 Reproduzierbarkeit, Prazision

siehe Pkt. 2.5

A

Variationskoeffizient in %

%B/B0

120
110
100

80
70
60
50
40
30
20
10
0
-10

n

Transia / Streuung

-

.

-
-

10,0 100,0 1000,0

Konzentration ng/l

Transia / Intraassayprazision

10000

10

1

™ T T ™ L ZE S S e i i |

100 1000

Konzentration ng/l

10000




54 Immunoassays in der Umweltanalytik - Vergleich der Testkits

Transia / Interassayprézision
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

5.1 Zusammenfassung der Testergebnisse

Die in dieser Studie verglichenen, zum Zeitpunkt der Untersuchungen in Osterreich erhaltli-
chen Testkits unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Arbeitsbereiche, Nachweisgrenzen und
Kreuzreaktivititen, wodurch sie fiir unterschiedliche Zielgruppen interessant sind
(vergleiche Tab.7 und 8). :

Die Nachweisgrenzen (nach Herstellerangaben) ermdglichen groBteils eine Detektion von
Atrazin in einer Konzentration von 0,1 pg/l (EU-Richtwert fir Pestizide in Trinkwasser).

Generell stellte sich heraus, daB die ermittelte Interassaypréazision der Testkits die Verwen-
dung einer Kalibrationskurve fir mehrere Platten limitiert und auf jeder Mikrotiterplatte min-
destens eine Kalibrationskurve aufgetragen und zur Quantifizierung herangezogen werden
muB. Weiters sollte jeder Standard und jede Probe mindestens dreimal auf der Mikrotiter-
platte aufgetragen und analysiert werden (der DIN-Entwurf sieht sogar eine viermalige Be-
stimmung vor).

Griinde fir eine schlechte Interassayprazision sind geringe Unterschiede der Beschich-
tungsdicke der Mikrotiterplatten mit Antikdrpern und die bestenfalls halbautomatische Rea-
gentienzugabe; Proben und Standards werden héndisch pipettiert, was trotz groBtmaoglicher
Sorgfalt zu Schwankungen bei der hierfir benétigten Zeit und damit zu Unterschieden in
der Kinetik der Antigen-Antikorper-Reaktion fiihrt. Dazu kommen von Test zu Test unter-
schiedliche Labor-Rahmenbedingungen wie Temperatur und Luftfeuchtigkeit.

Die meisten der genannten Fehlerquellen kdnnen natirlich durch in der Anschaffung.teure
ELISA-Vollautomaten bzw. Inkubatoren beseitigt werden. Dies wirde auch zu einer weite-
ren Effizienzsteigerung beziiglich Probendurchsatz-Kosten-Verhaltnis fiihren. In der medi-
zinischen Diagnostik wird dieser Weg schon seit langer Zeit beschritten.

Bezuiglich der Kreuzreaktivititen der durchgefihrten Tests kann gesagt werden, daB ein
Test mehrere Triazine im selben Ausmaf erfaf3t - also annahernd die Summe dieser aus-
gewahlten Triazine wiederspiegelt (r-Biopharm), wéhrend bei den anderen Tests die ver-
schiedenen Triazine unterschiedlich mit den Antikorpern reagieren (siehe Tab. 8).

Die Studie zeigt auch die Unterschiede der Prazision beziiglich der Konzentration der ge-
messenen Standards auf (siehe Abb. 7, 10, 12, 15, 18, 21 und 24). Hinsichtlich der
Schwankungen kann eine Verdinnung bzw. Aufkonzentrierung in den optimalen Bereich
empfohlen werden.

im absoluten Vergleich zu den GC-MS-Ergebnissen zeigte sich bei fast allen Testkits gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse. Vor allem hinsichtlich der Verwendbarkeit der Immu-
noassays fur Screeningzwecke kann man sagen, daB kein Test falsch negative Resultate
lieferte. Aufgrund von Zeit-, Kosten- und Logistikgrinden ist eine Verwendung von ELISA-
Tests fur Screening- und Monitoringzwecke daher empfehlenswert.

Eine weitere interessante Einsatzmoglichkeit des Immunoassays ist seine Verwendung als
zweite unabhangige Analysenmethode; einzelanalytisch gewonnene Ergebnisse konnen
durch eine zweite Methode abgesichert werden. Nach Beriicksichtigung der in einer Probe
eventuell enthaltenen bekannten Kreuzreaktanden konnen Umrechnungen auf ELISA-
Ergebnisse durchgefihrt und so die einzelanalytischen Werte Gberprift werden. Dies wurde
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in dieser Studie beim Vergleich der GC-MS-Ergebnisse mit den ELISA-Daten ebenfalls
praktiziert (sieche Tab.1-6).

5.2 Ausblick

Zusammenfassend kann man sagen, daB die Analytik mit Immunoassays sich bestens zum
Screening im Rahmen der traditionellen Riickstandsanalytik eignet. In Anbetracht der An-
zahl von Proben, die einer aufwendigen Einzelanalytik unterzogen werden und bei denen
dann im Analysenprotokoll ,nicht nachweisbar” zu lesen ist, kdnnte ein solches Screening
von groBem wirtschaftlichen Nutzen sein. Da falsch negative Befunde bei dieser Methode
ausgeschlossen werden konnen, kann man Ergebnissen der Immunoassays Vertrauen
schenken, wie verschiedene Untersuchungen (u.a. SCHMIDT 1., 1994; THURMAN E.M. et
al, 1990; GOOLSBY D.A. et al, 1990; FLEEKER J.R. et al, 1990;GRUESSNER B. et al,
1995) gezeigt haben. Bei Proben mit den mittels Enzymimmunoassay erhaltenen Ergebnis
_nicht nachweisbar* kann man daher von einer weiteren Analytik Abstand nehmen.

Die in dieser Studie verglichenen Mikrotiterplattenimmunoassays fur Triazine in Wasserpro-
ben zeigen sowohl hinsichtlich der Analyte als auch der Immunoassaytechniken nur einen
begrenzten Bereich dieser vielfaltig in der Umwelt einsetzbaren Methode auf.

Mittlerweile gibt es fiir eine groBe Anzahl von Substanzen in verschiedenen Matrices
(Wasser, Boden, Schlamm) kommerziell erhaltliche Immunoassaysysteme auf Mikrotiterplat-
ten- oder ,Tube“-Basis (SHERRY J.P., 1992). Die Anwendung von immuntestsystemen bei
Boden- oder Schlammproben ist bei in Kapitel 1.1 genannten, vergleichbaren Verwendun-
gen noch effizienter als bei Wasseruntersuchungen. Die oftmals extrem komplizierte und
zeitaufwendige Probenvorbereitung fir eine ,herkdmmiiche Rickstandsanalytik® in diesen
Matrices verringert sich namlich wesentlich.

Im Hinblick auf die hohen Kosten von Analysen, die stetig wachsende Anzahl zu Uberwa-
chender Parameter und die standig zunehmende Zahl an Proben, bietet sich der Immu-
noassay als eine wertvolle Erganzung zu den momentan gebréuchlichen Analysenmetho-
den in der Umweltanalytik an.

Zukunftsperspektiven in der Routineanwendung von Immunoassays sind die Kopplung der
Antigen-Antikdrper-Reaktion mit opto-elektronischen Sensoren, mit deren Hilfe On-Line-
Uberwachungen von FlieBgewassern oder Abfliissen denkbar waren.

Eine wichtige Entwicklung stellt auch der sogenannte ,Microspot-Immunoassay” dar, der je-
doch in der Routineanwendung noch nicht verfagbar ist. Dabei werden unterschiedliche An-
tikdrper gegen verschiede Analyte in ,Mikroflecken” auf einer Oberflache, ahnlich einer Mi-
krotiterplatte, immobilisiert und die zu analysierende Losung wird aufgetragen. Mit Hilfe ei-
nes Laser-scannenden konfokalen Mikroskops konnen nun die einzeinen fluoreszenzmar-
kierten Mikroflecken ausgewertet werden, wobei verschiedene Varianten (kompetitive oder
nicht kompetitive Immunoassays) zur Anwendung gelangen kdnnen. Diese Multianalyt-
Immunoassays wiirden mit minimalsten Probenmengen (100 pl) und maximaler Nach-
weisempfindlichkeit (bis zu 4x10™ mol/l) vielleicht sogar einer Multirickstandsanalytik im
heutigen Sinne in Prazision und Genauigkeit ebenbirtig, im Hinblick auf Kosten, Zeit und
Ressourcen jedoch (berlegen sein.
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6. ANHANG

6.1 Begriffsdefinitionen

Immunologie:

Wissenschaftliche Lehre von den Abwehrmechanismen tierischer Organismen und der
durch diese vermittelten Immunitat. Zunéchst denke man an die allgemeinen und spezifi-
schen Abwehrvorgange, die ein Organismus gegen alle eingedrungenen Fremdkorper und
Keime richtet.

Antigen:

Abkiirzung fir Antisomatogen (= Antikdrperbildner); ein groBes, chemisch komplexes Mole-
kil oder ein Hapten-Protein-Konjugat, das in einem tierischen Organismus oder in vitro eine
Immunantwort in Form von spezifischen Antikdrpern induzieren kann.

Immun n:

Substanz, mit der die Antikdrperbildung stimuliert wird. Wenn Antikdrper gegen niedermole-
kulare Verbindungen erzeugt werden sollen, muf3 zunéchst ein kovalentes Konjugat mit ei-
nem hochmolekularen Protein synthetisiert werden, da nur hochmolekulare Verbindungen
die Immunantwort anregen kénnen (siehe auch Antigen und Hapten).

Hapten:

(Halbantigen, von griech.: haptein = befestigen); Bezeichnung fir ein ‘unvolistandiges Anti-
gen’, das wegen seiner geringen GroBe (ca. < 1000 Dalton), keine Immunantwort induzie-
ren kann (wie etwa ein Antigen), jedoch mit vorhandenen Antikdrpem eine Immunreaktion
eingehen kann. Um Antikorper fiir ein gewisses Hapten zu erhalten, wird dieses zumeist an
ein Protein gekoppelt und einem tierischen Organismus inkorporiert, welcher daraufhin An-
tikdrper bildet. Diejenigen Antikorper, die das Hapten und nicht das gekoppelte Protein als
‘SchloB’ fir ihre Immunantwort (‘Schiiissel’) benutzen, werden isoliert und als Antikdrper
gegen das betreffende Hapten verwendet.

Antikérper:

Hochmolekulare Proteine, die als Antwort auf das Eindringen einer artfremden, hochmoleku-
laren Verbindung in einen tierischen Organismus bzw. in vitro gebildet werden. Sie gehoren
zu den Immunglobulinen und bestehen aus zwei Paaren von Polypeptidketten, die durch
Disulfidbriicken verbunden sind. Sie verbinden sich nach einem ,Schiiissel-SchloB-Prinzip*
an einer bestimmten Stelle mit dem Antigen oder Hapten und bilden so einen Komplex.
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monokionale Antikdrper:

Eine homogene Antikdrperpopulation, die aus einer spezifischen Zellart in vitro gewonnen
wird. Der Vorteil solcher monoklonaler Antikdrper ist die mengenmagig unbeschrankte
Synthesemadglichkeit. '

polyklonale Antiseren:

Das Serum wird fir gewdhnlich aus einem Wirbeltier gewonnen und enthalt eine heteroge-
ne Antikdrperpopulation; das heiBt, es enthalt Antikdrper unterschiedlicher Spezifitat und
Affinitat und wurde durch verschiedenartige Zellen produziert.

in vitro / in vivo:

(vitrum = lat. fir Glas); Bezeichnung fiir medizinisch naturwissenschaftliche Experimente,
die unter kiinstlichen Bedingungen (wortl. ‘im Glas’) und nicht am oder im lebenden Orga-
nismus (in vivo) durchgefiihrt werden.

Immunoassay:

(assay = engl. fiir Probe, Priifung); Sammelbezeichnung fir die verschiedenen Analysen-
methoden, die sich der Immunchemie, insbesondere der Antigen-Antikdrper-Reaktion be-
dienen. An die Stelle von Antigenen kdnnen auch Haptene treten.

homogener Immunoassay:

Test, der keine Abtrennung von freier und antikdrpergebundener Fraktion des markierten
Antigens erfordert. Spezielle Eigenschaften der markierten Verbindung andern sich durch
die Bindung an die Antikdrper derart, daf3 die gebundene Fraktion eindeutig von der freien
unterschieden werden kann.

heterogener Immunoassay:

Test, bei dem eine Trennung von antikorpergebundener und freier Fraktion des markierten
Antigens erforderlich ist, weil das Mefsignal in beiden Fraktionen gleich ist.

Festphasen-Immunoassay:

Heterogener Immunoassay, in dem die Antikdrper an eine feste Phase gekoppelt vorliegen.
Dies kann zum einen durch rein physikalische Adsorption an geeigneten Tragem wie Poly-
styrol erfolgen. Zum anderen ist auch die kovalente Bindung der Antikdrper an modifizierte
Cellulose oder Sepharose moglich. Dieses Vorgehen erleichtert in der Regel die Trennung.

Enzymimmunoassay:

Immunologisches Bestimmungsverfahren, bei dem als markiertes Antigen eine enzymati-
sche Verbindung eingesetzt wird. Als MeBmethode im Enzymimmunoassay wird die en-
zymatische Nachweisreaktion verwendet. Enzymimmunoassays konnen heterogen oder
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homogen ablaufen. Dies hangt davon ab, ob sich die Enzymaktivitat des markierten Anti-
gens durch die Bindung an den Antikorper andert.

ELISA:

Abklrzung fir enzyme linked immunogorbent assay; ein heterogenes Verfahren unter Ver-
wendung von Festphasen zur Trennung von antikdrpergebundener und freier Antigen-
fraktion.

EMIT:

Abkulrzung fiir enzyme multiplied immunoassay techique; homogener Immunoassay, der fir
niedermolekulare Verbindungen verwendet wird. Die enzymatische Aktivitat andert sich in
der Abhéangigkeit von der vorliegenden Antigenkonzentration.

kompetitiver Enzymimmunoassay:

Bei dieser Technik befinden sich enzymmarkierte und nichtmarkierte Antigene oder Hapte-
ne im Wettstreit um im UnterschuBB vorliegende Antikdrper. Nach Trennung der Ligand-
Antikdrperkomplexe von freien Liganden wird die Enzymaktivitat in der Ligand-Antikdrper-
Komplexiraktion gemessen. Die Konzentration enzymmarkierter Ligand-Antikorper-
Komplexe in dieser Fraktion ist umgekehrt proportional zur Konzentration der Antigene
(Haptene) - d.h. der zu bestimmenden Analyte - im Assay.

%B/B0:

Extinktion des Standards
%B/B0 = *100 (2)
Extinktion des Leerwertes

Diese Umrechnung normiert den Leerwert auf der Ordinate auf 100 % (siehe auch Kapitel 2
- MeBdaten und deren Umrechnung).

%B/B

. Extinktion des Standards - Extinktion des UberschuBstandards
%B/BO U = - *100 (3)
Extinktion des Leerwertes - Extinktion des Uberschustandards

Diese Umrechnung normiert den Leerwert auf der Ordinate auf 100 % und einen Uber-
schuBstandard auf 0 % (siehe auch Kapitel 2 - MeBdaten und deren Umrechnung).
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Kreuzreaktivitat:
Die prozentuelle Angabe der Kreuzreaktivitaten ergibt sich wie folgt:

Atrazin bei 50 % B/B0, das heiBt, bei halber Testbereichskonzentration, wird fir Angabe der
Kreuzreaktionen gleich 100 % gesetzt (100 % B/BO entspricht der Reaktion eines Nullstan-
dards; d.h. 100 % Bindung des Konjugats an die Antikorper).

Das Ansprechen der anderen, miterfaBten Kreuzreaktanden wird prozentuell aus der Kon-
zentration von Atrazin bei 50 % B/BO durch die zugehorige Konzentration des Kreuzre-
aktanden bei 50 % B/BO0 der Atrazinkalibrationskurve mal 100 berechnet.

Konzentration Atrazin bei 50 % B/BO
Kreuzreaktanden % = *100 (7)
Konzentration Kreuzreaktand bei 50 % B/B0
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6.2 HERLEITUNG DER LINEARISIERUNG DER 4-PARAMETER-

FUNKTION (LOGIT)

“)

4.1)

4.2)

4.3)

4.4

4.5)

4.6)

4.7)

(4.8)

(4.9) entspricht (5)
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Auswertungen - GC/MS-Daten

Abb. 26: Seite 47 Riedel-de Haén / Streuung in Abhangigkeit von der Kon-

zentration




82

Immunoassays in der Umweltanalytik - Anhang

Abb. 27:
Abb. 28:;
Abb. 29:

Abb. 30:
Abb. 31:
Abb. 32:
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Seite 53
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Seite 54

Riedel-de Haén / Intrassayprazision

Riedel-de Haén / Interassaypréazision

Transia / Vergleich ELISA-Auswertungen - GC/MS-Daten
Transia / Streuung in Abhéangigkeit von der Konzentration
Transia / Intraassayprazision

Transia / Interassayprazision

6.6 FORMELVERZEICHNIS

(4)

(4.1) - (4.9)

(7)

Seite 5

Seite 6, 62

Seite 7, 62

Seite 10, 64

Seite 64

Seite 10, 64

Seite 11

Seite 63

Gleichgewichtsreaktion Antigen - Antigen markiert -
Antikérper

Berechnung %B/B0
Berechnung %B/80 U
4-Parameter Funktion

Umformung der 4-Parameter Funktion in linearisierte
Funktion

Linearisierte 4-Parameter Funktion

Linearisierte 4-Parameter Funktion nach logit-
Transformation

Berechnung der Kreuzreakiivitat
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6.7 BEZUGSQUELLEN VERWENDETER TESTKITS UND MATERIALIEN

Immunoassays

Millipore Ges.m.b.H, Hietzinger HauptstraBe 145, A-1130 Wien

Quantix/Agri Diagnostics Ass., One Executive Drive, Suite 10, Moorestown, NJ 08057, USA
(bezogen tGber Noack Ges.m.b.H, AuhofstraBe 190, A-1130 Wien)

r-Biopharm Ges.m.b.H, RoBlerstra3e 94, D-64293 Darmstadt
(bezogen liber Noack Ges.m.b.H, AuhofstraBe 190, A-1130 Wien)

Riedel-de Haén AG, D-3016 Seelze 1, Hannover
(bezogen iiber Donau-Chem, Handels Ges.m.b.H, Lisztstraf3e 4, A-1030 Wien)

Transia - Diffechamb SA, 8, Rue Saint - Jean Dieu, 69305 Lyon,
Cedex 7, Frankreich
(bezogen iiber Noack Ges.m.b.H, AuhofstraBe 190, A-1130 Wien)

Photometer, Auswertegerite

Behring ELISA Processor Il + Bess 3.0 (Steuerungs- und Auswertesoftware)
Behring Institut GmbH, Altmannsdorfer Straf3e 104, A-1121 Wien

Dynatech MRX Revelation
Dynatech Laboratories inc., Chantilly Virginia
(bezogen Uber Laborpartner, Wurzbachgasse 18, A-1150 Wien

PROBEN

Stadtwerke Mainz AG, Postfach 3809, D-55028 Mainz
(anlaBlich Ringtest 1995 Prof. B. Hock, Technische Universitat Minchen, Lehrstuht fir
Botanik (Weihenstephan), D-85350 Freising )
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GC-MS Ergebnisse

Stadtwerke Mainz AG, (siehe oben)

Verwendete Software fiir Auswertungen

Lineare Interpolation: - Microsoft Excel 5.0

Polygonale Interpolation: - Bess 3.0 - Behring Institut (siehe oben)

4-Parameter Funktion: - Fig. P. for Windows, Biosoft, 49 Bateman Street, Cambridge
CB2 1LR, U.K.

- Microsoft Excel 5.0
Spline Approximation: - Dynatech Revelation




