Projekt H0550123:

En automatiserad immunkemisk metod for analys av jonoforantibiotika i foder och
animalieprodukter

Bakgrund

Inom slaktkycklingproduktion anviands rutinméissigt tillsatser till foder for att forebygga i1 forsta hand
coccidios. Dessa tillsatser ar ofta av gruppen jonoforantibiotika, t ex narasin, monensin och lasalocid.
Anvindning av dessa substanser ar inte tillaten till andra djurslag som exempelvis varphons.
Livsmedelsverket har vid sin rutinkontroll pavisat sparméngder av narasin i dgg. Detta tyder pa
korskontamination mellan olika foderslag. En annan egenskap hos jonoforantibiotika &r att substanserna
tolereras 1 mycket olika grad av olika djur. Hast och svin kan ndmnas som sarskilt kiansliga. Av bland
annat dessa skél dr det viktigt att snabba, sdkra och ekonomiska analysmetoder finns tillgéngliga. Det
aktuella projektet syftade till att utveckla en sddan analysmetod baserad pa immunkemi tillimpad genom
en ny miniatyriserad och automatiserad instrumentering (Gyrolab Bioafty[]).

Immunkemiska metoder kriver tillgdng till antikroppar specifika mot analyten i fraga. Eftersom inga
antkroppar mot narasin finns pa markanden var en av huvuduppgifterna med projektet att ta fram sddana.
Polyklonala antikroppar mot narasin fran kanin har tagits fram och testats prelimindrt med ELISA.
Lovande resultat erhélls. Aven forsdk med att framstiilla mus-monoklonala antikroppar mot narasin har
gjorts. Antikroppar kunde 1 detta fall inte tas fram. Ytterligare forskning krivs for att utreda orsaken till
detta och modifera processen sé att monoklonala antikroppar kan framstéllas. Ett experiment med att
miniatyrisera och automatisera en immunkemisk analysmetod med redan tillgéngliga antikroppar gjordes
ocksa. I detta fall valdes tylosin, som ér ett vanligt forekommande antibiotikum in djuruppfédningen.
Tylosin ér en substans i samma storleksordning (mw:<1000) och den administreras ofta via foder.

Material och metoder

Immunkemiska metoder bygger pd att effektiva antikroppar mot analyten finns tillgdngliga. Inom
projektets ram har forsok att ta fram sévil monoklonala antikroppar fran mus som polyklonala fran kanin
gjorts.

Framstdllning av antigen

Eftersom narasin dr en liten molekyl, 765D, dr det svért att genom immunisering med enbart narasin fa
detekterbara antikroppstitrar, darfor kopplades den kemiskt till ett storre barar-protein. Narasin
konjugerades med KLH, Keyhole limpet hemocyanine (Sigma-Aldrich) and och BSA, bovint
serumalbumin (Sigma-Aldrich) med en modifierad ester-metod enligt Peippo m 1 (2004).

Framstdllning av monoklonala antikroppar

Moss, C57BL/6, Balb/C and CB17 immuniserades med 50 mikrogram Narasin-KLH-konjugat in 100
mikroliter PBS (fosfatbuffrad fysiologisk koksaltlosning) med lika volym “Freund’s complete
adjuvance”, (Sigma-Aldrich) och boostrades med samma méngd antigen och "Freund’s incomplete
adjuvant” (Sigma-Aldrich) var fjarde vecka. Nér antikroppssvar mot narasin kan detekteras i serum fran
immuniserade moss (i ELISA) boostras de en sista gang och avlivas 3-4 dagar senare. Cellsuspension
fran mjélten fuseras med SP2/0 celler med hjélp av PEG, polyethylene glycol. Hybridomen far vixa till i
selektionsmedium och testas for specificitet for narasin efter 2 - 4 veckor. Positiva kloner viljs ut,
expanderas och klonas med “’limiting dilution”. Cellerna spédds da sa att de teoretiskt sas ut pa 96-hals
plattor med enbart en cell per brunn.

Serumprover och hybridom-supernatanter testades med ELISA for reaktivitet mot Narasin-BSA, BSA,
Narasin-KLH och KLH. ELISA gjordes genom att ”coata” 96-brunns mikrotiterplattor med 100 pl/brunn
(10 pg/pl) av varje antigen, blockera med PBS-Tween och inkubera med spddningar av kaninserumet.
Bundna mus-antikroppar detekterades med ”Goat-anti-mouselg-G-HRP” (BD Bioscences) och 1m mol/l



tetrametylbenzidine 0,1 mol/l kaliumcitrat . Reaktionen stoppades med 1mol/l svalvelsyra och
absorbansen avléstes vid 405 nm i1 en Emax precision microplate reader (Molecular devices).

Framstdllning av polyklonala antikroppar

En kanin (New Zeeland white/SVA) immuniserades med lika delar Narasin-KLH-konjugat (50 png/250ul
PBS, och ”Freund’s complete adjuvant” (Sigma-Aldrich). Kaninen gavs boosterdos var fjarde vecka med
samma mingd antigen men med tillsats av ”Freund’s incomplete adjuvant” (Sigma-Aldrich).

Serumprover analyserades med ELISA for reaktivitet mot Narasin-BSA, BSA, Narasin-KLH och KLH
for att detektera narasinspecifika antikroppar. ELISA gjordes genom att ”coata” 96-brunns
mikrotiterplattor med 100 pl/brunn (10 pg/ul) av varje antigen, blockera med PBS-Tween och inkubera
med spaddningar av kaninserumet. Bundna kanin-antikroppar detekterades med ”Goat-anti-rabbitlG-G-
HRP” (BIORAD) och Im mol/ | tetrametylbenzidine i 0,1 mol/l kaliumcitrat . Reaktionen stoppades
med 1mol/l svalvelsyra och absorbansen avlistes vid 405 nm i en Emax precision microplate reader
(Molecular devices).

Férsok med kommersiella antikroppar mot tylosin

Instrumentet Gyrolab Bioaffy[] kan anvindas for att miniatyrisera tester som normalt gérs med ELISA.
Genom att anvdnda instrumentets CD-laboratorium” dér en skiva av CD-format praglats med
mikrostrukturer for att precisionhantera floden i nanoliterskala kan normala ELISA-reaktioner
automatiseras och goras i en skala dér forbrukning av reagens, prov och 16sningsmedel kan reduceras i
storleksordningen 100 ganger. For att testa instrumentets tillimpbarhet gjordes en “’inhibtion assay” for
att detektera tylosin, ett annat antibiotikum som &r vanligt inom uppfédning av livsmedelproducerande
djur och som dr vanligt att administrera via foder. Tylosin valdes ocksa for att det finns kommersiella
antikroppar att tillgad pa marknaden.

100 pl Mus-anti-tylosin monoklonal antikropp, ”Clone CH-2023, IgG” (Biodesign International)
biotinylerades med “EZ-Link Sulfo-NHS.LC-Biotin (Pierce) efter avldgsnandet av natriumazid och
immobiliserades till en mikro-kolonn pa ”CDn”. 100 pl Fér anti-Tylosin polyklonala antikroppar
(Abcam) mérktes med ’Alexa Fluor 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit” (Molecular probes), efter

avldgsnandet av natriumazid. Standardlosningar bereddes genom att spdda Tylosin (VetranallJ, Sigma-
Aldrich) med”’Standard diluent (Gyros AB).

Biotinylerad mus anti-Tylosin monoclonal antikropp anvindes som fingande reagens (0,05 mg/ml) i
Gyrolab Bioaffyll (Gyros AB). BSA-Tylosin-konjugat, 1:1000 (Biodesign International) sattes till
standardlosningarna. Bundet konjugat detekterades med Alexa-inmérkta far anti-Tylosin polyklonala
antikroppar (50 nmol/l) i Gyrolab Bioaffyll (Gyros AB).

Resultat

Monoklonala antikroppar

Lovande antikroppssvar i ELISA fran de inledande immuniseringarna erholls. Efter expansionen med
’limiting dilution”, i princip en monoklonal antikropp per brunn kunde inga positiva kloner dterfinnas.

Polyklonala antikroppar

Resultaten fran ELISA-forsok med polyklonala antikroppar fran kanin mot narasin presenteras i figur la
och b. Narasin konjugerat till BSA gav starkt positiva svar bade i serum fran 2 och 4 veckor efter
immunisering. Enbart BSA gav i stort sett ingen reaktion vilket tyder pa specificitet mot narasin. Inte
heller fanns nagot immunsvar péa ”0-serumet”, dvs ingen reaktion fanns innan immuniseringen av
kaninen.

Figur 2 visar resultaten for ELISA-test med KLH och KLH-konjugerat narasin. I detta fall visades
immunsvar mot rent KLH efter bade 2 och 4 veckor, medan savil rent KLH som KLH konjugerat med



narasin svarade mycket méttligt pa pre-immuniseringsserum ~0”. Aven om signal fanns for rent KLH var
immunsvaret starkare for narasin-KLH vid alla méitningar.

Férsok med kommersiella antikroppar

Resultaten fran forsoket att detektera tylosin 1 en nedskalad “inhibition assay” i Gyrolab Bioaffy[]
(Gyros AB) med kommersiellt tillgéngliga antikroppar visas i figur 2. Med detta system kunde tylosin
kvantiferas i omradet 60-500 pg/I.
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Figur la. Resultat av ELISA-test av kanin anti-narasin-antikroppar. N-BSA dr narasin konjugerat till
BSA, BSA dir endast okonjugerat BSA. Siffran 0, 1, 2 anger tiden efter immunisering ddr 0 fore, 1 dr
efter 2 veckor och 2 dr efter fyra veckor.
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Figur 1b.Resultat av ELISA-test av kanin anti-narasin-antikroppar. N-KLH dr narasin konjugerat till
KLH, KLH dr endast okonjugerat KLH. Siffran 0, 1, 2 anger tiden efter immunisering ddr 0 fore, 1 dr
efter 2 veckor och 2 dr efter fyra veckor.
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Figur 2. Detektion av tylosin med en "inhibition assay” i en Gyrolab Bioaffyll.Det linjira
koncentrationsomrddet dr indikerat med pilar.

Diskussion
Immunkemiska metoder bygger pd att selektiva antikroppar finns att tillga. Sddana antikroppar finns
kommersiellt for manga substanser. Tyvérr finns inte antikroppar mot narasin pa marknaden utan



antikroppar har producerats i liten skala i forskningsprojekt. Tidigare har immunkemiska metoder for
analys av narasin publicerats av bl a Peippo m 1 (2004,2005). Ett méal med det aktuella projektet var att
ta fram narasinspecifika antikroppar. Polyklonala antikroppar med specificitet for narasin konjugerat
med BSA producerades och testades med ELISA. Narasin dr en relativt liten molekyl (mw: 765), for att
4 bra immunsvar konjugeras ofta substanser med stora proteiner som BSA. Resultaten visar att
antikropparna som genererats via immunisering av kanin inte reagerar pa enbart BSA. Detta &dr lovande.
Annu finns diremot inga resultat som visar att antikropparna #r selektiva for fritt (okonjugerat) narasin,
mer forskning krévs for att visa detta.

Forsoken med att ta fram monoklonala antikroppar genom hybridom misslyckades trots att preliminéra
positiva resultat foreldg. Aktiviteten hos de monklonala antikropparna gick dock av okénd anledning
forlorad under expansionsfasen. Nya forsok kommer att géras men utom ramen for det hir rapporterade
projektet.

Ett annat av projektets mal vara att utnyttja ett nytt instrument, Gyrolab Bioaffyl] fér immunkemiska
analyser. Eftersom forsoken med egenproducerade antikroppar inte hann slutforas pa ett lyckosamt sétt
inom projektet gjordes ett annat experiment Or att testa mdjligheten att gora en automatiserad och
miniatyriserad immunkemisk analysmetod. Kommersiellt tillgdngliga antikroppar mot ett annat
antibiotikum, tylosin testades genom att géra en konventionell ”sandwich”-typ assay i Gyrolab Bioafty[].
Tylosin kunde i detta forsta forsok inte detekteras (data ej visade). Genom personlig kontakt med
specialister fran instrumenttillverkaren, Gyros AB, dndrades strategin till att producera ett
“inhibition”-typ test. Anledningen till detta var att erfarenhet visat att denna princip passar béttre dn
”sandwitch” for sma molekyler (tylosin mw <1000). Resultaten frén detta test var positiva och visade att
instrumentet passar bra for denna typ av analyser.

Publikationer och ovrig resultatformedling till niringen.

Ytterligare experiment och utredning krivs for att undersdka mojligheten att producera monoklonala
antikroppar mot narasin varfor publicering av resultat frén detta projekt inte kan ske omedelbart. De
prelimindra resultaten dr dock sé intressanta att denna forskning kommer att utforas snarast s att
publicering internationellt kan ske som forutskickats 1 projektplanen. Rapportering av uppnadda resultat
kommer att ske via SJVs foderrad och populariserat via SLF som angivits i planen.
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