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Vorrichtung und Verfahren zum Nachweis von Mykotoxinen

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zum Nachweis von Mykotoxinen sowie

Kits, die zur Durchfithrung des Verfahrens geeignet sind.

Der Nachweis von Mykotoxinen umfasst ein groBes Anwendungsgebiet z.B. im Nahrungs- und
Futtermittelbereich, in der Umweltanalytik, im Pflanzenschutz sowie in der biochemischen For-

schung.

Mykotoxine sind von Schimmelpilzen gebildete Giftstoffe mit sehr unterschiedlicher chemischer
Struktur. Mykotoxine kommen in Ernteprodukten wie Getreide, 6lhaltigen Samen und Friichten
vor und kénnen Ursache von Vergiftungen bei Mensch und Tier sein. Inzwischen sind iiber 300
verschiedene Mykotoxine identifiziert worden, die in ca. 25 Strukturtypen eingeteilt werden und
unterschiedliche toxische Wirkungen zeigen. Mykotoxine konnen, je nach Toxinart, akute oder
chronische Vergiftungen hervorrufen. Haufig vorkommende Gruppen von Mykotoxinen sind Afla-
toxine, Ochratoxine, Mutterkornalkaloide, Patulin und Fusarientoxine. Unter den Fusarientoxinen
sind Deoxynivalenol, Zearalenon, Nivalenol, T-2-/HT2-Toxin und die Fumonisine von besonderer
Bedeutung, da sie hiufig in Getreideerzeugnissen vorkommen. Entsprechend sollte ein Test auf
Mykotoxine, beispielsweise auf Toxine von Feldpilzen, z.B. Fusarientoxine, oder auf Toxine von
Lagerpilzen an den Getreideannahmestellen, bei Getreidehdndlern sowie Getreideverarbeitern,
beispielsweise Miihlen, Milzereien, Futtermittelhersteller, bei Landwirten, Beratungsstellen, Uni-
versititen oder Ministerien beispielsweise dem Ministerium fiir Verbraucherschutz durchgefiihrt

werden, um die Qualitdt der Nahrungsmittel sicherzustellen.

Im Stand der Technik sind eine Reihe von Verfahren zum Nachweis von Mykotoxinen bekannt.
Der Nachweis von Mykotoxinen erfolgt zum Beispiel durch chromatographische Verfahren wie
HPLC, die mit fluoreszenzbasierter, absorptiver oder massenspektrometrischer Detektion gekop-
pelt sein kann. Vor der HPLC-Analyse, beispielsweise einer Getreide-Probe, erfolgt in der Regel
die Anreicherung und Aufreinigung des Analyten mittels Immuno-Affinitits-Saulen. Nachteile
aller HPLC-basierten Verfahren sind die hohen Investitionskosten, die relativ komplexe Proben-
handhabung sowie lange Analysezeiten. Aufgrund der genannten Nachteile sind HPLC-basierte
Nachweisverfahren nicht zur schnellen, billigen und einfachen Analyse, beispielsweise von Ge-
treideproben in Getreide erzeugenden, annehmenden, handelnden oder verarbeitenden Betrieben
geeignet. Stattdessen erfolgt die HPLC-basierte Analyse in spezialisierten, analytischen Labors. In
der Praxis steht das Ergebnis dementsprechend erst mit einer Zeitverzdgerung von mehreren Tagen

zur Verfiigung.
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Eine alternative Methode zum Nachweis von Mykotoxinen ist die ELISA-Technik (Enzyme Lin-
ked Immuno Sorbent Assay). Fiir den ELISA-Test werden Mikrotiterplatten bereitgestellt, deren
Vertiefungen beispielsweise mit Fanger-Antikérpern beschichtet sind, die spezifisch an ein Myko-
toxin binden. Nachteile des ELISA-Tests sind die vielen Pipettier-, Wasch- und Inkubationsschrit-
te, die zu relativ langen Analysezeiten von mehr als 30 Minuten fithren kénnen. Dies verhindert es,
den Test schnell vor Ort auBerhalb eines analytischen Labors durchzufiihren. Zudem erlaubt der
Test nicht den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Analyten, da in der Regel jede Mikrotiterplatte

nur mit einer Sorte von Antikérpern beschichtet ist.

Eine weitere Methode zum Nachweis von Mykotoxinen sind Lateral Flow Assays (LFA). Zum
Nachweis von Mykotoxinen mittels LFA kann beispielsweise ein direkter, kompetitiver Immuno-
assay auf einem Nitrozellulosestreifen ausgefiihrt werden, wobei die zu analysierende Probe auf-
grund von Kapillarkriften durch den gesamten Nitrozellulosestreifen durchgezogen wird. Nachtei-
lig ist, dass das Verfahren nur einen qualitativen Mykotoxin-Nachweis erlaubt. Weiterhin nachtei-

lig ist, dass fiir jedes Mykotoxin bei diesem Test ein separater Streifen benotigt wird.

Im Stand der Technik finden sich auch Arbeiten zur Entwicklung von Nachweisverfahren fiir My-
kotoxine, beispielsweise beschrieben von M. M. Ngundi et al., Anal. Chem. 2005, 77, 148-154. In

diesem Verfahren wird ein indirekt, kompetitiver Inmuno-Assay zum Nachweis von Ochratoxin A

aﬁsgeﬁihrt, indem Ochratoxin A auf Glasobjekttrigern immobilisiert wird. Das Gemisch eines
fluoreszenzmarkierten Antik6rpers gegen Ochratoxin A und der zu ‘bestimmenden Probe wird auf
den Glasobjekttriger gegeben und nach Entfernen der nichtgebundenen Antikorper durch Waschen
kann dieser ausgelesen werden. Nachteilig bei diesem Verfahrens ist, dass Waschschritte und In-
Kubationszeiten von 10 bis 20 Minuten benétigt werden und aufwindige Fluoreszenz-Imaging-
Syteme zum Auslesen der Ergebnisse erforderlich sind. Dieses erméglicht es nicht, einen vor Ort
durchfiihrbaren Schnelltest auflerhalb eines analytischen Labors auf dieser Grundlage zu entwi-

ckeln.

Die im Stand der Technik bekannten Verfahren zum Nachweis von Mykotoxinen benétigen somit
hohe Investitionskosten aufgrund komplizierter Auslesegerite, beinhalten viele manuelle Schritte,

oder sind nicht auBerhalb eines analytischen Labors einsetzbar.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Verfiigung zu
stellen, das wenigstens einen der vorgenannten Nachteile des Standes der Technik iiberwindet,
insbesondere, ein Verfahren bereitzustellen, das schnell, einfach handhabbar und kostengiinstig

den Nachweis von Mykotoxinen in einer Probe ermdglicht.
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Diese Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zum Schnell-Nachweis von Mykotoxinen umfas-

send folgende Schritte:

a) Bereitsteilen eines Diinnschichtwellenleiters umfassend eine erste optisch transparente
wellenleitende Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b), wobei (b)
einen niedrigeren Brechungsindex besitzt als (a), auf dem spezifische und/oder affine Bin--
dungspartner als chemisches oder biochemisches Erkennungselement fir Mykotoxine

und/oder einen Bindungspartner rdumlich separiert immobilisiert werden,

b) Aufbringen einer Mykotoxin(e) enthaltenden Probe und von Bindungspartnern zu den

immobilisierten Bindungspartnern auf dem Diinnschichtwellenleiter,

c) Detektieren eines Signals im Evaneszentfeld aufgrund der Wechselwirkung der auf dem
Diinnschichtwellenleiter immobilisierten Bindungspartnern mit den Mykotoxinen aus der

Probe und/oder den Bindungspartnern,
d) Bestimmen der in der Probe vorliegenden Menge an Mykotoxin(en).

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des

Verfahrens zum Nachweis von Mykotoxinen.

Ein weiterer Gegenstand ist ein Kit geeignet zur Durchfiihrung des Verfahrens zum Nachweis von

Mykotoxinen.
Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspriichen.

Uberraschend wurde gefunden, dass das erfindungsgemiBe Verfahren zum Nachweis von Myko-
toxinen einfach durchzufiihren ist, und.auBerhalb spezialisierter Analyselabors durchgefiihrt wer-
den kann. Dies ermoglicht es, dass das erfindungsgemiBe Verfahren in Form eines Schnelltests
durchgefiihrt werden kann, ohne dass Proben notwendigerweise in ein Labor zur Analyse gegeben -
werden miissen. Weiterhin vorteilhaft ist, dass der Mykotoxinnachweis gemiB dem erﬁndungsge-
miflen Verfahren lediglich wenige oder keine Waschschritte bendtigt. Dies ist insbesondere von
Vorteil, da die Durchfilhrung von Waschschritten zeitaufwindig ist, den Erhalt eines Analyseer-
gebnisses verzogert, und insbesondere bei wenig sorgfiltiger oder unsachgemiBer Durchfiihrung

die Analyseergebnisse verzerren oder den Nachweis ginzlich unmoglich machen kann.

Die Kombination der vorteilhaften Eigenschaften des erfindungsgemiBen Verfahrens erméglicht
es, dass ein Nachweis von Mykotoxinen in Nahrungsmitteln beispielsweise an Getreideannahme-

stellen, bei Getreidehindlern oder Getreideverarbeitern durchgefiihrt werden kann. Insbesondere
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ermdglicht die einfache und schnelle Durchfiihrbarkeit des Verfahrens, dass dieses auch von Per-

sonen durchgefiihrt werden kann, die keine spezialisierten Analytiker eines Fachlabors sind.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen des Verfahrens verwendet man als Diinnschichtwellenleiter
einen Evaneszent-Feld-Biochip, der auf einem Diinnschichtwellenleiter basiert, vorzugsweise ei-

nen planaren optischen Wellenleiter-Biochip, der auf einem Diinnschichtwellenleiter basiert.

Optische Wellenleiter sind eine Klasse von Signalwandlern, mit denen man die Anderung der opti-
schen Eigenschaften eines Mediums detektieren kann, das an eine wellenleitende Schicht, typi-
scher Weise ein Dielektrikum, grenzt. Wird Licht als gefithrte Mode in der wellenleitenden
Schicht transportiert, fillt das Lichtfeld an der Grenzfliche Medium/Wellenleiter nicht abrupt ab,
sondern klingt in dem an den Wellenleiter angrenzenden sogenannten Detektionsmedium exponen-
tiell ab. Dieses exponentiell abfallende Lichtfeld wird als evaneszentes Feld bezeichnet. Andern
sich die optischen Eigenschaften des an den Wellenleiter grenzenden Mediums innerhalb des eva-

neszenten Feldes, kann dies iiber einen geeigneten Messaufbau detektiert werden.

Vorteilhaft bei der Verwendung von Wellenleitern als Signalwandler ist, dass bei an der Grenzfla-
che des Wellenleiters immobilisierten Erkennungselementen das Binden an das Erkennungsele-
ment oder die Reaktion des Erkennungselementes detektiert werden kann, wenn sich dabei die

optischen Eigenschaften des Detektionsmediums an der Grenzflache zum Wellenleiter dndern.

Entsprechend wird eine Zeitersparnis bei der Durchfiihrung des Nachweises ermoglicht, wie auch

eine Vereinfachung des Ablaufs.

Somit kann die Detektion eines Signals bzw. eines markierten Elements iiber die sich andernden
optischen Eigenschaften des Mediums, beispielsweise einer zu analysierenden Probe, direkt an der
Oberfliche des Signalwandlers bzw. Diinnschichtwellenleiters erfolgen, beispielsweise {iber eine
Anderung der Absorption, der Fluoreszenz, der Phosphoreszenz, der Luminseszenz oder #hnli-

chem.

Vorzugsweise detektiert man im Evaneszentfeld ein Fluoresienzsignal. ErfindungsgemiB ver-
wendbare Markierungselemente fiir eine Markierung der Bindungspartner, beispielsweise Myko-
toxine, Mykotoxin-Konjugate, Antikorper-Konjugate oder Antikorper sind vorzugsweise organi-
sche Fluorophore, Nanopartikel, fluoreszente Nanopartikel, Beads, fluoreszente Beads, fluoreszen-
te Proteine oder andere signalgebende Molekiile oder Einheiten oder beliebige Kombinationen
verschiedener Markierungselemente. Bevorzugt verwendet man lumineszenzfihig markierte Bin-
dungspartner. Bevorzugte Markierungselemente sind organische Fluorophore und/oder fluoreszen-

te Proteine.
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GemiB dem erfindungsgemiBen Verfahren kann der vorzugsweise fluoreszente markierte Bin-
dungspartner durch ein evaneszentes Feld angeregt werden. In bevorzugten Ausfithrungsformen
wird das Evaneszente Feld durch einen planaren optischen Wellenleiter, wie in US 5,959,292,
Duveneck et al. beschrieben erzeugt. Die isotrop emittierte Fluoreszenz ist durch einen geeigneten
Aufbau detektierbar. In anderen Ausfilhrungsformen kann die in den Wellenleiter eingekoppelten
Fluoreszenz durch ein geeigne_tes optisches Element aus dem Wellenleiter wieder ausgekoppelt

und mit einem geeigneten optischen Aufbau detektiert werden.

Von besonderem Vorteil ist, dass ein Abwaschen vorzugsweise fluoreszent markierter Bindungs-
partner oder einer markierte Bindungspartner enthaltenden Probe bzw. Lésung vor der Detektion
eines Signals eingeschriankt oder sogar vollig darauf verzichtet werden kann. Dieses ermoglicht
eine Zeitersparnis bei einem Mykotoxinnachweis wie auch eine Vereinfachung der Durchfiihrung,
da auch auf die Bereitstellung der iiblicherweise verwendeten verschiedenen Pufferlésungen des

Waschprotokolls verzichtet werden kann.

Verwendbare Diinnschichtwellenleiter umfassen vorzugsweise eine optisch transparente wellenlei-
tende. Schiéht (a) enthaltend Oxide ausgewihlt aus der Gruppe umfassend TiO,;, ZnO, Nb,Os,
Ta,Os, HfO, und/oder ZrO,, bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe umfassend TiO,, Ta,Os
und/oder Nb,Os. Vorzugsweise ist die optisch transparente wellenleitende Schicht (a) aus TiO,,
Zn0, Nb,Os, Ta,0s, HfO, oder ZrO,, bevorzugt TiO,, Ta,0Os oder Nb,O; ausgebildet. Insbesondere
hat sich die Verwendung von Tantalpentoxid als vorteilhaft herausgestellt, insbesondere bei der

Detektion eines Fluoreszenzsignals.

In bevorzugten Ausfithrungsformen bringt man auf den Diinnschichtwellenleiter, insbesondere auf
die optisch transparente wellenleitende Schicht (a) enthaltend Oxide ausgewihlt aus der Gruppe
umfassend TiO,, ZnO, Nb,Os, Ta,0s5, HfO, und/oder ZrO,, Mono- oder Mehrfachschichten von

Organophosphorsduren gemif3 der nachstehenden Formel (1)
R-OPO;H, (I)

und/oder Organophosphonséduren geméB der nachstehenden Formel (I1)
R-PO;H, (II)

und/oder deren Salze auf, wobei

R steht fiir Alkyl mit Cyo bis Cy4.

Bevorzugt verwendbar sind Organophosphorsduren und/oder Organophosphonséuren, vorzugswei-

se Organophosphate und/oder Organophosphonate, mit R ist ausgewihlt aus der Gruppe umfas-
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send unverzweigtes Alkyl mit Cyo bis Cy, vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe umfassend
unverzweigtes Alkyl mit C;; bis C,3, bevorzugt Dodecylphsophorsiure, Dodecylphosphat, Octade-
cylphosphonat und/oder Octadecylphosphonsiure.

Vorzugsweise sind Organophosphorsiduren bzw. Organophosphate, die in Form wasserloslicher
Salze aus wissriger Losung auf den Diinnschichtwellenleiter aufgebracht werden konnen ver-

wendbar.

In bevorzugten Ausfithrungsformen werden die Organophosphorsiduren und/oder Organophos-
phonsduren, vorzugsweise Organophosphate, in Form einer Monoschicht auf den Diinnschichtwel-
lenleiter, insbesondere einen Evaneszent-Feld-Biochip, vorzugsweise einen planaren optischen

Wellenleiter-Biochip, aufgebracht. Das Aufbringen kann in Form von Tauchverfahren erfolgen.

Die Monoschicht oder Monolayer kann als eine Haftvermittlungsschicht auf die optisch transpa-
rente Schicht ausgebildet aus Oxiden aufgebracht werden. Vorteilhafter Weise kénnen Orga-
nophosphorsduren und/oder Organophosphonsiduren mit Erkennungselementen, insbesondere mit
Proteinen oder an Proteine gekoppelten Erkennungselementen wechselwirken und die Bindung der

Erkennungselemente an den Biochip verstérken.

Verwendbare Bindungspartner sind vorzugsweise ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Anti-
Mykotoxin—Antikc'irper, Anti-Mykotoxin-Antikérper-Konjugate, = Mykotoxine, = Mykotoxin-
Konjugate, Fragmente von Anti-Mykotoxin-Antikérpern, Mykotoxin-bindende Peptide, Mykotoxin-
bindende Anticaline, Mykotoxin-bindende Aptamere, Mykotoxin-bindende Spiegelmere und/oder
Mykotoxin-bindende imprinted Polymers, bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Anti-
Mykotoxin-Antikorper, Anti-Mykotoxin-Antikérper-Konjugate, Mykotoxine und/oder Mykotoxin-
Konjugate. |

Die Bindungspartner wechselwirken jeweils spezifisch und/oder affin mit dem jeweils anderen
Bindungspartner. Beispielsweise binden Anti-Mykotoxin-Antikorper, die auf einem Diinnschicht-
wellenleiter aﬁfgebracht werden, affin an auf diesem Diinnschichtwellenleiter immobilisierte My-
kotoxine. Ebenso binden auf einem Diinnschichtwellenleiter immobilisierte Anti-Mykotoxin-
Antikorper affin an Mykotoxine oder Mykotoxin-Konjugate, die auf den Diinnschichtwellenleiter
aufgebracht werden. Die Spezifitit der Bindung héngt dabei von den verwendeten Affinititspart-
nern ab. So binden verwendbare kreuzreaktive Anti-Mykotoxin-Antikdrper affin an die entspre-
chenden Mykotoxine, beispielsweise der Gruppe der Fumosine, aber weniger spezifisch als bei-
spielsweise ein spezieller Antikorper gegen Fumosin B1 wire. Bindungspartner, die immobilisiert

sind, werden auch als Erkennungselement oder "Féngermolekiile" bezeichnet.
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Anti-Mykotoxin-Antikorper-Konjugate und Mykotoxin-Konjugate sind beispielsweise ausbildbar
aus einem Protein und Anti-Mykotoxin-Antikérper oder Mykotoxin.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen beispielsweise bei indirekt kompetitiven Assays sind die immobi-
lisierten Bindungspartner Mykotoxin-Konjugate. Mykotoxin-Konjugate sind vorzugsweise ausbild-
bar aus Mykotoxin gebunden an Proteine, beispielsweise Rinderserumalbumin (BSA, Bovine Serum
Albumine). Von besonderem Vorteil bei der Verwendung eines solchen Mykotoxin-BSA-Konjugats
ist, dass eine Verbesserimg der Bindung des Mykotoxins an den Diinnschichtwellenleiter iiber eine
Wechselwirkung zwischen Protein und Organophosphorsduren und/oder Organophosphonsiduren
ausgebildet werden kann. Dies kann eine Verbesserung der Haftung der Erkennungselemente an dem

Diinnschichtwellenleiter zur Verfiigung stellen.

Ein Markierungselement, beispielsweise ein Fluoreszenzfarbstoff oder Fluorophor, kann direkt an
einen Bindungspartner, beispielsweise an einen Anti-Mykotoxin-Antikorper oder an ein Mykoto-
xin gebunden sein, oder iiber ein spacer-Elemeht, beispielsweise ein Protein oder eine Alkyl- oder
Polyethylenglycol-Kette. Das Markierungselement, beispielsweise ein Fluoreszenzfarbstoff oder
Fluorophor, ist vorzugsweise iiber ein Protein an die Mykotoxine gebunden. Ein geeignetes Protein
ist beispielsweise BSA. Eine Bindung eines Fluorophors an ein Mykotoxin mittels BSA kann die
Bindung des Markierungselements an die Bindungspartner, beispielsweise Antikorper, deutlich
verbessern. Ein weiterer Vorteil ergibt sich dadurch, dass aufwindige Verfahren zur direkten Bin-
dung beispielsweise eines Fluorophors an ein Mykotoxin vermieden werden kdnnen. Vorzugswei-
se sind als Bindungspartner fiir einen immobilisierten Anti-Mykotoxin-Antikorper fluoresenzmar-

kierte Mykotoxin-BSA-Konjugate verwendbar, beispielsweise in einem direkt kompetitiven Assay.

Der Nachweis der Mykotoxine kann grundsitzlich in auf einem Diinnschichtwellenleiter aufbringba-
re Proben, Losungen oder sonstigen Medien erfolgen. In bevorzugten Ausfithrungsformen sind die
Proben Nahfungsmittel fiur Mensch oder Tier. Bevorzugt erfolgt der Nachweis von Mykotoxinen
gemifl dem erfindungsgemiBen Verfahren in Getreide, Getreideprodukten, Wein, Siften oder Friich-

ten, und/oder in Getreide, Wein, Sifte und/oder Friichte enthaltenden Produkte. Hierbei kann die zu

-analysierende Probe beispielsweise ein Nahrungsmittel oder Produkt auf den Diinnschichtwellenlei-

ter aufgebracht werden oder mit einem Losemittel oder Losemittelgemisch extrahiert werden und der

extrahierter Extrakt verwendet werden. Der Extrakt kann verdiinnt oder konzentriert verwendbar sein.

Die Mykotoxine konnen aus der zu untersuchenden Probe, zum Beispiel Getreide oder andere Nah-
rungsmittel, durch Behandlung mit einem Losemittel oder Losemittelgemisch herausgeldst werden.
Beispielsweise konnen MyKotoxine aus Getreideproben durch Mahlen und anschlieBende Extraktion
mit Wasser oder organischen Losemitteln oder Lésemittelgemischen, beispielsweise mit Gemischen

aus Wasser, das gegebenenfalls mit Puffersubstanzen, Salzen, Siuren oder Basen und anderen Zusiit-
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zen versetzt sein kann, und organischen Losemitteln, beispielsweise mit Gemischen aus Wasser und

Methanol oder Ethanol oder Wasser und Acetonitril herausgelost werden. Andere Verfahren, die zur
Extraktion der Mykotoxine fiihren, sind dem Fachmann bekannt. Die erhaltenen, gelésten Mykotoxi-
ne kénnen anschlielend direkt oder nach Verdiinnung oder Anreicherung auf dem Diinnschichtwel-

lenleiter oder Chip analysiert werden.

Verwendbare Erkennungselemente, die auch als "Fiangermolekiile" bezeichnet werden, vorzugs-
weise ausgewdhlt aus der Gruppe umfassend Anti-Mykotoxin-Antikorper, Anti-Mykotoxin-

Antikorper-Konjugate, Mykotoxine und/oder Mykotoxin-Konjugate, vbrzugsweise zwei oder meh-

re‘revverschiedene, konnen auf der Diinnschichtwellenleiter- oder Chip-Oberfldche kovalent oder

nichtkovalent, beispielsweise durch hydrophobe Adsorption, immobilisiert werden. Ein Immobili-
sieren kann beispielsweise durch ein als Spotting bezeichnetes Aufbringen der Erkennungselemen-
te in Form von Messfeldern, sogenannten Spots, auf die Diinnschichtwellenleiter- oder Chipober-
flache erfolgen. Vorzugsweise erfolgt ein Spotting von Losung vorzugsweise von Pufferlosungen,
den das oder die Bindungspartner als Erkennungselement enthalten, durch Gerite zum automati-
schen Aufbringen, sogenannte Spotter. Vorzugsweise werden die Diinnschichtwellenleiter oder
Chips nach dem Spotten wenigstens eine Stunde, vorzugsweise einige Stunden inkubiert, so dass

die Erkennungselemente auf dem Diinnschichtwellenleiter oder Chip anheften kénnen.

Es ist bevorzugt, dass die Biochips nach dem Spotten fiir wenigstens eine Stunde, vorzugsweise 2
Stunden bis 6 Stunden, besonders bevorzugt 3 Stunden bis 4 Stunden mit einer Proteinldsung, vor-
zugsweise einer Losung eines verwendbaren Blocking-Proteins, beispielsweise BSA, behandelt
werden. Nach dem Entfernen der Lésuhg konnen die Diinnschichtwellenleiter oder Bidchips ge-

trocknet und gelagert werden.

Das Aufbringen der Probe und der vorzugsweise fluoreszent markierten Bindungspartner zu den
immobilisierten Erkennungselementen auf dem Diinnschichtwellenleiter, bevorzugt Evaneszent-
Feld-Biochip, vorzugsweise einen planaren optischen Wellenleiter-Biochip, kann gleichzeitig oder
nacheinander erfolgen. So kann die Zugabe von vbrzugsweise fluoreszent markierten Bindungs-
partnern, beispielsweise von einem oder mehreren vorzugsweise fluoreszenzmarkierten Mykotoxi-
nen, Mykotoxin-Konjugaten oder Antikdrpern gegen ein oder mehrere Mykotoxine, vor oder wih-
rend der Inkubation einer Probe, beispielsweise eines Extrakts auf dem Chip erfolgen. Es kann
auch beispielsweise ein Extrakt einer zu untersuchenden Probe im Gemisch mit bevorzugt markier-
ten, vorzugsweise fluoreszenzmarkierten Mykotoxinen, Mykotoxin-Konjugaten oder Antikdrpern

gegen ein oder mehrere Mykotoxine auf den Chip gegeben werden.

Von besonderem Vorteil ist, dass die Probe geméf dem erfindungsgemiBen Verfahren weniger als

15 Minuten, vorzugsweise weniger als 10 Minuten, besonders bevorzugt weniger als 5 Minuten,
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vor der Detektion des Signals mit den immobilisierten Bindungspartnern als chemisches oder bio-
chemisches Erkennungselement auf dem Diinnschichtwellenleiter und/oder den Bindungspartnern

inkubieren kann.

Diese ermdglicht einen grofen Vorteil gegeniiber bekannten Verfahren, die Inkubationszeiten mit
aufgebrachtem Mykotoxinkonjugat mit einer Lésung von markierten Mykotoxinantikérpern von
teilweise bis zu zwei Stunden bendtigen, oder gegeniiber Verfahren, die Vorinkubationen der Pro-
ben mit markierten Anti-Mykotoxin-Antikorpern erfordern. Dies ermdglicht, dass die Bestimmung
der Mykotoxine gemifl dem erfindungsgeméBen Verfahren gegeniiber bekannten Verfahren deut-
lich schneller erfolgen kann, Insbesondere kann die Inkubationszeit deutlich verkiirzt werden. In
besonders bevorzugten Ausfiihrungsformen kann die Inkubationszeit unter 10 Minuten oder sogar
lediglich 5 Minuten betragen. Insbesondere in Kombination mit dem weiteren Vorteil, dass auf
Waschschritte.verzi.éhtet werden kann, wird erméglicht, dass durch das erﬁndungsgemﬁBe Verfah-
ren ein Ergebnis in weniger als 20 Minuten, vorzugsweise in weniger als 15, besonders bevorzugt

in weniger als 10 Minuten vorliegen kann.

Unter Verwendung des erfindungsgeméBen Verfahrens konnen Mykotoxine quantitativ und vor-
zugsweise mit geringer Variation bestimmt werden. Beispielsweise kann der sogenannte Interla-
bor-Variationskoeffizient, ein MaB fiir die Vergleiéhspréizision, weniger als 50 %, bevorzugt weni-
ger als 40 % betragen. Weiterhin kann der sogenannte Intralabor-Variationskoeffizient, ein Maf}
fiir die Wiederholprézision, weniger als 20 % betragen. Dies ermdglicht die Verwendung des er-
findungsgemiBen Verfahrens im Rahmen eines standardisierten und einfachen Verfahrens zur
Bestimmung von Mykotoxinen in Nahrungsmitteln, beispielsweise Getreide, Getreideprodukten

oder Wein.

Nachweisbare Mykotoxine sind vorzugsweise ausgewiéhlt aus der Gruppe umfassend Aflatoxine,

, Ochratoxine, Mutterkornalkaloide, Patulin und/oder Fusarientoxine beispielsweise ausgewihlt aus

der Gfuppe umfassend Deoxynivalenol, Nivalenol, Zearalenon, T-2 Toxin, HT-2 Toxin, Ochrato-
xin A und/oder Fumonisine. Fumonisine sind vorzugsweise ausgewihlt aus der Gruppe umfassend

Fumonisin B1, Fumonisin B2 und/oder Fumonisin B3.

Entsprechend sind verwendbare Bindungs.partner bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe der Myko-
toxine umfassend Aflatoxine, Ochratoxine, Mutterkornalkaloide, Patulin und/oder Fusarientoxine
beispielsweise ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Deoxynivalenol, Nivalenol, Zearalenon, T-2
Toxin, HT-2 Toxin, Ochratoxin A und/oder Fumonisine und Antikérper gegen Mykotoxine aus-
gewihlt aus der Gruppe umfassend Aflatoxine, Ochratoxine, Mutterkornalkaloide, Patulin
und/oder Fusarientoxine beispielsweise ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Deoxynivalenol,

Nivalenol, Zearalenon, T-2 Toxin,' HT-2 Toxin und/oder Fumonisine.
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Abhingig von der Art des verwendeten Immunoassay werden einer der Bindungspartner, bei-
spielsweise im Fall eines indirekt kompetitiven Inmnunoassays eines oder mehrere der Mykotoxi-
ne, als Erkennungselement auf dem Diinnschichtwellenleiter immobilisiert, wihrend der andere
Bindungspartner, beispielsweise im Fall eines indirekt kompetitiven Immnunoassays einer oder
mehrere der Anti-Mykotoxin-Antikdrper, vor oder gleichzeitig mit der Probe, auf den Diinn-
schi(_:htwellen]eiter gegeben werden. hierbei ist der zuzugebende Bindungspartner vorzugsweise

lumineszenzfihig markiert, bevorzugt mit einem Fluorophor markiert.

Vorzugsweise sind verwendbare Bindungspartner ausgewidhlt aus vder Gruppe umfassend Deoxy-
nivalenol, Nivale_inol, Zearalenon, T-2 Toxin, HT-2 Toxin, Ochratoxin A und/oder Fumonisin B1,
Fumonisin B2 und/oder Fumonisin B3 und Antikérper gegen Mykotoxine ausgewihlt aus der
Gruppe umfassend aﬁs der Gruppe umfassend Deoxynivalenol, Nivalenol, Zearalenon, T-2 Toxin,

HT-2 Toxin, Ochratoxin A und/oder Fumonisin B1, Fumonisin B2 und/oder Fumonisin B3.

Hierbei sind vorzugsweise monoklonale Antikdrper gegen Mykotoxin verwendbar, beispielsweise
Anti-Fumosin B1, Anti-Fumosin B2 oder Anti-Fumosin B3. Weiterhin verwendbar sind Antikor-
per, die gegen die Gruppe der Fumosine wirken. Verwendbare Bindungspartner, vor;ugsweise
Antikorper gegen Mykotoxine, konnen einzeln oder im Gemisch verwendet werden, weiterhin sind

ebenfalls kreuzreaktive Antikoérper verwendbar.

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgeméBen Verfahrens ergibt sich daraus, dass Mykotoxine
durch das erfindungsgemifle Verfahren mit erhdhter Sensitivitit nachweisbar sind. Beispielsweise
konnen Mykotoxine, insbesondere in Nahrungsmitteln fiir Mensch oder Tier, beispiielsweise Ge-
treide, Wein, Sifte, Friichte und/oder Produkte daraus, oder in Extrakten der Nahrungsmittel oder
Produkte noch im Bereich nanomolarer oder picomolarer Konzentrationen der Mykotoxine nach-
weisbar sein. Beispielsweise kénnen Mykotoxine in Getreideextrakt noch im Bereich von 0,1 pM
bis 100 nM Mykotoxin, vorzugsweise im Bereich von 1 pM bis 1 nM Mykotoxin, nachgewiesen
werden. insbesondere kénnen Konzentrationen von weniger als 1 nM, vorzugsweise von weniger
als 100 pM Mykotoxin, bevorzugt von weniger als 10 pM Mykotoxin, besonders bevorzhgt weni-

ger als 1 pM Mykotoxin nachweisbar sein.

Weiterhin kénnen Mykotoxine in Getreideextrakt im Bereich von 10 ppb bis 10000 ppb Mykoto-
xin, in Getreide im Bereich von 10 ppb bis 10000 ppb Mykotoxin, nachweisbar sein. Vorzugs-
weise konnen Mykotoxine in Getreideextrakt im Bereich von < 0,1 ppb Mykotoxin, bevorzugt im
Bereich von < 0,01 ppb Mykotoxin, besonders bevorzugt im Bereich von < 10™ ppb Mykotoxin, in
Getreide im Bereich von < 0,1 ppb Mykotoxin, bevorzugt im Bereich von < 0,01 ppb Mykotoxin,

besonders bevorzugt im Bereich von < 10™ ppb Mykotoxin, nachweisbar sein.
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Dies ermoglich auBlerhalb eines analytischen Labors eine genauere Bestimmung der in Nahrungs-

mitteln enthaltenen Mykotoxine als bislang méglich.

Das erfindungsgemiBe Verfahren erméoglicht, dass man wenigstens zwei Mykotoxine, vorzugswei-
se 2 bis 1000 Mykotoxine, bevorzugt 5 bis 100 Mykotoxine nachweisen kann. Insbesondere kén-
nen die Mykotoxine gleichzeitig bestimmt werden. Dies bedeutet einen grofen Vorteil gegeniiber
bekannten Verfahren, die zumeist lediglich den Nachweis eines einzigen Mykotoxins gleichzeitig

erlauben.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des Verfahrens zum Nachweis von Mykotoxinen sieht vor, dass
man auf der Oberfliache eines Diinnschichtwellenleiters umfassend eine erste optisch transparente
wellenleitende Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b), wobei (b) einen
niedrigeren Brechungsindex besitzt als (a), spezifische und/oder affine Bindungspartner als chemi-
sches oder biochemisches Erkennungselement fiir Mykotoxine und/oder einen Bindungspartner
rdumlich separiert immobilisiert. AnschlieBend kénnen die zu analysierende Probe und die vor-
zugsweise mit einem Fluorophor markierten Bindungspartner gleichzeitig oder aufeinanderfolgend
zugegeben werden. Die spezifische und/oder affine Wechselwirkuhg zwischen den auf dem Diinn-
schichtwellenleiter immobilisierten Bindungspartnern, den Mykotoxin(en) der Probe und/oder den
vorzugsweise mit einem Fluorophor markierten Bindungspartnern kann als Signaldnderung im
evaneszenten Feld detektiert werden. Die Anwesenheit eines Mykotoxins in der Probe fiihrt dabei

zu einer Anderung des Signals im evaneszenten Feld.

ErﬁndungsgeméiB kann der Nachweis der Mykotoxine durch einen Assay, beispielsweise einen
immuno—Assay auf dem Chip erfolgen. Der Nachweis der Mykotoxine erfolgt vorzugsweise in
Form eines Immunoassays, bevorzugt eines kompetitiven Immunoassays, beispielsweise eines
direkt oder indirekf kompetitiven Immunoassays, besonders bevorzugt in Form eines indirekt kom-

petitiven Immunoassays.

Eine bevorzugte Aﬁsﬁihrungsform des Verfahrens zum Nachweis von Mykotoxinen in Form eines
direkt kompetitiven Immunoassays kann vorsehen, dass man auf der Oberfliche eines Diinn-
schichtwellenleiters umfassend eine erste optisch transparente wellenleitende Schicht (a) auf einer
zweiten dptisch transparenten Schicht (b), wobei (b) einen niedrigeren Brechungsindex besitzt als
(a), Anti-Mykotoxin-Antik6rper als chemisches oder biochemisches Erkennungselement fiir Myko-
toxine rdumlich separiert immobilisiert. AnschlieBend kénnen vorzugsweise mit einem Fluorophor
markierte Mykotoxine oder vorzugsweise mit einem Fluorophor markierte Mykotoxin-BSA-
Konjugate gleichzeitig oder vor der zu analysierenden Probe zugegeben werden. Die Wechselwir-
kung zwischen den auf dem Diinnschichtwellenleiter immobilisierten Anti-Mykotoxin-Antikérper,

den Mykotoxin(en) der Probe und/oder den vorzugsweise mit einem Fluorophor markierten Myko-
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toxine oder Mykotoxin-BSA-Konjugate kann als Signalidnderung im evaneszenten Feld detektiert

werden.

Im Falle eines direkten kompetitiven Inmuno-Assays kdnnen, vorzugsweise zwei oder mehrere
verschiedene, Anti-Mykotoxin-Antikorper auf der Chip-Oberfliache kovalent oder nichtkovalent
immobilisiert werden, beispielsweise durch Spotting. Wird beispielsweise ein Extrakt einer zu
untersuchenden Probe im Gemisch mit vorzugsweise fluoreszenzmarkierten Mykotoxinen oder
MykotoxinQKonjugaten auf den Chip gegeben, kommt es zur Kompetition der markierten und un-
markierten Mykotoxine bzw. Mykotoxin-Konjugate um die auf dem Chip verfiigbaren Antikdrper-
Bindungsstellen; Die Zugabe der fluoreszenzmarkierten Mykotoxine kann vor oder wihrend der
Inkubation des Extrakts auf dem Chip erfolgen. Die Menge der an die immobilisierten Antikorper
gebundenén markierten Mykotbxine ist umgekehrt proportional zu der im Extrakt befindlichen

Menge an Mykotoxinen.

Der Nachweis kann auch in Form eines Sandwich-Assays ausgefiihrt werden. In diesem Fall wer-
den anstelle der markierten Mykotoxihe oder Mykotoxin-Konjugate markierte Detektionsantikér-
per verwendet, die an einen immobilisierten Komplex aus auf dem Chip immobilisierten Antikor-
per und Mykotoxin binden. Beim Sandwich-Assay ist die Menge der an die Antikdrper gebunde-

nen Fluorophore proportional zu der Konzentration der Mykotoxine im Extrakt.

Eine weitere bevorzugte Ausfilhrungsform des Verfahrens zum Nachweis von Mykotoxinen in
Form eines indirekt kompetitiven Immunoassays kann vorsehen, dass man auf der Oberflache eines
Diinnschichtwellenleiters umfassend eine erste optisch transparente wellenleitende Schicht (a) auf
einer zweiten optisch transparenten Schicht (b), wobei (b) einen niedrigeren Brechungsindex be-
sitzt als (a), Mykotoxine oder vorzugsweise mit einem Fluorophor markierte Mykotoxin-BSA-
Konjugate als chemisches oder biochemisches Erkennungselement raumlich separiert immobili-
siert. AnschlieBénd kénnen vorzugsweise mit einem Fluorophor markierte Anti-Mykotoxin-
Antikérper gleichzeitig oder vor der zu analysierenden Probe zugegeben werden. Die Wechselwir-
kung zwischen den auf dem Diinnschichtwellenleiter immobilisierten Mykotoxine oder vorzugs-
weise mit einem Fluorophor markierte Mykotoxin-BSA-Konjugate, den Mykotoxin(en) der Probe
und/oder den vorzugsweise mit einem Fluorophor markierten Anti-Mykotoxin-Antikérper kann als

Signalidnderung im evaneszenten Feld detektiert werden.

Erfindungsgemifl kann der Nachweis der Mykotoxine auch durch einen indirekten, kompetitiven
Immuno-Assay erfolgen. In diesem Fall kénnen Mykotoxine oder Mykotoxin-Konjugate, beispiels-
weise Mykotoxin-Protein-Konjugate, vorzugsweise Mykotoxin-BSA-Konjugate, auf dem Chip im-
mobilisiert werden. Wird ein Extrakt einer zu untersuchenden Probe im Gemisch mit vorzugsweise

fluoreszenzmarkierten Anti-Mykotoxin-Antikérpern auf den Chip gegeben, kommt es zur Kompetiti-
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on der immobilisierten und der in Losung befindlichen Mykotoxine um die verfligbaren Bindungs-
stellen der fluoreszenzmarkierten Antikorper. Die Zugabe der fluoreszenzmarkierten Anti-
Mykotoxin-Antikérper kann vor oder wihrend der Inkubation des Extrakts auf dem Chip erfolgen.
Die Menge der gebundenen markierten Antikorper ist in diesem Fall umgekehrt proportional zu der

im Extrakt befindlichen Menge an Mykotoxinen.

Weiterhin ist von Vorteil, dass die Detektion des Signals im Evaneszentfeld mittels eines Auslese-
gerits erfolgen kann. Das Auslesegerit kann beispielsweise ein robustes und kostengiinstiges Aus-

lesegerit sein.

Die Auswertung der Signalintensitit, beispielsweise der Fluoreszenzintensitit kann mittels einer
geeigneten Software erfolgen, ebenso wie die Berechnung der in der Probe vorliegenden Menge

der Mykotoxine.

Die zur Verfiigung gestellten Vorteile des erfindungsgemifien Verfahrens, insbesondere eine

Kombination eines einfach durchfiihrbaren Verfahrens, der Moglichkeit gleichzeitig mehrere My-

‘kotoxine quantitativ auf einem robusten und kostengiinstigen Auslesegerit nachweisen zu konnen,

ermoglicht einen einfachen und schnellen Nachweis von Mykotoxinen auBerhalb eines analyti-

schen Labors.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft eine Vorrichtimg zur Durchfiihrung des Verfahrens

zum Nachweis von Mykotoxinen.

Die Vorrichtung zur Durchfithrung des Verfahrens zum Nachweis von Mykotoxinen weist einen
Diinnschichtwellenleiter, bevorzugt einen planaren optischen Wellenleiter-Biochip auf, der auf
einem Diinnschichtwellenleiter basiert, umfassend eine erste optisch transparente wellenleitende
Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b), wébe_i (b) einen niedrigeren Bre-
chungsindex‘ besitzt als (a). Vorzugsweise sind die Erkennungselemente auf der Schicht (a) immo-

bilisiert.

Geeignete planare optische Wellenleiter sind beispielsweise in der WO 01/92870 oder in US
5,959,292 beschrieben.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Vorrichtung kann die optisch transparente Schicht (b) des
Diinnschichtwellenleiters, vorzugsweise planaren optischen Wellenleiter-Biochips, aus Silikaten
wie Glas oder Quarz oder aus einem transparenten Kunststoff, bevorzugt ausgewihlt aus der
Gruppe umfassend Polycarbonate, Polyimide, Polymethacrylate, Polystyrene, zyklische Polyolefi-

ne, und/oder zyklische Polyolefin-Copolymere vorzugsweise aus zyklischen Polyolefinen oder
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zyklischen Polyolefin-Copolymeren, ausgebildet sein. Geeignete Kunststoffe zur Herstellung der

optisch transparenten Schicht (b) sind beispielsweise in der WO 03/020488 beschrieben.

Bevorzugt sind transparente thermoplastische oder spritzbare Kunststoffe, beispielsweise ausge-

wihlt aus der Gruppe umfassend Polycarbonat, Polyimid, Acrylat, insbesondere Polymethyl-

methacrylat, oder Polystyrol.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Vorrichtung kann die optisch transparente wellenleitende
Schicht (a) Oxide ausgewéihlt aus der Gruppe umfassend TiO,, ZnO, Nb,Os, Ta,0s, HfO, und/oder
Zr0O,, bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe umfassend TiO,, Ta,Os und/oder Nb,Os umfassen. Es
sind auch. Kombinationen mehrerer derartiger Oxide verwendbar. Vorzugsweise ist eine optisch
transparente wellenleitende Schicht (a) aus TiO,, ZnO, Nb,Os, Ta,05, HfO, oder ZrO,, bevorzugt
TiO,, Ta;Os oder Nb,Os ausgebildet. Insbesondere hat sich die Verwendung von Tantalpentoxid

als vorteilhaft herausgestellt.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen umfasst der Diinnschichtwellenleiter, insbesondere auf der
éptisch transparenten Schicht enthaltend Oxide ausgewihlt aus der Gruppe umfassend TiO,, ZnO,
Nb205, Ta,Os, HfO, und/oder ZrO,, Mono- oder Mehrfachschichten von Organophosphorsiuren

gemil der nachstehgnden Formel (I)
R-OPO;H, (I)

und/oder Organophosphonsiuren gemiB der nachstehenden Formel (I1)
R-PO;H, (II)

und/oder deren Salze, wobei

R steht fiir Alkyl mit Cyg bis Cys.

Bevorzugt verwendbar sind .Organophosphorséiuren und/oder Organophosphonséuren, vorzugswei-
se Organophosphate und/oder Organophosphonate mit R ist ausgewihlt aus der Gruppe umfassend
unverzweigtes Alkyl mit Cyo bis Cy, vorzugsweise ausgewihlt aus der Gruppe umfassend unver-
zweigtes Alkyl mit C,; bis C,s, bevorzugt Dodecylphsophorsiure, Dodecylphosphat, Octadecyl-
phosphonat und/oder Octadecylphosphonsiure.

Vorzugsweise sind Organophosphorsduren bzw. Organophosphate, die in Form wasserldslicher

Salze aus wissriger Losung auf den Diinnschichtwellenleiter aufgebracht werden kénnen.
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In bevorzugten Ausfiihrungsformen sind die Organophosphorsiduren und/oder Organophosphon-
sduren, vorzugsweise Organophosphate, in Form einer Monoschicht auf den Diinnschichtwellen-
leiter, insbesondere einen Evaneszent-Feld-Biochip, vorzugsweise einen planaren ‘optischen Wel-

lenleiter-Biochip, aufgebracht.

Die Monoschicht oder Monolayer kann als eine Haftvermittlungsschicht auf die optisch transpa-
rente Schicht ausgebildet aus Oxiden aufgebracht werden. Vorteilhafter Weise konnen Orga-
nophosphorsiuren und/oder Organophosphonsiuren mit Erkennungselementen, insbesondere mit
an Trégerproteine ggkOppelten Erkennungselementen wechselwirken und die Bindung der Erken-

nungselemente an den Biochip verstirken.

In einer bevorzugten Form der Vorrichtung sind die Organophosphorsduren und/oder Orga-
nophosphonséuren, vorzugsweise Organophosphate, auf dem Diinnschichtwellenleiter vorzugswei-
se auf der optisch transparenten Schicht ausgebildet aus Oxiden in Form einer Haftvermittlungs-
schicht aufgebracht. Die Haftvermittlungsschicht kann die Bindung der Erkennungselemente an

den Diinnschichtwellenleiter oder Biochip verstirken.

Es ist bevorzugt, dass die Haftvermittlungsschicht eine Dicke von weniger als 200 nm, vorzugs-

weise von weniger als 20 nm, aufweist.

Vorzugsweise erfolgt die Einkopplung des Anregungslichtes in die optisch transparente wellenlei-

tende Schicht (a) unter Verwendung von einer oder mehreren Gitterstrukturen.

Vorzugsweise ist die Gitterstruktur ein Reliefgitter mit beliebigem Profil, beispielsweise mit
Rechteck-, Dreieck- oder halbkreisfsrmigem Profil, oder ein Phasen- oder Volumengitter mit einer
periodischen Modulation des Brechungsindex in der im wesentlichen planaren optisch transparen-
ten Schicht (a). Die Gitterstruktur kann auch ein diffraktives Gitter mit einer einheitlichen Periode
sein oder ein multidiffraktives Gitter. Die Gitterstruktur kann eine senkrecht oder parallel zur Aus-
breitungsrichtuhg des in die optisch transparente wellenleitende Schicht (a) eingekoppelten Anre-

gungslichts rdumlich variierendePeriodizidt aufweisen

Es ist b\evorzugt, dass die zur Einkopplung des Anregungslichtes verwendbaren Gitterstrukturen
eine Periode im Bereich von 200 nm bis 1000 nm, vorzugsweise im Bereich von 200 nm bis 400
nm aufweisen. Es ist weiterhin bevorzugt, dass die Modulationstiefe des Gitters im Bereich von 3
nm bis 60 nm, vorzugsweise im Bereich von 10 nm bis 40 nm liegt. Es wird bevorzugt, dass das
Verhiltnis von Modulationstiefe zur Dicke der ersten optisch transparenten wellenleitenden

Schicht (a) gleich oder kleiner als 0,4 ist. Es ist ebenfalls bevorzugt, dass die Brechungsindexmo-
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dulation sowohl an der Grenzfliche zwischen Schicht a und Schicht b als auch an der Grenzfliche

von Schicht a zum Analysenmedium ausgeprigt ist.

Vorzugsweise weist die optisch transparente wellenleitende Schicht (a) eine Dicke im Bereich von
40 nm bis 1000 nm, bevorzugt im Bereich von 40 nm bis 300 nm, noch bevorzugter im Bereich

von 80 nm bis 200 nm, auf.

Der Unterschied in den Brechungsindizes zwischen Schicht (a) und (b) betrigt vorzugsweise > 0,2

bevorzugt > 0,5, und liegt noch bevorzugter bei 0,56.

Die Wellenldange des Anregungslichts liegt vorzugsweise im Bereich von 300 nm bis 1100 nm,
bevorzugt im Bereich von 300 nm bis 800 nm, noch bevorzugter im Bereich von 500 nm bis 700

nm., .

Geeignetes Anregungslicht kann iiber eine Gitterstruktur eingekoppelt werden, an welche sich in
Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Lichts ein unmodulier-
ter Bereich der Schicht (a) mit einer darauf befindlichen Vielzahl von Messbereichen in einem »
Array anschlieit, auf denen der Nachweis der verschiedenen Mykotoxine erfolgt. Daran kann sich
in der Ausbreitungsrichtung des gefiihrten Lichts vorteilhaft eine oder mehrere weitere Gitterstruk-
turen mit einem dahinter befindlichen weiteren Array von Messbereichen anschlieSen. Alternativ
konnen sich die Messbereiche eines Arrays oder auch einer Vielzahl von Arrays auf dem modulier-
ten Bereich der Schicht (a) befinden.

Es wird bevorzugt, dass jedem in Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten Anregungslichts nach-
folgenden Array von Messbereichen eine fiir dieses Array spezifische Gitterstruktur zur Auskopp-
lung dieses Anregungslichts zugeordnet ist, wobei senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des einge-
koppelten Anregungsiichts die Gitterstrukturen speiiﬁsch fir einzelne Arrays ausgebildet sein
kénnen oder sich auch iiber den gesamten Diinnschichtwellenleiter in dieser Richtung erstrecken

kénne_n.

Die Vorrichtung kann eine sehr grole Anzahl einzelner Messfelder aufweisen. In bevorzugten
Ausfithrungsformen der Vorrichtung sind die spezifischen und/oder affinen Bindungspartner als
chemisches oder biochemisches Erkennungselement in Form \}on bis zu 100.000 Messfeldern oder
"Spots" in einer zweidimensionalen Anordnung aufgebracht, wobei ein Messfeld oder Spot bevor-
zugt eine Fliche im Bereich von 0,001 mm? bis 6 mm?, vorzugsweise im Bereich von 0,1 mm? bis
1 mm® aufweist. Bevorzugt sind mehr als 10, bevorzugt mehr als 50 Messfelder pro Quadratzenti-

meter auf dem Diinnschichtwellenleiter oder Biochip aufgebracht.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zum Nachweis von Mykotoxinen. Der Kit ent-
hilt wenigstens einen Diinnschichtwellenleiter umfassend eine erste optisch transparente wellen-
leitende Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b), wobei (b) einen niedrige-
ren Brechungsindex besitzt als (a), auf dem spezifische und/oder affine Bindungspartner als che-
misches oder biochemisches Erkennungselement fiir Mykotoxine und/oder einen Bindungspartner

rdumlich separiert immobilisiert sind.

Der Kit kann weiterhin wenigstens ein Reagenz umfassend vorzugsweise markierte Bindungspart-
ner enthalten. Der Kit kann auch mehrere Reagenzien umfassend vorzugsweise markierte Bin-
dungspartner enthalten oder ein Reagenz enthaltend ein Gemisch verschiedener markierte Bin-

dungspartner. Der Kit kann weiterhin Puffer und/oder Lésemittel enthalten, die zur Durchfiihrung -

- des Nachweises nach einem der vorherigen Anspriiche benétigt werden. Es kann auch vorgesehen

sein, dass der Kit eine Detektionseinheit umfasst.
Die Kits sind zum Schnell-Nachweis von Mykotoxinen verwendbar.

Ein Beispiel, das der Veranschaulichung der vorliegenden Erfindung dient, ist nachstehend ange-

geben.
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Beispiel 1

Ermittlung einer Standardkurve zur Messung von Zearalenon in einem indirekt kompetitiven Im-

muno-Assay auf einem Evaneszent-Feld-Biochip

Sieben Biochips (Firma Unaxis, Liechtenstein) mit den AuBenmaBen 1 cm x 2 cm aus Glas, in das
ein optischeés Gitter mit einer Gittertiefe von 18 nm eingeschrieben war, versehen mit einer Schicht
von 155 nm von Tantalpentoxid, wurden mit Octadecylphosphonsiure durch eintauchen in eine
500 pM Losung von Octadecylphosphonsédure in n-Heptan/Isopropanol im Verhiltnis 9:1 be-
schichtet. Mit Hilfe eines Spotters des Typs "Biochip Arrayer" (Perkiﬁ Elmer, Deutschland) wur-
den Konjugate aus Zearalenon und Bovinem Serum Albumin (ZEA-BSA, Verhiltnis ZEA:BSA =
50:1, hergestellt von der Fa. Biopure, Tulln, Osterreich) sowie mit dem Farbstoff DyLight 647
(Pierce, Deutschland) markierte BSA-Molekiile (DyLight 647-BSA) auf den Biochip aufgebracht.
Die Spotting-Losungen enthielten DyLight 647-BSA in einer Konzentration von 5x10™* mg/ml in

PBS (137 mM Na(Cl, 2,8 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4) mit 0,1% BSA und

0,1% Tween 20, BSA-ZEA-Konjugat der Konzentration 0,5 mg/ml in PBS mit 0,1% BSA und
0,1% TWeen 20. Die Spots wurden in Form neuen alternierender Reihen von jeweils 10 DyLight
647-BSA-Spots und BSA-ZEA-Konjugat-Spots in Form zweier Felder (Arrays) auf den Chip auf-
gebracht. |

Die Spots wurden iiber Nacht bei hoher Luftfeuchte (40%) inkubiert, anschlieBend behandelte man
die Biochips fiir 4 Stunden mit einer 3%igen Losung von BSA in PBS. Auf die Chips wurden
MeBkammern aufgebracht, sodass auf jedem Chip zwei Arrays mit getrennten Reaktionskammern
gebildet wurden. Man bereitete wissrige Lsungen von Zearalenon in verschiedenen Konzentrati-
onen im Bereich von 0 pg/l bis 31 pg/l und versetzte diese mit einem monoklonalen Anti-
Zearalenon-Antikorper (Biotez, Berlin), der mit DyLight 647 markiert war, sodass man jeweils

eine 1nM Losung des Antikérpers erhielt.

Die Mischungen unterschiedlicher Konzentrationen wurden jeweils in die Messkammern gegeben
und die Biochips wurden ohne weitere Behandlungéschritte innerhalb von maximal zehn Minuten
auf einem Flhoreszenz—Auslesegerﬁt "Minifluo IV" (Bayer Technology Services, Deutschland)
vermessen. Die erhaltenen Fluorezenzintensititen fiir jeden Zearalenon-Spot wurden durch den
Mittelwert der Fluoreszenzintensititen des oberhalb und unterhalb des jeweiligen Spots gelegenen
DyLight 647-BSA-Spots dividiert. Die Mittelwerte der Fluoreszenzintensititen aller 40 Spots eines
Arrays wurden ermittelt. Die erhaltenen konzentrationsabhéngigen Fluoreszenzintensititen wurden
mit Hilfe des Computerprogramms Origin 7G (Origin Lab Corporation, USA) durch einen sigmoi-

dalen Fit angepasst.
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Es konnte festgestellt werden, dass in einem Bereich von 0,4 ppb bis 4 ppb Zearalenon, entspre-
chend 80% bzw. 20% der maximalen Fluoreszenzintensitit in der angepaBten sigmoidalen Kurve,
entsprechend einem Bereich von 1 nM bis 10 nM der eingesetzten ZEA-Konzentration in der Lo-
sung eine Quantifizierung der ZEA-Konzentration durch Auswertung der Fluoreszenzintensitit der

Proben erméglicht wurde.

Beispiel 2

Ermittlung einer Standardkurve zur Messung von Deoxynivalenol (DON) und Messung einer kon-

taminierten Futtergetreide-Probe .

15 Biochips (Firma Unaxis, Liechtenstein) mit den AuBenmafen 1 cm x 2 cm aus Glas, in das ein
optisches Gitter (Gittertiefe 18 nm) eingeschrieben war, versehen mit einer Schicht (155 nm) von
Tantalpentoxid, wurden mit Octadecylphosphonsiure (durch Eintauchen in eine Losung von Octa-
decylphosphonsiure in n-Heptan/Isopropanol 9:1) beschichtet. Mit Hilfe eines Spotters des Typs
Nanoplotter (GeSiM, Deutschland) wurden Konjugate aus Deoxynivalenol und Bovinem Serum
Albumin (DON-BSA, Verhiltnis DON:BSA = 100:1, hergestellt von der Fa. Biopure, Tulln, Os-
terreich) sowie Hunde-IgG (dog-IgG, Rockland, USA) auf den Biochip aufgebracht. Die Spotting-
Losungen bestanden aus Hunde-IgG in einer Konzentration von 0,2 mg/ml in PBS (137 mM NaCl,
2,8 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) mit Trehalose sowie aus BSA-DON-
Konjugat der Konzentration 1 mg/ml in PBS mit Trehalose. Die Spots wurden in Form zweier
Reihen von jeweils 12 Hunde-IgG-Spots und einer dazwischen liegenden Reihe von 12 BSA-

DON-Konjugat-Spots in Form zweier Felder (Arrays) auf den Chip aufgebracht.

Die Spots wurden 1h bei 37°C inkubiert, anschlieBend behandelte man die Biochips fiir bis zu 4
Stunden mit einer Losung von BSA in PBS. Auf die Chips wurden MeBkammern aufgebracht,
sodass auf jedem Chip zwei Arrays mit getrennten Reaktionskammern gebildet wurden. Man ext-
rahierte 5g nichtkontaminiertes Weizenmehl mit einer Losung von 70% Methanol in Wasser (v/v)
durch Schiitteln fiir S min. Der Extrakt wurde zentrifugiert und anschlieBend mit einem Tris-Citrat-
Puffer (pH 7,4), der BSA, Casein, fettarmes Trockenmilchpulver, Tween 20, Polyethylenglycol
und Sucrose enthielt, im Verhiltnis 1:4 v/v (Extrakt:Puffer) verdiinnt. Man bereitete Lsungen von
Deoxynivalenol in verschiedenen Konzentrationen (15 bis 150 pg/1) und versetzte diese mit einem
monoklonalen Anti-Deoxynivalenol-Antikérper, der mit DyLight 647 markiert war sowie mit ei-
nem monoklonalen Ziege-Anti-Hunde-IgG Antikdrper, der ebenfalls mit DyLight 647 markiert

war, sodass man jeweils eine 1nM Losung des Antikorpers erhielt.

Die Losungen unterschiedlicher Konzentrationen wurden jeweils in die Messkammern gegeben

und die Biochips wurden ohne weitere Behandlungsschritte innerhalb von maximal zehn Minuten
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auf einem Fluoreszenz-Auslesegerit ,,Minifluo IV“ (Bayer Technology Services, Deutschland)
vermessen. Die erhaltenen Fluorezenzintensititen fiir jeden Deoxynivalenol-Spot wurden durch
den Mittelwert der Fluoreszenzintensititen des oberhalb und unterhalb des' jeweiligen Spots gele-
genen Hunde-IgG-Spots dividiert. Die normierten Mittelwerte der Fluoreszenzintensititen aller 12
DON-Spots eines Arrays wurden ermittelt. Die erhaltenen konzentrationsabhéngigen, normierten
Fluoreszenzintensititen wurden mit Hilfe eines Computerprogramms durch einen potentielien Fit

angepasst.

Analog zu dem oben dargestellten Extraktionsverfahren wurden 5g einer mit DON kontaminierten
Futtergetreidemehl-Probe (Fa Coring, Deutschland, zertifiziert 526 ppb DON) extrahiert und der
Extrakt verdiinnt. 300 pul des verdiinnten Extraktes wurden mit einem monoklonalen Anti-
Deoxynivalenol-Antikérper, der mit DyLight 647 markiert war sowie mit einem mbnoklonalen
Ziege-Anti-Hunde-IgG Antikﬁrper, der ebenfalls mit DyLight647 markiert war versetzt, sodass
man jeweils eine 1nM Losung des Antikorpers erhielt. Jeweils 100 pl der Losung wurden in eine
Messkammer gegeben und die Biochips wurden ohne weitere Behandlungsschritte innerhalb von
maximal zehn Minuten auf einem Fluoreszenz-Auslesegerit ,Minifluo IV*“ (Bayer Technology
Services, Deutschland) vermessen. Die erhaltenen Fluorezenzintensititen fiir jeden Deoxynivale-
nol-Spot wurden durch den Mittelwert der Fluoreszenzintensititen des oberhalb und unterhalb des
jeweiligen Spots gelegenen Hunde-IgG-Spots dividiert. Die normierten Mittelwerte der Fluores-
zenzintensititen aller 12 DON-Spots eines Arrays wurden ermittelt. Die erhaltenen Fluoreszenzin-
tensitidten wurden mithilfe der oben beschriebenen Standardkurve in DON-Konzentrationen im
Futtergetreidemehl umgerechnet, wobei ein durchschnittlicher Wert iiber die drei Messungen von

590 ppb erhalten wurde.
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Patentahspriiche

1.

Verfahren zum Schnell-Nachweis von Mykotoxinen, umfassend die folgenden Schritte:

a) Bereitstellen eines Diinnschichtwellenleiters umfassend eine erste optisch transpa-
rente wellenleitende Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht
(b), wobei (b) einen niedrigeren Brechungsindex besitzt als (a), auf dem spezifi-
sche und/oder affine Bindungspartner als chemisches oder biochemisches Erkén-
nungselement fiir Mykotoxine und/oder einen Bindungspartner rdaumlich separiert

immodbilisiert werden,

b)  Aufbringen einer Mykotoxin(e) enthaltenden Probe und von Bindungspartnern zu

den immobilisierten Bindungspartnern auf dem Diinnschichtwellenleiter,

c) Detektieren eines Signals im Evaneszentfeld aufgfund der Wechselwirkung der auf
dem Diinnschichtwellenleiter immobilisierten Bindungspartnern mit den Mykoto-

xinen aus der Probe und/oder den Bindungspartnern,
d) Bestimmen der in der Probe vorliegenden Menge an Mykotoxin(en).

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man auf den Diinnschichtwel-
lenleiter Mono- oder Mehrfachschichten von Organophosphorsduren gemifl der nachste-

henden Formel (I)
R-OPO;H; (I)

und/oder Organophosphonsiduren gemaf der nachstehendgn Formel (II)
R-PO;H, (ID)

und/oder deren Salze aufbringt, wobei

R steht fiir Alkyl mit C;o bis Cys.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzéichnet, dass man Organophosphor-
sduren, Organophosphonsiuren, Organophosphate und/oder Organophosphonate mit R ist
ausgewihlt aus der Gruppe umfassend unverzweigtes Alkyl mit Cyo bis Cy, vorzugsweise
ausgewihlt aus der Gruppe umfassend unverzweigtes Alkyl mit C;;, bis C;3, bevorzugt Or-
ganophosphorsiuren, Organophosphonsiuren, Organophosphate und/oder Organophos-
phonate ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Dodecylphsophorsdure, Dodecylphosphat,
Octadecylphosphonat und/oder Octadecylphosphonsiure, verwendet.
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Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man
einen Diinnschichtwellenleiter umfassend eine optisch transparente wellenleitende Schicht
(a) umfassend Oxide ausgewihlt aus der Gruppe umfassend TiO,;, ZnO, Nb,Os, Ta,Os,
HfO, und/oder ZrO,, bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe umfassend TiO,, Ta,Os

und/oder Nb,Os verwendet.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, daduréh gekennzeichnet, dass man die
Bindungspartner auswihlt aus der Gruppe umfassend Anti-Mykotoxin-Antikdrper, Anti-
Mykotoxin-Antikorper-Konjugate, Mykotoxine, Mykotoxin-Konjugate, Fragtneﬁte von An-
tiQMykotdxin-AntikGrpem, Mykotoxin-bindende Peptide, Mykotoxin-bindende Anticaline,
Mykotoxin-bindénde Aptamere, Mykotoxin-bindende Spiegelmere und/oder Mykotoxin-
bindende imprinted Pblymers, vorzugsweise auswihlt aus der Gruppe umfassend Anti-
Mykotoxin-Antikérper, Anti-Mykotoxin-Antikérper-Konjugate, Mykotoxine und/oder
Mykotoxin-Konjugate.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man ein
Markierungselement, vorzugsweise ein Fluorophor, mittels eines Proteins, vorzugsweise

mittels Rinderserumalbumin an Mykotoxine bindet.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Pro-
be ein Nahrungsmittel fiir Mensch oder Tier, bevorzugt ausgewihlit aus der Gruppe umfas-
send Getreide, Wein, Sifte, Friichte und/oder Getreide, Wein, Sifte und/oder Friichte ént—
haltende Produkte, oder ein mit einem Losemittel oder Losemittelgemisch extrahierter Ex-

trakt der Nahrungsmittel oder Produkte ist.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die
Probe weniger als 15 Minuten, vorzugsweise weniger als 10 Minuten vor der Detektion
des Signals mit den immobilisierten Bindungspaftnem als chemisches oder biochemisches

Erkennungselement und/oder den Bindungspartnern inkubiert.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die My-
kotoxine ausgewihlt sind aus der Gruppe umfassend Aflatoxine, Ochratoxine, Mutterkorm-
alkaloide, Patulin und/oder Fusarientoxine beispielsweise ausgewihlt aus der Gruppe um-
fassend Deoxynivalenol, Nivalenol, Zearalenon, T-2 Toxin, HT-2 Toxin und/oder Fumoni-
sine, vorzugsweise ausgewéihltb aus der Gruppe umfassend Ochratoxin A, Deoxynivalenol,
Nivalenql, Zearalenon, T-2 Toxin, HT-2 Toxin, Fumonisin B1, Fumonisin B2 und/oder

Fumonisin B3.
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Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man
Mykotoxine in Getreideextrakt noch im Bereich von 0,1 pM bis 100 nM Mykotoxin, vor-

zugsweise im Bereich von 1 pM bis 1 nM Mykotoxin, nachweist.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man den
Nachweis in Form eines Immunoassays, bevorzugt eines kompetitiven Immunoassays, be-

sonders bevorzugt eines indirekten kompetitive Immunoassays fiihrt.

Vorrichtung zur Durchfithrung des Verfahrens zum Schnell-Nachweis von Mykotoxinen,
dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung einen Diinnschichtwellenleiter umfassend
eine erste optisch transparente wellenleitende Schicht (a) auf einer zweiten optisch trans-

parenten Schicht (b), wobei (b) einen niedrigeren Brechungsindex besitzt als (a), aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die optisch transparente
Schicht (b) des Diinnschichtwellenleiters umfassend eine erste optisch transparente wel-
lenleitende Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b), wobei (b) einen
niedrigeren Brechungsindex besitzt als (a), aus Silikaten wie Glas oder Quarz oder aus ei-
nem transparenten Kunststoff, bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe umfassend Polycar-
bonate, Polyimide, Polymethacrylate, Polystyrene, zyklische Polyolefine und/oder zykli-

sche Polyolefin-Copolymere, vorzugsweise aus zyklischen Polyolefinen, ausgebildet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 12 oder 13, dadui‘ch gekennzeichnet, dass die optisch trans-
parente wellenleitende Schicht (a) eine Dicke im Bereich von 40 nm bis 1000 nm, bevor-
zugt im Bereich von 40 nm bis 300 nm, noch bevorzugter im Bereich von 80 nm bis 200

nm aufweist.

Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einkopplung des Anregungslichtes in die optisch transparente wellenleitende Schicht (a)

unter Verwendung von einer oder mehreren Gitterstrukturen erfolgt.

Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass zur
Einkopplung von Anregungslicht verwendbare Gitterstrukturen eine Periode im Bereich

von 200 nm bis 1000 nm, vorzugsweise im Bereich von 200 nm bis 400 nm aufweisen.

Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Modulationstiefe des Gitters im Bereich von 3 nm bis 60 nm, vorzugsweise im Bereich

von 10 nm bis 40 nm liegt.
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Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Wellenlidnge des Anregungslichts im Bereich von 300 nm bis 1100 nm, bevorzugt im Be-

reich von 300 nm bis 800 nm, noch bevorzugter im Bereich von 500 nm bis 700 nm liegt.

Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass auf

‘dem Diinnschichtwellenleiter Mono- oder Mehrfachschichten von Organophosphorsiduren -

gemiB der nachstehenden Formel (I)
R-OPO;H, (I)

und/oder Organophosphonsiuren gemiB der nachstehenden Formel (II)
R-PO;H, (II)

und/oder deren Salzen, wobei

R fiir Alkyl mit Cyo bis Cy4 steht

aufgebracht sind.

Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Erkennungselemente in Form von bis zu 100.000 Messfeldern in einer zweidimensionalen
Anordnung aufgebracht sind, wobei ein Messfeld bevorzugt eine Fliche im Bereich von

0,001 mm?® bis 6 mm?, vorzugsweise im Bereich von 0,1 mm’ bis 1 mm? aufweist.

Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass mehr
als 10, bevorzugt mehr als 50 Messfelder pro Quadratzentimeter auf dem Diinnschichtwel-

lenleiter aufgebracht sind.

Kit zuin Schnell-Nachweis von Mykotoxinen, dadurch gekennzeichnet, dass der Kit we-
nigstens einen Diinnschichtwellenleiter umfassend eine erste optisch transparente wellen-
leitende Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b), wobei (b) einen
niedrigeren Brechungsindex besitzt als (a), auf dem spezifische und/oder afﬁne Bindungs-
partner als chemisches oder biochemisches Erkennungselement fiir Mykotoxine und/oder

einen Bindungspartner riumlich separiert immobilisiert sind, enthilt.

Kit nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der Kit ein Reagenz umfassend

vorzugsweise fluoreszenzmarkierte Bindungspartner enthalt.

Verwendung eines Kits nach einem der vorherigen Anspriiche zum Schnell-Nachweis von

Mykotoxinen.
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