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1. Urspringliche Aufgabenstellung sowie der wissenschaftliche und technische Stand an

den angeknupft wurde.

In dem Verbundvorhaben NanoSPoD waren die urspriinglichen wissenschaftlichen und
technischen Arbeitsziele des Teilvorhabens die Etablierung eines geeigneten
Homogenisierungsverfahrens zur Extraktion von Pflanzenpathogenen aus komplexen
Probenmatrices wie Pflanzenmaterial, sowie die Verknipfung des Probennahmeverfahrens
mit dem vom Fraunhofer IME etablierten NBMS Verfahren zur selektiven Aufreinigung und
Aufkonzentrierung von Pflanzenpathogenen. Der Fokus im Projekt lag auf viralen
Zielpathogenen. Des Weiteren sollte die Etablierung préaziser, qualitativer und quantitativer
molekularbiologischer Diagnoseverfahren fir virale RNQPs (Regulated non-quarantine pests)
und QPs (Quarantine pests) zur schnellen vor-Ort Analytik sowie zur detaillierten Labor
gestutzten Analytik realisiert werden. Nach derzeitigem Stand der Technik werden folgende
Verfahren eingesetzt: PCR, qPCR, LAMP-PCR, NGS, ELISA, LFTs. Diese Verfahren haben
unterschiedlichste Vor- und Nachteile in den Punkten Probenvorbereitung, Durchflihrung,
Schnelligkeit, Sensitivitat, Quantifizierbarkeit, Kosten, mobiler Einsatz. Dadurch ergaben sich

die weiteren Aufgaben im Projekt:

— Etablierung einer ELISA-Methode zum Nachweis ausgewahlter QPs auf Basis der vom
Fraunhofer IME bereitgestellten Antikérper und/oder kommerziellen Antikérpern.

— Mitwirkung an der Etablierung von Magnetischen Immunodetektionsassay zum Nachweis
ausgewahlter Pflanzenpathogene auf Basis der zuvor etablierten ELISA Setups.

— Etablierung von neuen PCR und gPCR Verfahren zum Nachweis von ausgewahlten
RNQPs und QPs. Hierfur Ableitung von geeigneten Primern und Sonden von den
Genomsequenzen der Pathogene flr einen spezifischen Nachweis.

— Realisierung von Multiplex-Assays.

\J

Vergleichende Untersuchungen mit am Markt verfligbaren ELISA-Kits.
— Modulare Kombination der NBMS-Technologie mit den etablierten Analyseverfahren bzw.

anderen z.B. kommerziell verfigbaren Nachweisverfahren (ELISA, LFT, gPCR).

2. Ablauf des Vorhabens

Die verschiedenen Arbeitspakete wurden im Wesentlichen wie im Arbeitsplan beschrieben
bearbeitet. Dabei erfolgten regelmaRige Absprache mit den Partnern des Fraunhofer IME und
FZ Jilich. Als erstes wurde das Arbeitspaket (AP2) fir die Probennahme und -vorbereitung
bearbeitet. Hierbei wurden Homogenisierungs- sowie Extraktionsmethoden miteinander
verglichen. Im folgenden Arbeitspaket (AP 4) wurden kommerziell erhaltliche ELISA sowie

LFTs untereinander und mit der MID in Hinblick auf Durchfiihrungszeit und Sensitivitat



verglichen. Mit der im IME entwickelten Methode zur magnetischen Abtrennung wurden Viren
abgetrennt und getestet, ob diese auch mit ELISA-Methoden nachgewiesen werden kénnen.
Anschlieend (AP 6) wurden verschiedene PCR-Methoden zum Nachweis der Modellviren
TMV, PVX und GFLV entwickelt. (AP 8) Es wurde auch ein Vergleich aller Methoden mit TMV
positivem Pflanzenmaterial durchgeflihrt, welches nach der Infektion an verschiedenen Tagen
geerntet wurde. (AP 5.2) Weiterhin wurde untersucht ob und in welcher Auspragung die
Matrixeffekte des Pflanzenextraktes einen Einfluss auf die MID-Messung besitzen. Die
Reduzierung der Durchflihrungszeiten war ein wichtiger Schritt, um einen grof3en Vorteil der

MID gegenuber den anderen Nachweismethoden zu erzielen.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. Zusammenarbeiten mit anderen Stellen

In enger Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer IME konnten wir erfolgreich eine fur den
mobilen Einsatz einfache und schnelle Homogenisierung durch Mdorsern und anschlief’ende
Extraktion der Viruspartikel Uber einen Spritzenfilter realisieren. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die magnetische Abtrennung von Viruspartikeln, welche am IME entwickelt
wurde, gut funktioniert und die Magnetpartikel-gebundenen Viren auch fir ELISA-Tests, LF-

Tests und PCR eingesetzt werden kdnnen.

Der Vergleich von kommerziell erhaltlichen ELISA- und LF-Tests zeigte, dass die magnetische
Immunodetektion (MID) kirzere Durchflihrungszeiten als ELISA und PCR erlaubt und im
Gegenzug zu den LF-Tests zu quantitativen Ergebnissen flhrt, jedoch eine etwas schlechtere
Sensitivitat besitzt. Die einzelnen Inkubationszeiten fur die verschiedenen Schritte konnten
verkirzt werden, so dass die Inkubationsschritte nur noch 10 min dauerten anstatt wie Anfangs
60 min. Weiterhin konnten PCR-, gPCR-, LAMP-PCR- und dPCR-Methoden fiir den sicheren
Nachweis von TMV und PVX entwickelt werden. Ein Vergleich der verschiedenen Methoden
von ELISA-, LF-Tests und PCR-Methoden zeigte bei einem Infektionsverlauf-Versuch, dass
alle Methoden miteinander vergleichbar sind und zu sehr ahnlichen Ergebnissen flihren. So
konnten bis auf die LF.Tests alle Methoden TMV schon nach 3 Tagen nachweisen. Am IME
wurde dies ebenfalls noch mit der MID getestet. Hier konnte der Virus nach 10 Tagen sicher

nachgewiesen werden.
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1. Die im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten Arbeiten, insbesondere im Vergleich zur

urspriinglichen Vorhabenbeschreibung.

AP 2.: Probennahme und -vorbereitung (01.06.2021 — 31.05.2022)

Erwartete Ergebnisse:

Eine geeignete Probennahme- und Extraktionsstrategie fir Pflanzenviren soll definiert werden.

Eine Methode zur Isolierung von Virus RNA sowie ganzer Viren soll entwickelt werden.

Erreichte Ergebnisse:

Im Verlauf des Projektes konnte beobachtet werden, dass sich die Viruskonzentrationen in
den Blattern innerhalb der Pflanze stark unterscheiden kénnen. Fir eine aussagekraftige
Beprobung ist daher zu empfehlen mehrere Blatter an verschiedenen Positionen der ganzen
Pflanze zu entnehmen.

Als Homogenisierungsverfahren wurden Morser (Keramik), Krautermihle (Plastik) und
Kugelmuhle (Retsch MM200, mixer mill) getestet und der Erfolg nach ihrer RNA-Ausbeute
beurteilt. Aufgrund der schlechteren Homogenisierung und schlechteren Handhabung, welche
sich dadurch zeigte, dass je nach BlattgréRe die Krautermihle nur noch schwer zu drehen
war, konnte in Proben, die mit der Krautermiihle homogenisiert wurden, niedrigere RNA-
Konzentrationen gemessen werden. Aus diesen Grinden ist die Verwendung der
Krautermuhle nicht zu empfehlen. Die Homogenisierung mit der Kugelmiuihle hat den Vorteil,
dass Einstellungen flr Zeit und Intensitat der Homogenisierung fir jede Probe gleich gewanhlt
werden kénnen und so eine Reproduzierbarkeit einfacher gewahrleistet ist. Allerdings ist eine
Kugelmiuhle aufgrund ihres Gewichts und dem benétigten Stromanschluss nur bedingt mobil
einsetzbar. Fur die Untersuchung und Homogenisierung im Labor ist daher die Kugelmihle
gut geeignet. Da sich die Proben homogenisiert mit Kugelmihle und Mérser in Reinheit und
RNA . Konzentration nur geringfigig unterschieden haben, ist der Modrser bei vor-Ort-

Untersuchungen aufgrund seiner Mobilitdt und einfachen Handhabung zu empfehlen.

Fir die Testung der RNA-Isolation wurden die zwei RNA-Isolations-Kits ,NucleoSpin RNA
Plant, Mini Kit fir RNA aus Pflanzen® (Art. No., 740949.50, Macherey-Nagel) und das ,RNeasy
Plant Mini“ Kit (Art. No. 74904, Qiagen) ausgewahlt, da diese haufig bei Pflanzenproben
verwendet werden. Es konnte gezeigt werden, dass es zwischen den beiden Kits keine
nennenswerten Unterschiede gab. Die Reinheit der extrahierten RNA sowie die RNA-
Konzentrationen unterscheiden sich nur geringfligig. Fir das Kit von Qiagen spricht die
schnelle Durchflihrung, da es bei diesem Kit zu keinen langeren Inkubationszeiten kommt. Im

Gegenzug bendtigt das Kit von Macherey & Nagel eine 15-minitige Inkubation zur Verdauung



der DNA was unter Umstanden einen Einfluss auf die RNA-Reinheit haben kann, da die Gbrige
pflanzliche DNA abgebaut wird, welche bei der cDNA-Bildung stéren kann. Beide Kits sind gut
geeignet fir die Isolation von RNA, da es keinen nennenswerten Unterschied zwischen der
RNA-Ausbeute gibt. Lediglich das RNeasy Plant Mini Kit zeigt gréfiere Schwankungen in der
Reinheit (Tabelle 1).

Tabelle 1: Ergebnisse der Homogenisierungs- und Isolierungsversuche fiir TMV-Probenmaterial. Die Werte der RNA-

Konzentration, Standardabweichung und Reinheit wurden aus den Dreifach-Bestimmungen gemittelt.

Gesamt RNA
Homogenisierungs- 260/280
Mittelwerte Standardabweichung
methode Mittelwert
[ng/uL]
Krautermuhle 76 16 1,9
NucleoSpin RNA
Kugelmuhle 421 78 21
Plant Mini Kit
Mérser 178 55 2,0
Krautermuhle 49 21 1,8
RNeasy
Kugelmuhle 346 209 2,0
Plant Mini Kit
Mérser 136 70 1,9

Fir die Extraktion der Viruspartikel wurden verschiedener Puffer getestet und anschlielend
durch einen Sterilfilter mit 0,45 ym PorengroRe gegeben. Es wurden folgende Puffer
verwendet: Tris Puffer pH 7,5; Tris EDTA (TE) Puffer pH 8,0 und 1x PBS. Zusatzlich wurde
noch destilliertes Wasser getestet. Fir den Versuch wurde von einem TMV-positiven Blatt
(Herkunft: IME) fur jeden Puffer und flr das destillierte Wasser 100 mg Blattmaterial
eingewogen, mit 5 mL des jeweiligen Puffers versetzt und homogenisiert. Anschlie3end
wurden dann 150 pL (entspr. 3 Tropfen) auf Lateral-Flow-Tests (LFT) der Firma Agdia
gegeben, um zu sehen, ob sich die verschiedenen Puffer fir die Extraktion eignen. Mit allen
Puffern konnten Viruspartikel extrahiert werden und zeigten deutlich sichtbare Banden. Die
besten Ergebnisse erzielte die Extraktion mit PBS-Puffer und die schwachsten Banden

entstanden mit Tris-Puffer.

Darlber hinaus konnten wir zeigen, dass sich flr die Extraktion und nachgeschaltete
magnetische Aufkonzentrierung von TMV-Viren PBS, Wasser und Tris-Puffer eignen und zu
ahnlichen Ergebnissen bei der TMV-Konzentration fiihrten. Diese wurden mittels LFTs und
ELISA (Tabelle 2) bestimmt. Die LFTs von Magnetpartikel-gebundenen Viren sowie der
Uberstande zeigten kaum Unterschiede in der Bandenstarke. Die Kontrollbanden der
Uberstande sind im Vergleich etwas schwécher. Dies kénnte entweder daran liegen, dass
mehr Viruspartikel im Uberstand sind oder dass die Virus-gebundenen Partikel aufgrund der

Bindung mit den Magnetpartikeln weniger Bindungsstellen fir die Antikérper des LFTs zur



Verfligung haben. Gleiches konnte auch bei den ELISA-Tests beobachtet werden. Es ist
davon auszugehen, dass die Signale der Magnetpartikel-gebunden Viruspartikel schwacher
sind, da die Bindungsstellen des Viruspartikel mit den Magnetpartikel-gebundenen Antikérpern
belegt sind und so den Antikdrpern fiir die ELISA- sowie LFT-Tests nicht zur Verfligung stehen.
Dadurch kénnen entgegen der Erwartung keine héheren Signale gebildet werden. Dadurch
entsteht der Eindruck, dass die abgetrennten Viruspartikel eine geringere Konzentration
aufweisen als jene im Uberstand. Es konnte damit aber auch gezeigt werden, dass in den
Uberstanden trotzdem noch Viruspartikel vorhanden sind.

Tabelle 2: Ergebnisse der LOEWE ELISA Messung der Magnetpartikel (MP)-gebundenen TMV-Viren und des Uberstandes
(ungebundene TMV-Viren). Die Verdiinnungsreihe (in PBS) erfolgte mit gereinigten ungebundenen Viruspartikeln (LOD-

Bestimmung AP 4: ELISA). Ergebnisse wurden logarithmisch aufgetragen und mit einem 4-Parameterfit bei einer

Wellenldnge von 405 nm ausgewertet.

Raw Data (405 nm) Konzentration
[pg/mL)
Positivkontrolle 1,66 0,499
Positivkontrolle 1,91 0,920
0 pg/mL 0,16 0,000
0 pg/mL 0,15 0,000
3,9 ug/mL 2,29 6,707
3,9 pg/mL 2,29 6,584
0,39 pg/mL 1,93 0,963
0,39 pg/mL 1,98 1,124
0,039 ug/mL 0,77 0,093
0,039 ug/mL 0,78 0,095
0,004 ug/mL 0,24 0,010
0,004 ug/mL 0,24 0,010
PBS MP gebunden 0,85 0,109
PBS Uberstand 1,89 0,879
H20 MP gebunden 1,26 0,233
H.0 Uberstand 1,78 0,659
Tris MP gebunden 0,86 0,111
Tris Uberstand 1,88 0,840

Insgesamt sind die Ergebnisse der Messungen in den verschiedenen Puffern vergleichbar,
was den Schluss zulasst, dass die Puffer und Wasser gleich gut geeignet fir die Extraktion
von Viruspartikeln sind. Obwohl die Extraktion mit Wasser zu héheren Virusausbeuten fiihrt,

ist dieses auch schwankungsanfalliger, da es kein Puffersystem besitzt. Da die Ergebnisse mit



verschiedenen Puffern keine nennenswerten Unterschiede zeigen und fir die Durchfuhrung
der Aufkonzentrierung 1x PBS eingesetzt wird, ist aus Griinden der Einfachheit dieser auch
fur die Extraktion zu empfehlen. Weiterhin konnte auch gezeigt werden, dass mit den

Magnetpartikel-gebundenen Viren ein nachgeschalteter ELISA-Test mdglich ist.

AP 4: ELISA & Lateral-Flow-Test (GeneCon, IME) (01.11.2022 — 30.09.2023)

Erwartete Ergebnisse

Etablierung von ausgewahlten immuno-basierten Testverfahren gegen Schadorganismen mit
den vom IME bereitgestellten oder kommerziellen Antikérpern. Demonstration des
Nachweises von zuvor magnetisch abgetrennten und konzentrierten Schadorganismen mittels
ELISA und/oder LFT und Charakterisierung des immuno-magnetischen Separationsschrittes

im Hinblick auf Sensitivitdt und Zuverlassigkeit des Pathogennachweises.

Erreichte Ergebnisse

Die Tests von zuvor magnetisch abgetrennten und konzentrierten Schadorgansimen wurde
mit den Experimenten hinsichtlich der Extraktionspuffer kombiniert und wurden deshalb bereits
unter AP 2 beschrieben. Fur den Vergleich der Lateral-Flow-Tests und die Bestimmung ihres
Limit of Detection (LOD) wurden LFTs der Firma LOEWE, Agdia und Bioreba verwendet. Fur
die Bestimmung des LOD wurden gereinigte Viruspartikel (TMV und PVX) verwendet und mit
den LFT-Puffern entsprechend verdunnt. Hier konnte gezeigt werden, dass die LFTs eine LOD
von 0,0475 pg/mL bei LOEWE und Bioreba sowie eine LOD von 0,0130 ug/mL fir Agdia
besitzen (Tabelle 3). Bei Verwendung von Blattmaterial wurde teilweise beobachtet, dass sich
die LFTs grin verfarben. Da hierdurch die Banden um den LOD Wert nur noch schwach
sichtbar waren, kann dadurch nicht zuverlassig im Bereich des LOD gemessen werden,
wodurch sich in Abhangigkeit mit der Verfarbung ein hdheres LOD ergibt. Die in Gelb
markierten Konzentrationen in Tabelle 3 zeigten sehr schwache Banden, welche nicht leicht
zu identifizieren waren. Bei den orangenen Konzentrationen zeigten sich erst Banden nach 30
min, was an Verdunstungseffekten liegen kdnnte und somit nicht als positives Ergebnis

gewertet werden sollte.



Tabelle 3: Vergleich der Sensitivititen der LFTs anhand einer Verdiinnungsreihe von TMV in PBS: Griin = eindeutig
positiv innerhalb von 20 min.; Gelb = sehr schwache Bande.; Orange = Bande erscheint erst nach 30 min.; rot = negatives

Testergebnis.

TMV Verdiinnung | Konzentration [ug/mL] | Agdia LOEWE Bioreba
1:10 39

1:100 3,9
1:1000 0,39
1:10000 0,039
1:20000 0,0195
1:30000 0,0130
1:40000 0,00975
1:50000 0,0078
1:60000 0,0065
1:70000 0,0056
1:100000 0,00195
1:200000 0,000975
1:400000 0,000488

Fir die Sensitivitatstests der ELISA-Methode wurden die ELISA-Tests von LOEWE (TMV Art.
No.: 07042C/096, PVX Art. No.: 07037C/096, GFLV Art. No.: 07055C/096), Agdia (TMV Art.
No.: PSA57400-0096, PVX Art. No.: PSA10000-0096) und Bioreba (TMV Art. No.: 190477,
PVX Art. No.: 110481, GFLV Art. No.: 120478) getestet. Zur Bestimmung des LOD der ELISA-
Tests wurden fir TMV und PVX gereinigte Viren verwendet. Fir GFLV konnte nur das
mitgelieferte Positivmaterial benutzt werden, da keine gereinigten Viren zur Verfigung
standen. Die Entwicklung des ELISA-Verfahrens mit Antikérpern des DSMZ wurde vom

Projektpartner IME Gbernommen.

Die ermittelten LODs der ELISA-Tests fur TMV befinden sich bei 0,0039 ug/mL. Die ermittelten
LODs fir PVX lagen bei allen 3 ELISA-Tests bei 0,0065 ug/mL. Die ELISA-Tests fur GFLV
zeigten eine LOD von 1:100 bis 1:1000 (Verdinnung des mitgelieferten Positivmaterials). Die
Sensitivitaten der ELISA-Tests liegen sehr nahe beieinander. Auch wenn ihre Sensitivitaten
besser sind, so sind die Tests auch anfalliger fir Fehler. Die Tests von LOEWE und Bioreba
bendtigen einen eigenen Coating-Schritt um Antikérper an die Wells zu binden. Dieser soll im
nachsten Schritt den Analyten binden. Die Fehler, die hier passieren, haben einen hohen
Einfluss auf die Ergebnisse. Eine weitere Fehlerquelle ist das Erzeugen von Verschleppungen
durch Uberschwappen der Probe von einem in das andere Well oder bei nicht ordentlich
durchgefiihrten Waschschritten. Da die Waschschritte bei der MID-Methodik in Saulen

stattfinden, kénnen diese Probleme umgangen werden. Laut Herstellerangaben kénnen sich



je nach Probenmaterial die Sensitivitaten auch unterscheiden, weshalb nicht nur Proben von
infiziertem, sondern auch von entsprechend gesundem Pflanzenmaterial mitgemessen
werden sollten. Dies kann gerade dann problematisch sein, wenn die Viruslast der Pflanzen
sehr gering ist. Tabelle 4 zeigt die ELISA-Test Ergebnisse fir TMV.

Tabelle 4: Ergebnisse der ELISA LOD-Bestimmung fiir TMV. Messung bei einer Wellenldnge von 405 nm. Gemessen
wurden Positivkontrolle, Negativkontrolle und die Verdiinnungen der gereinigten Viruspartikel (TMV) 1:100 (3,9 pg/mL),

1:1.000 (0,39 pg/mL), 1:10.000 (0,039 pg/mL) und 1:100.000 (0,0039 pg/mL) jeweils in Doppelbestimmung. Dargestellt
wurden die Mittelwerte der jeweiligen Absorption (RAW Data) und der Standardabweichung.

TMV Mittelwert RAW (Data 405 nm)

Hersteller LOEWE Bioreba Agdia
Positiv Kontrolle 1,783 0,127 3,136 £0,275 2,391 £0,037
3,9 ug/mL 2,291 0,001 3,426 0,056 3,424 0,076
0,39 ug/mL 1,952 +0,025 2,613 0,052 3,368 0,054
0,039 pg/mL 0,774 +0,005 0,699 +0,042 1,877 0,034
0,0039 pg/mL 0,239 +0,001 0,242 +0,002 0,312 +0,001
Negativkontrolle 0,157 0,004 0,218 0,007 0,434 +0,002

Der Faktor Zeit ist ein weiterer Nachteil der ELISA-Tests. Fur die ELISA-Tests von LOEWE
und Bioreba wird laut Herstellerangaben ein Inkubationsschritt Giber Nacht ausgefiihrt. Dies
sorgt daflir, dass die quantitativen Ergebnisse erst am nachsten Tag vorhanden sind. Die Tests
von Agdia haben eine Durchflihrungsdauer von ca. 5 Stunden (reine Inkubationszeit). Somit

kann man die Ergebnisse nur unter optimalen Bedingungen noch am selben Tag bekommen.

Im Vergleich zu den ELISA-Tests flhrt die Magnetische Immunodetektion (MID) zu einem LOD
von 1 pg/mL. Im Vergleich zu den ELISA-Tests ist die Durchfihrungszeit mit ca. 50 min
wesentlich geringer und die Handhabung sowie Durchfiihrung einfacher, wie im Abschnitt zu
AP 5 ausfuhrlich erklart wird.

AP 5: Magnetische Immunodetektion (01.02.2023 — 31.09.2024)

AP 5.2 Mobiler Magnetreader (01.02.2023 — 31.09.2024)

Erwartete Ergebnisse

Aufbau eines intuitiv steuerbaren Handheld-Messgerates als Demonstrator zur



mobilen immuno-magnetischen Analyse von Pflanzenproben nach vorheriger immuno-
magnetischer Probenvorbereitung. Charakterisierung des mobilen Analyseverfahrens in
Bezug auf Sensitivitdt, Handhabung und Schnelligkeit im Vergleich zu etablierten vor-Ort

Schnelltestverfahren.

Erreichte Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden wie sich die magnetische Immuno-detektion bei Pflanzenextrakt und
PBS verhalt und ob die erzielten Messsignale bei TMV in Pflanzenextrakt oder PBS nach

Abzug des Matrixblanks vergleichbar sind.

Hierzu wurde eine Konzentrationsreihe von TMV in Pflanzenextrakt erstellt. Dafir wurde
negatives N. benthamiana Blattmaterial extrahiert und mit TMV gespiked (TMV gereinigt
390 pg/mL), um 12 Kalibrierpunkte (195 ug/mL — 0,095 pug/mL) zu erstellen. Zur Einsparung
von Probenmaterial wurde fur die Vergleichskalibration in PBS mit denselben gereinigten
Virusproben 5 Kalibrierpunkte angesetzt (86,66 ug/mL — 0,086 ug/mL). Diese wurden dann
mittels magnetischer Immunodetektion vermessen (MP: synomag®-D Streptavidin, 70 nm;

Inkubationen 1h).

Die Ergebnisse in Abbildung 1 zeigten, dass die Signale bei 195 pg/mL, 97,5 pyg/mL und
48,75 ug/mL sehr nahe beieinander lagen und wir hier im Bereich der Signalsattigung liegen.
Die Signale des unverdiinnten Extraktes lagen ungefahr gleichauf mit denen der Konzentration
0,761 ug/mL. Das Signal von PBS lag auf der H6he von 0,086 ug/mL.

MID TMV (n=2)
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Abbildung 1: MID Versuche zur Vergleichbarkeit der Signale im Pflanzenextrakt und PBS. Pflanzenextrakt sowie PBS
wurden mit gereinigtem TMV gespiked. Gezeigt werden die Mittelwerte der Messung (n =2). Auf der x-Achse befinden

sich die Viruskonzentrationen in pg/mLund auf der y-Achse die gemittelten Messwerte in mV.



Um zu sehen, wie vergleichbar die Messergebnisse der beiden Ansatze sind, wurden die
Signale (Mittelwerte) von negativem Extrakt und PBS von den jeweiligen Messreihen
abgezogen (basislinienbereinigt) und die sich ergebenden Werte dann auf den hochsten
Messwert der Reihe normalisiert. Die so berechneten Werte sind in Abbildung 2

gegenubergestellt.
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Abbildung 2: Auftragung der normalisierten Mittelwerte (n=2) der gespikten Pflanzenextrakte und PBS. Auf der x-Achse
befinden sich die Konzentrationen und auf der y-Achse die Mittelwerte in mV.

Es konnte gezeigt werden, dass die normalisierten Werte von Pflanzenextrakt und PBS quasi
auf einer Kurve liegen, was fir eine vergleichbare Kinetik spricht. Mit Hilfe der Hill-Fitfunktion
wurde so das LOD fir Pflanzenextrakt und PBS ermittelt, welches beim Pflanzenextrakt bei
ca. 1 yg/mL und bei PBS bei ca. 0,333 ug/mL lag. Die LODs beider Ansatze liegen in der
gleichen GroéfRenordnung, was auch hier zeigt, dass trotz Pflanzenextrakt und seiner evtl.

stérenden Komponenten, die Methode vergleichbar gut funktioniert wie in PBS.

Aulerdem wurde getestet, wie sich die Reduzierung der Inkubationszeiten auf die MID
auswirkt. Denn die reine Inkubationszeit der Methode betrug bisher standardmafig etwa 4
Stunden. Bei einer spateren kommerziellen Verwendung wirden die beiden Schritte Coating
und Blocking wegfallen, da die Saulen bereits gecoatet und geblockt geliefert werden sollen.
Der Einfluss der Reduzierung der Inkubationszeiten der Einzelschritte (Coating, Blocking,
Loading, Labelling) von 60 min auf 30 min, 10 min oder ein ,Durchlaufen® wurde hier
untersucht. Die Inkubation der Magnetpartikel wurde bei 15 min belassen, da dies keinen
groRen Einfluss auf die gesamte Zeit der Durchfihrung hat. Als Probenmaterial dienten vom

IME bereitgestellte TMV-infizierte Tabakblatter. Die Signalhéhen der MID mit verschiedenen



Inkubationszeiten sind in Abbildung 3 gegenubergestellt. Im Vergleich zu den Inkubationen
von 60 min konnte mit einer Reduzierung der Inkubationszeit auf 30 min eine leichte
Signalsteigerung beobachtet werden, sodass abzusehen war, dass die Reduzierung der
Dauer einzelner Inkubationsschritte wahrscheinlich keinen negativen Einfluss auf die Bindung
der Magnetpartikel und damit die Signalstarken haben wird. Es zeigte sich, dass die
Inkubationszeit des Schritts Loading (Auftragen der Probe) die Signalstarken in der MID
starker beeinflusst, als die Inkubationszeiten der anderen Einzelschritte. Eine Verklirzung der
Inkubationszeit auf 10 min fihrte zu einer weiteren Signalerhéhung. Auch hier zeigte der
Schritt Loading eine leichte Signalerhdhung im Vergleich zu dem Ansatz mit 30 min
Inkubationszeit. Die einzelnen Inkubationsschritte flir das ,Durchlaufen® zeigten wie auch die
Inkubationszeiten bei 30 min und 10 min eine Signalsteigerung. Allerdings nahert sich die
Dauer der Inkubation beim ,Durchlaufen den 10 min an, da nach dem Loading-Schritt die
Flussigkeiten langsamer durch die Saule laufen und sich so die weiteren Schritte zeitlich
verzdgern. Werden alle Inkubationszeiten auf 30 min oder 10 min gesetzt, fuhrt dies zu einer
Erhdhung des Signals, welches bei Inkubationszeiten von 10 min etwas starker ausfallt.
Werden alle Schritte in Kombination ,Durchlaufen® gelassen so kommt es hier zu einer
Verschlechterung der Signale, die geringer als die der 60 min Inkubation sind. Warum dieser
Effekt auftritt, kann nicht sicher erklart werden. Ein Grund konnte sein, dass die Antikorper
zunachst eine gewisse Zeit bendétigen, um zu binden und diese Zeit etwa 10 min entspricht.
Da das Messsignal bei Inkubationszeiten langer als 10 min wieder abnimmt, ist das ein Hinweis
darauf, dass sich die Antikérper bei langer Inkubation auch wieder I6sen. Da sich die Zeiten
beim ,Durchlaufen® hier jedoch nur wenig von der 10 min Inkubation unterscheiden, bringt das
,pDurchlaufen“ keinen nennenswerten zeitlichen Vorteil und es lasst sich festhalten, dass 10

min Inkubationsschritte die beste Kombination aus Signalstarke und zeitlicher Effizienz bieten.
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Abbildung 3: Ergebnis des Inkubationszeiten Vergleiches der MID von TMV-infiziertem Tabakblattmaterial. Verglichen
werden die Signalstirken der MID bei verschiedenen Inkubationszeiten, wenn alle Inkubationsschritte gleich lang (1h,
30 min, 10 min oder ,,Durchlaufend) durchgefiihrt wurden.

Es konnte hiermit gezeigt werden, dass es mdglich ist die reinen Inkubationszeiten von 4 h auf
50 min zu reduzieren. Betrachtet man nun noch, dass der spatere Endanwender die ersten
beiden Schritte Coating und Blocking nicht durchfihren muss, ergibt sich so eine reine
Inkubationszeit von 30 min. Diese setzen sich aus den Inkubationsschritten zusammen welche
noch vom Endanwender (Loading, Labelling und Magnetpartikel) durchgefiihrt werden
mussen. Diese Ergebnisse entsprechen auch den Erfahrungen des IME fir andere
Einsatzgebiete der MID. Dies muss aber fir jeden Nachweis neu getestet werden da die
Antikérper und ihre Bindungsstarke darauf den grofiten Einfluss haben und sich dies dadurch
von Antikérper zu Antikorper unterscheiden kann. Die Durchfiihrung der MID-Technik ist somit

wesentlich schneller als die der kommerziell erhaltlichen ELISA-Tests und der gPCR-Methode.

Basierend auf diesen Ergebnissen und der leichten Erhéhung der Signale bei kirzeren
Inkubationszeiten wurde nun getestet, wie sich der Pflanzenextrakt im Vergleich zu PBS
verhalt, wenn die Inkubationszeiten verklrzt werden. Es wurden die gleichen TMV-
Konzentrationsreihen wie fir das Experiment aus Abbildung 1 hergestellt und die
Inkubationszeiten von 60 min auf 10 min reduziert. Die Mittelwerte der Messsignale sind in
Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: MID Versuche zur Vergleichbarkeit der Signale im Pflanzenextrakt und PBS bei einer Inkubationszeit von
10 min pro Schritt. Pflanzenextrakt sowie PBS wurden mit gereinigtem TMV gespiked. Gezeigt werden die Mittelwerte

der Messung (n =2). Auf der x-Achse befinden sich die Konzentrationen und auf der y-Achse die Mittelwerte in mV.

Wie bei der Messung der 60 Minuten Inkubationen liegen die Konzentrationen 97,5 ug/mL und
48,75 pug/mL im Bereich der Sattigung. Allgemein ist wie in den Versuchen zur Reduzierung
der Inkubationszeit zu sehen, dass die Messsignale sich erhéht haben. Betrachtet man hier
die Normalisierung und vergleicht die Messpunkte mit denen der 60 min Inkubationen kann

man erkennen, dass auch diese quasi auf der selben Kurve liegen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Auftragung der normalisierten Mittelwerte der gespikten Pflanzenextrakte
und PBS bei Inkubationszeiten von jeweils 1h und 10 min. Auf der x-Achse befinden
sich die Viruskonzentrationen in uyg/mLund auf der y-Achse die normalisierten
gemittelten Messwerte in mV.



Es konnte hiermit nochmals gezeigt werden, dass die Inkubationszeiten ohne Probleme auf
10 min reduziert werden kdnnen und dies auch keinen Einfluss auf die Vergleichbarkeit der
Messergebnisse von Pflanzenextrakt und PBS hat. Die erhdhten Signale wirkten sich leicht
positiv auf das LOD aus. Fur die Messreihe in Pflanzenextrakt wurde ein LOD von 0,48 ug/mL
berechnet und fir die Reihe in PBS von 0,045 ug/mL. Mit einem Detektionslimit im ng/mi-
Bereich nahert sich die Sensitivitdt der MID auch der Sensitivitat der kommerziellen ELISA
Tests an. Dieser Trend konnte jedoch nicht reproduziert werden, da keine gereinigten Viren
mehr vorhanden waren und es zeitlich nicht mehr funktioniert hat neuen gereinigten Virus
herzustellen. Abschlielend kann also festgehalten werden, dass die Detektionslimits der MID
mit 60 min und mit 10 min Inkubationsschritten etwa in der gleichen Grélienordnung liegen

und die Gesamtdauer der Methode erfolgreich verkirzt werden konnte.

AP 6: PCR-basierte Verfahren (01.02.2022 — 30.04.2023)

Erwartete Ergebnisse
Etablierung von verschiedenen PCR-basierten Verfahren (PCR, RT-gPCR, LAMP) zum

Nachweis von verschiedenen Pflanzenviren und Erweiterung des Ansatzes zur

Multiplexdetektion. Testung des Einflusses eines vorgeschalteten NBMS-Schrittes auf die

Sensitivitat der Methoden.

Erreichte Ergebnisse

AP 6.1: Etablierung von RT-qPCRs zum Nachweis verschiedener Pflanzenviren (GeneCon,
IME)

Fir die Validierung der Pflanzenviren TMV, GFLV und PVX wurden folgende Primer und
Sonden mittels Primer 3 designt (Virus Hullenprotein) und bestellt:

TMV forward (fw) 5-TGATGATTCGGAGGCTACTG-3/,

reverse (rv) 5. TTAACTCTATTGGGTCGGCC-3/,

GFLV fw 5-TCAGGGCTACTATGATGGGT-3, rv 5-CCTAATACTAGAACCGCCCC-3
PVX fw 5-GACACATTCACATACGCTGG-3', rv 5-ATCGGTGGCTCTAGAAAGTG-3/,

Die Einzel PCRs konnten erfolgreich etabliert werden. Dazu wurden fur die Nachweise SYBR
Green verwendet. Dies bringt den Vorteil, dass unspezifische Produkte tiber die Schmelzkurve
ausgeschlossen werden kdnnen. Fur die Validierung wurde positives Blattmaterial (DMSZ)
infiziert mit Viren gemdorsert und mit dem ,RNeasy Plant Mini Kit“ von Qiagen die RNA isoliert.

Mit dem ,QuantiTect Reverse Transcription Kit“ von Qiagen wurde aus der RNA die cDNA fir



die PCR synthetisiert. Mit der so erhaltenen DNA wurden folgende finf Verdunnungen: 1:10,
1:100, 1:1.000, 1:10.000 und 1:100.000 in TE-Puffer erstellt. Fur die gPCR wurde das ,qPCR-
Kit ,GoTag® qPCR Master Mix* (Promega) verwendet welches SYBR Green beinhaltet und
der Rotor-Gene Q von Qiagen verwendet. Erfullungskriterien der Validierung war eine Effizienz
zwischen 90 % und 100 % sowie ein BestimmtheitsmaR von R? = 0,98. Die Effizienz wurde
mittels der Steigung m Uber die Formel E = (10¢"™)-1 berechnet. Die Validierung der TMV
PCR-Methode erzielte eine Effizienz von 90 % und ein Bestimmtheitsmal von R?> 0,9999, fir
PVX konnte eine Effizienz von 91 % und ein BestimmtheitsmaR von R?> 0,9985 und bei GFLV
konnte eine Effizienz von 91 % und ein BestimmtheitsmaR von R?> 0,9987 erreicht werden.
Die LODs lagen in allen Fallen bei einer Verdinnung von 1:100.000. Die spezifischen
Schmelzpunkte fur TMV, PVX und GFLV lagen bei 84,0°C, 84,5 °C und bei 83,6 °C.
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Abbildung 6: Als Beispiel Auftragung der gemittelten Ct-Mittelwerte der 3 TMV-Validierungslaufe iliber eine
Verdiinnungsreihe von 1:10 bis 1:100.000.

AP 6.2: Generierung von verschiedenen Fluoreszenzsonden zur Multiplexdetektion
(GeneCon)

Fir dieses Teil-Arbeitspaket konnte ein Multiplex-Ansatz fiir den Nachweis von TMV und PVX

erstellt werden. Es wurden folgende Primer und Sonden (Probe) verwendet

TMV: fw 5 -TGATGATTCGGAGGCTACTG-3', rv  5-TTAACTCTATTGGGTCGGCC-3',
Probe 5-CGTGTTCTTGTCATCAGCGT-3* (Grun)
PVX: fw 5-GACACATTCACATACGCTGG-3,, rv 5-ATCGGTGGCTCTAGAAAGTG-3!,
Probe 5-ACCCAAGTGTGTAGTGCGAA-3* (Gelb)



Far die Validierung wurden die besten PCR-Bedingungen fiir beide Viren einzeln getestet. Die
Gesamt-DNA des extrahierten DSMZ-Positivmaterials flir PVX und TMV wurde auf 1500 ng/uL
eingestellt. Daraus wurden 5 Verdinnungen hergestellt: 1:10 (150 ng/uL), 1:100 (15 ng/uL),
1:1.000 (1,5 ng/uL), 1:10.000 (0,15 ng/pL) und 1:100.000 (0,015 ng/uL). Fir die gPCR wurde
das Biozym Probe gqPCR Kit verwendet und der Rotorgene von Qiagen verwendet. Fir TMV
und PVX (Abbildung 7) ergab sich eine Effizienz von 96 % und 108 % und eine Linearitat von
0,9999 und 0,9981. Das LOD lag bei 1:100.000 (0,015 ng/uL) und somit wie bei den
PCR-Methoden mit SYBR Green.

TMV Validierungs PCR PVX Validierungs PCR

Abbildung 7: Auftragung der Ct-Werte der TMV- und PVX-PCR mit den Verdiinnungsstufen 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000
und 1:100.000

Far die Validierung des Multiplexes wurden aus den beiden Positivmaterialien eine Mischung
aus TMV und PVX hergestellt mit einer Konzentration von 1500 ng/uL pro Virus. Es wurden
dieselben 5 Verdunnungsstufen wie fiir die Singleplex-PCR verwendet.

Bei der Validierung ergaben sich fur TMV und PVX eine Effizienz von 94 % und 97 % sowie
eine Linearitat von 0,997 und 0,9997. Das LOD wurde auf 1:100.000 (0,015 ng/uL) festgelegt.
Durch den Multiplex-Ansatz zeigte sich eine leichte Verschlechterung der Effizienz und
Linearitat, diese sind allerdings zu vernachlassigen, da die Effizienz immer noch zwischen
90 % - 110 % und die Linearitdt Uber 0,98 liegen. Es konnte somit eine erfolgreiche
Multiplexmethode flir TMV und PVX erstellt werden.

AP 6.3: Vergleich mit LAMP-basierten Detektionsverfahren (GeneCon, IME)

Fir die Loop-mediated Isothermal Amplification PCR (LAMP-PCR) wurden die bendtigten
Primer sowie LAMP-Konditionen aus der Publikation von Supakitthanakorn et al., (2022)
entnommen. Es handelt sich dabei um folgende 6 Primer

Forward Primer (F3): CCGGAAAAAAGAGTGATGTC

Backward primer (B3): ACAAGAACACGAACTGAGAT



Forward inner primer (FIP): ACTCATTCCTCCAAAATCCTTAAC-
AAAAGGGAAAAATAGTAGTAGTGATC

Backward inner Primer (BIP): AATCGATGATGATTCGGAGGCT-
GGAGTAGTGATACTGTAAGACAT

Loop-forward primer (LF): TCTTGTTCGGCACTGACC
Loop-backward primer (BF): GTCGCCGAATCGGATTCGTTTTA

Der Vorteil der LAMP-PCR ist, dass diese bei einer gleichbleibenden Temperatur stattfindet
und somit einfach in einem Thermoblock durchgefihrt werden kann und kein PCR-Gerat
verwendet werden muss. Um die Reaktion der PCR direkt verfolgen zu kénnen, werden
LAMP-Mixe verwendet, welche ihre Farbe andern, wenn eine positive Reaktion stattfindet
(RT-LAMP). Aus der oben genannten Publikation wurde auch ein solcher Mix Gbernommen
(WarmStart®ColorimetricLAMP 2x Master Mix with UDG (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA)). Bei diesem Mix ist bei einer positiven Reaktion ein Farbverlauf von Lila (negativ) zu
Gelb (positiv) zu sehen. Zur Bestimmung der optimalen Reaktionszeit sowie Temperatur
wurden TMV-DNA, -RNA und Wasser bei 61 °C, 63 °C, 65 °C und 67 °C und bei 30 min,
45 min und 60 min getestet. Bei der Optimierung zeigte sich, dass die besten
Reaktionsbedingungen der LAMP-PCR bei 65 °C und 30 min Inkubation liegen.

Um die RT-LAMP Methode mit den gPCR-Methoden zu vergleichen, wurde dieselbe
Verdunnungsreihe wie bei der Validierung des Multiplexes verwendet. Wie in Abbildung 8 zu
sehen, besitzt die RT-LAMP eine ahnliche Sensitivitat wie die anderen PCR-Methoden. Es
konnten Verdinnungen bis 1:100.000 nachgewiesen werden. Jedoch weist die LAMP-PCR
auch die Mdglichkeit von falsch positiven Ergebnissen auf. Auch sind Unterschiede in der
Viruskonzentration so gut wie nicht zu erkennen. Um genauere Informationen Uber die Menge
der amplifizierten DNA zu erhalten muss eine Gelelektrophorese durchgefiihrt werden. Mit
dem dazu kommenden Aufwand ware es einfacher, genauer und gleich schnell eine gPCR-
Methode zu verwenden. Die LAMP eignet sich daher als Schnelltest fir einen groben Uberblick

aber nicht fur eine genaue und sichere quantitative Aussage.
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Abbildung 8: Sensitivitiatstest der Detektion von TMV mit der LAMP-Methode. Zu sehen ist eine TMV Verdiinnungsreihe
mit 1) 1:10, 2) 1:100, 3) 1:1000, 4) 1:10.000, 5) 1:100.000, 6) 1:1.000.000, 7) 1:2.000.000 und Wasserkontrolle. Durchgefiihrt
bei 65 °C und 30 min.
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AP 6.4: Testung des Einflusses eines vorgeschalteten NBMS-Schritts (GeneCon, IME)

Die RNA der Magnetpartikel-gebundenen Viren wurden mit dem ,QuantiTect Reverse
Transcription Kit* von Qiagen in cDNA umgewandelt. Diese Proben wurden anschlie3end mit
der in AP 6.2 entwickelten gqPCR-Methode gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Amplifikation und die Messung der Proben erfolgreich war. PBS zeigte einen Ct-Wert von 14,
Tris-Puffer einen Ct-Wert von 15 und Wasser einen Ct-Wert von 17. Die Unterschiede in den
Ct-Werten kdonnten damit zusammenhangen, dass die verwendeten Puffer einen Einfluss auf
die Synthese der cDNA haben. Im Vergleich zu einer durch das ,RNeasy Plant Mini“ Kit
erhaltenen cDNA flihren die Magnetpartikel-gebundenen Viren zu einem hdheren Ct-Wert.
Auch bei den im IME durchgeflihrten Versuchen zeigte sich kein nennenswerter Vorteil durch

die vorgeschaltete magnetische Aufkonzentrierung.

AP 8: Evaluierung etablierter und neu entwickelter Detektionsverfahren zum Nachweis von
QPs

Vergleich der Verfahren mit TMV Infiziertem Material (Infektionsverlauf)

Fir diesen Vergleich wurden am IME generierte Proben verwendet. Die Tabakpflanzen
wurden mit TMV infiziert und es wurden an verschiedenen Tagen Blatter entnommen, um
einen Infektionsverlauf darzustellen. Es ging darum nachzuweisen nach wie vielen Tagen
Lateral-Flow-Tests, ELISA- und PCR-Methoden eine TMV-Infektion zuverlassig nachweisen
kénnen. Wir haben Proben nach 1, 3, 7, 10, 14 und 17 Tagen Infektion erhalten. Fir die
Kennzeichnung wahlten wir im Folgenden T = Tag und P = Pflanze z.B. T1P1 Probe nach Tag

1 von Pflanze 1. Fir die Lateral-Flow-Tests und ELISA wurden die Tests von Agdia gewahlt



und es wurden die entwickelten gPCR-Verfahren (mit und ohne Sonde), dPCR und RT-LAMP

getestet.

Tabelle 5: Ergebnisse der TMV-Infektionsverlauf-Untersuchung mit den verschiedenen Analysemethoden. + = positiv, -
= negativ und n.t. = not tested.

Proben Ct-Werte Ct-Werte dPCR RT- ELISA | | ateral-
Nummer GeneCon GeneCon qPCR [Kopien/uL] | LAMP RAW Flow-
qPCR Sonde SYBRGreen Data Tests
T1P1 23,62 22,08 16 + 0,212 -
T3P7 17,94 16,28 865 + 0,873 -
T3P9 18,54 16,62 590 + 0,858 -
T7P4 24,05 22,91 12 + 0,154 -
T10P9 24,14 22,35 8 + 0,283 -
T14P9 13,28 11,40 13402 + 3,5 n.t.
T17P1 8,47 6,82 13872 + n.t. +
NegativP11 23,56 28,10 16 + n.t n.t
NegativP12 n.t. n.t n.t n.t. 0,125 -

Die Ergebnisse in Tabelle 5 zeigen, dass bis auf die Lateral-Flow-Tests alle Methoden in allen
Proben TMV nachweisen konnten. Auch spiegelt sich in allen Methoden ein &hnlicher
Infektionsverlauf wider. Mit der gqPCR SYBRGreen und dem ELISA konnte sogar nach einem
Tag bereits die TMV-Infektion nachgewiesen werden. Nach 3 Tagen kann eine Virusinfektion
mit funf der sechs gewahlten Methoden nachgewiesen werden. Fir einen sicheren Nachweis
und um die heterogene Verteilung der Viren im Pflanzenmaterial auszugleichen ist es dringend
notwendig mehrere Blatter der Pflanze zusammen zu homogenisieren. Auch wenn alle
Methoden miteinander vergleichbar sind und nahezu dasselbe Bild zeigen, ergibt sich auch,
dass gerade in einem niedrigen Viruskonzentrationsbereich die Methoden unsicherer werden.
Um eine gewisse Sicherheit zu erlangen, sollten Ergebnisse stets mit einer zweiten Methode
noch abgesichert werden. Die PCR und ELISA Methode liegen sehr nahe beieinander jedoch
konnten die Lateral-Flow-Tests nur eine Probe als sicher positiv identifizieren und zeigen hier
eine grolie Schwache gegentiber den anderen Methoden. Bei der LAMP zeigt eine der beiden

Negativkontrollen ein positives Ergebnis, was die Anfalligkeit der LAMP fir falsch-positive




Ergebnisse verdeutlicht. Weitere Versuche wurden am IME mit der magnetischen
Immunodetektion durchgefihrt und mit den bei uns erfolgten Analyseverfahren verglichen.
Hier zeigte sich, dass TMV mit der MID erst nach einer Infektionszeit von 10 Tagen sicher
nachgewiesen werden konnte. Dies liegt an der etwas schlechteren Sensitivitat gegenlber

den anderen Methoden.

Die Validierung der innovativen Detektionstechnologien mit Quarantanepathogenen wurde
vom Fraunhofer IME Ubernommen, da aus logistischen und Infektionsschutzgriinden nur die
Labore dort als geschlossene Anlage fur die Arbeit mit Quarantaneschaderregern angemeldet
wurden. Der Fokus unserer Arbeiten lag auf der Erprobung, Optimierung und Etablierung der
Detektionsverfahren mit Nicht-Quanrantaneschaderregern bzw. Modellpathogenen, wie
beispielsweise der Optimierung der TMV-MID, dessen Ergebnisse wichtige Grundlagen fur die

Validierung der Methode aufgebaut haben.

2. die wichtigsten Positionen des zahlenmiaRigen Nachweises

Die wichtigste Position des zahlenmaRigen Nachweises waren die Personalkosten. Ohne

diese Zuwendungen hatte das Projekt nicht stattfinden kénnen.

3. die Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit

Der fortschreitende Klimawandel und der zunehmende Personen- und Warentransfer im
Zeichen einer globalisierten Welt sind treibende Faktoren, die die Wahrscheinlichkeit der Ein-
und Verschleppung von Quarantaneschadorganismen (QPs; Quarantine pests) und
regulierten Nichtquarantaneschadorganismen (RNQPs, Regulated non-quarantine pests)
entscheidend beglinstigen. Aus diesem Grund ist die Entwicklung innovativer, schneller und
robuster Diagnoseverfahren gefordert, die einen entscheidenden Eckpfeiler des
Pflanzenschutzes darstellen und zur Feststellung, Uberwachung und Entwicklung geeigneter
Management- und Bekampfungsstrategien dienen. In Hinblick auf diese Punkte konnten die
durchgeflihrten Arbeiten im Projekt zeigen, dass eine schnelle und einfache Analysentechnik
erreicht wurde. Diese umfasst eine schnelle und einfache Probenextraktion sowie
Messvorbereitung und Messung, welche auch mobil stattfinden kann. Der Vergleich mit
bestehenden Methoden wie ELISA, PCR und LFTs zeigte, dass die MID-Technologie schneller
und einfacher durchzufiihren ist als ELISA- und PCR-Methoden und nicht unbedingt auf ein

Labor angewiesen ist. Dies ist ein entscheidender Vorteil fir die Friherkennung.



4. der voraussichtliche Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit der Ergebnisse

im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Durch die Ergebnisse des Projektes NanoSpoD ergaben sich die Grundlagen fiir einen
Forschungsauftrag an das IME des Fraunhofer Instituts zur Entwicklung und der Herstellung
einer kleinen Serie des MID-Prototyps. Gleichzeitig werden auch Analysenmethoden fir den
Lebensmittelbereich weiterentwickelt. Hiermit ist der Grundstein gelegt, um diese Technologie
in den Markt zu bringen. Die im Projekt entwickelten Methoden welche auf den
magnetischenNanopartikel beruhen kdnnen nach Fertigstellung des Prototyps auch in den
Markt gebracht werden. Weiterhin sollen die von uns entwickelten PCR-Methoden in die
Routine Analytik aufgenommen werden. Wahrend der Durchfuihrung des Projektes wurde eine
dPCR erworben mit welcher eine einfache und leichte Quantifizierung der Pathogene TMV
und PVX erreicht werden kann und robuster ist gegenlber problematischer Probenmatrix.
Diese wurde nicht durch Fordergelder erworben. Die dPCR ist auch eine weitere Erganzung
fur die Nachfolgeprojekte welche sich aus dem Projekt ergeben haben. Als Nachfolgerprojekt
startete Anfang 2025 startete das Projekt Magnl-SENSE im Rahmen von
GreenEconomy.IN.NRW (Férderkennzeichen EFRE-20800578). Hier werden die im
NanoSpoD erzielten Ergebnisse auf pilzliche Pflanzenpathogene Ubertragen. Der Nachweis
der Pathogene soll durch die Kombination von MID mit LAMP erfolgen. Weiterhin wurde
aufgrund der Ergebnisse noch ein Antrag auf ein Projekt gestellt, welche die MID-Technologie
in die Humandiagnostik bringen soll. Hierbei handelt es sich um den Nachweis invasiver

Mikroorganismen durch magnetbasierte Diagnostik mittels LAMP.

5. des wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen

Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Laufzeit des Projektes wurde standig die Literatur Uberprift ob neue Projekte
oder Veréffentlichungen in diesem Bereich erstellt wurden und eine Konkurrenz entstanden

ist. Unsere Literaturrecherche konnte aber nichts zu diesem Thema finden.

6. die erfolgten oder geplanten Veréffentlichung der Ergebnisse nach Nr. 5 der
NKBF2017.

Von Seiten der GeneCon International GmbH sind im Moment keine Verdffentlichungen
geplant. Wir werden aber an einer geplanten Veroéffentlichung des Projektpartners IME

Fraunhofer Institutes beteiligt sein.



	01_Kurzdarstellung_GeneCon_NanoSPoD_International_GmbH
	02_Eingehende_Darstellung_NanoSPoD_GeneCon_International_GmbH

