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1. Aufgabenstellung und Gesamtziel des Vorhabens

Innerhalb des Projektvorhabens wurde ein neuartiges Vor-Ort-Analysekit in Form eines
Lateral-Flow-Assays (LFA) zur sensitiven und sicheren Diagnose der beiden bakteriellen
Infektionskrankheiten Amerikanische- (AFB) und Europaische (EFB) Faulbrut bei Honigbienen
entwickelt und optimiert. Im Verlauf des Vorhabens wurden die Testkits sowohl mit in-vitro
infizierten Laborproben, als auch unterschiedlichen im Feld gesammelten Probenmaterialien
bewertet und evaluiert. Parallel zur Erhebung der Leistungsdaten und Feststellung der
Testperformance wurden sowohl das bestehende Lyseprotokoll fir den Aufschluss der Probe
und der Prozess der Probennahme von Senova optimiert. Da es sich bei dem Schnelltest um
ein Produkt zur Anwendung durch geschulte Laien (Imker oder Mitarbeiter von
Veterinaramtern) handelt und die Durchfihrung auch direkt am Bienenstand erfolgen kann,
muss die gesamte Durchfuhrung der Probennahme und Probenapplikation so unkompliziert
und anwenderfreundlich wie moglich sein. Neben der Anwenderfreundlichkeit kann so auch
mafgeblich die Testperformance optimiert werden, da weniger nutzerspezifische Fehler

auftreten und die Sicherheit der Tests verbessert wird.

2. Stand von Wissenschaft und Technik an den angeknipft wurde

Die Diagnostik der AFB und EFB erfolgt traditionell mittels mikrobiologischer Labormethoden.
Dabei wird das jeweilige Probenmaterial nach entsprechender Vorbereitung auf Kulturmedien
aufgetragen, Kkultiviert und anschlieBend mittels biochemischer, mikroskopischer oder
molekularbiologischer Methoden untersucht. Diese Methode der Diagnostik liefert exakte
Ergebnisse, ist aber apparativ aufwendig, setzt speziell geschultes Personal voraus und die
Proben miissen zeitaufwéandig in Labore transportiert werden. Da bei einer Faulbrut-Infektion
von Bienenvoélkern schnell gehandelt werden muss, haben Vor-Ort-Analysemethoden fiir den
Erregernachweis eine extrem hohe Bedeutung. Fir diesen dezentralen Nachweis sind
immunologische Schnelltests in Teststreifenformat ideal geeignet. Die Tests kbnnen relativ
einfach hergestellt werden, haben geringe Produktionskosten, weisen eine einfache
Handhabung auf und kdnnen direkt am notwendigen Ort durchgefuhrt werden.

Zur schnellen Vor-Ort Diagnose im Feld ist ein AFB und ein EFB Diagnose Kit (VITA)
verfuigbar. Das AFB-Kit wird zwar in mehreren L&ndern eingesetzt, allerdings kénnen mit dem
Kit nur AFB-Ausbriche erkannt werden, welche durch den Genotyp ERIC | hervorgerufen
werden. Im Feld treten allerdings die potenten Genotypen ERIC | und ERIC Il auf, welche sich
in ihrer Virulenz und Letalitat fir das Bienenvolk unterscheiden. Infektionen mit ERIC Il werden
daher mit dem bestehenden Testkit nicht erkannt und liefern somit falsch-negative Ergebnisse.
Das im Projektvorhaben entwickelte Testkit ist in der Lage, beide Genotypen zu erkennen und
voneinander zu differenzieren und somit die Testsicherheit zu verbessern und Maflinahmen

zur Bekdmpfung der AFB ergreifen zu kbnnen.
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3. Ablauf des Vorhabens
Innerhalb des Projekts hat sich das Friedrich-Loeffler-Institut primar auf zwei
Themenschwerpunkte fokussiert: die Sammlung und Charakterisierung von Realproben sowie
die Erfassung der Leistungsdaten der Schnelltests. Fir die Probensammlung wurde Kontakt
mit allen Landes-Veterinaramtern hergestellt, wobei direkt Informationen Uber die neuartigen
Schnelltests weitergegeben werden konnten. Die erhaltenen Proben wurden anschlieRend mit
Labor-Referenzmethoden charakterisiert, um sie im Anschluss zur vergleichenden
Leistungsbewertung mit den Schnelltests einsetzen zu kénnen.
Senova hat parallel zur Tatigkeit des FLI die bestehenden Schnelltests weiter optimiert, wobei
der Fokus auf die Probennahme gesetzt wurde. Dabei wurde vor allem das Lyseprotokoll,
welches die mechanische Zerstérung der Bienenlarve und die anschlieRende chemische
Zersetzung der Bakterien beinhaltet, geprift und verbessert. Diese Versuche sind im engen
Kontakt mit dem FLI und dazugehérigen gemeinsamen Versuchen am jeweiligen Standort
erfolgt. Zusatzlich zur Lyse wurden verschiedene Optionen zur Probennahme untersucht, da
die Larve erst entnommen, in den Puffer tberfihrt und anschlieRend als extrahiertes Lysat in

definiertem Volumen auf das Probenapplikationsfeld Gbertragen werden muss.

4. Zusammenfassung der Ergebnisse (Senova Arbeitspakete)

Es konnte ein Lyseprotokoll etabliert werden, bei dem der Extraktionspuffer Metallkugeln zur
effektiven mechanischen Zerstérung der Bienenlarve enthdlt. Der chemische
Zersetzungsprozess der Bakterien konnte optimiert werden, ohne dabei das nachzuweisende
Antigen zu beschéadigen bzw. die Sensitivitit des Tests negativ zu beeinflussen. Die
Ergebnisse mit der finalen Lysepuffer-Zusammensetzung wurden sowohl mit Referenz-
Bakterienstammen als auch mit Bienenlarvenproben aus den Feldversuchen verifiziert.

Das Testkit muss Bestandteile zur Entnahme der Larve aus der Brutwabe eines Bienenstocks
beinhalten. Fir diesen Durchfuhrungsschritt wurden unterschiedliche Spatel, Prapariernadeln
und Stabe gepriift, wobei sich kleine Holzstabe als am geeignetsten herausgestellt haben, da
sie sowohl kostengtinstig als auch nachhaltig sind. Neben der Entnahme der Bienenlarve stellt
die korrekte Uberfiihrung eines definierten Probenvolumens einen typischen Anwenderfehler
dar. Traditionell wird die Probe mit Tropfpipetten Gbertragen, was verhaltnismafig ungenau ist
und das Risiko von zu viel oder zu wenig Probenmaterial beinhaltet. Daher wurde eine
Kassette mit zugehorigem Probennahmetool entworfen, bei dem die Probe mit Hilfe von
Faserfiltern aufgenommen wird. Das in den Filtern befindliche Volumen wird durch Nachflie3en
eines wassrigen Puffers aus dem Filter durch hydrostatischen Druck verdrangt und flief3t direkt
in definiertem Volumen auf das Probenapplikationsfeld des LFA. Mit diesem Setup wurden
Leistungsdaten fir AFB und EFB-Bakterienstamme erhoben, die in Teil Il des Sachberichts

erlautert werden.
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1. Ablauf und Ergebnisse des Vorhabens

1.1.Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im
Einzelnen, mit Gegenuberstellung der vorgegebenen Ziele

Die Zuwendung erfolgte fur die Entwicklung und Optimierung eines geeigneten Lyseprotokolls
fur den Bakterienaufschluss sowie der Etablierung eines Probennahmemoduls zur exakten
und anwenderfreundlichen Probenapplikation. Mit diesen Optimierungsschritten soll das Vor-
Ort Analysekit zum Nachweis der Amerikanischen- und Europdischen Faulbrut erweitert
werden, um die Sicherheit des Testsystems und die analytische Performance der Tests zu
verbessern. AbschlieRend erfolgte die Evaluierung des finalen Testsystems, indem die
Leistungsdaten der AFB und EFB-Schnelltests mit unterschiedlichen Bakterienstammen und
Feldisolaten sowie potentiell kreuzreaktiven bienenassoziierten Bakterien erfasst wurden.
Zusatzlich wurde die Fahigkeit zur Differenzierung der AFB in Genotyp ERIC | und ERIC I
verifiziert. In Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. sind die erreichten Ziele
sowie die Vorgaben des Projektes zusammengefasst. AnschlieRend werden die wichtigsten
Ergebnisse der einzelnen Arbeitspakete des Arbeitsplans aufgefiihrt.

Tabelle 1: Zusammenfassende Darstellung der Ziele und der erreichten Ergebnisse des Teilvorhabens der
Senova

Projektinhalt Ziel Ergebnis

Optimierte Zusammensetzung des
Lysepuffers:
o Metallkugeln mit definiertem
Durchmesser fir mechanische
Zerstorung
e Lysepuffer aus einfachen und
gunstigen Grundchemikalien
(Phosphatsalze, Natriumchlorid,
Detergenzien)
e Verzicht auf weitere chemische
Additive oder Enzyme

Optimierung der
mechanischen und
chemischen Lyse des
Probenmaterials

Komponenten des Lyseprotokolls

nutzerfreundliches,

kosteneffizientes und Als optimales Probennahme Besteck

Entnahme der konnten kurze Holzstébe identifiziert werden,

Bienenlarve nachhaltiges Besteck zur : .
. die alle gesetzten Voraussetzungen erfillen.
Komponenten Entnahme der Bienenlarve
der Nutzerfreundliche Lésun Mit Hilfe von in einem Stift befindlichen
Probennahme 9 Faserfiltern wird flissiges Probenmaterial

Probenapplikat zur Applikation eines
ion definierten Volumens auf das
Probenaufgabefeld des LFA

aufgenommen und Uber nachflieRenden
Puffer durch hydrostatischen Druck auf das
Probenaufgabefeld weitergeleitet.

Es wurden zwei LFA’s etabliert, bei dem in

Evaluierung des finalen
Testsystems

Erfassung der
Leistungsdaten mit dem
neuartigen Setup zur
Probennahme

einem die AFB nachgewiesen und auf alle
Genotypen differenziert wird. In einem
separaten Teststreifen erfolgt der Nachweis
der EFB.
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1.2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das Vorhaben baute auf dem Forschungs- und Kenntnisstand der Immunotechnologien, der
Kernkompetenz der Senova GmbH und dem Erkenntnisgewinn friherer Forschungsprojekte

der Senova auf. Es reiht sich damit perfekt in die Arbeitstatigkeiten der Senova GmbH ein.

1.3. Darstellung der durchgefuhrten Arbeiten

Die einzelnen Versuche sowie die Dokumentation der Ergebnisse wurden bei der Senova
GmbH innerhalb der Abteilung Forschung und Entwicklung durchgefiihrt. Dabei wurden im
Rahmen des Projektes wie im Projektantrag vorgesehen die einzelnen Arbeitspakete
abgearbeitet.

1.3.1. DEAD-Arbeitspaket 8: Entwicklung eines geeigneten Lyseprotokolls
far verschiedene Probenmaterialien
Fur die zu detektierenden Analyten wurde ein Lyseprotokoll etabliert, bei dem die Bienenlarve
mechanisch zerstort wird. Zeitgleich erfolgt die chemische Zersetzung der Bakterien, damit die
Zelltrimmer klein genug sind, um im Schnelltest durch die Poren der Nitrocellulose
Reaktionsmembran wandern zu konnen. In Tabelle 2 ist eine Ubersicht zu den untersuchten
Komponenten und deren Funktion dargestellt. Die aufgelisteten Komponenten wurden
schrittweise in unterschiedlichen Konzentrationen gepruft. Auerdem wurden Chemikalien aus
den unterschiedlichen Kategorien untersucht, um die Wechselwirkungen untereinander zu
kontrollieren. Fiur die Versuche wurden zuerst Referenzbakterienstamme als fllissige Probe
verwendet, um die chemische Lyse zu untersuchen. Anschliel3end erfolgten gemeinsame
Versuche am FLI-Standort Riems, um Experimente mit direkt am Bienenstand entnommenen
Larven durchzuftihren. Aufgrund dieser Versuche wurde die Pufferzusammensetzung
abschlie3end erganzt und um den Zusatz von Natriumchlorid erweitert. AuRerdem konnte
dabei festgestellt werden, dass die Nitrocellulose-Reaktionsmembran einem zusatzlichen
Blockschritt unterzogen werden muss, um selten auftretende falsch positive Signale bei

gesunden Bienenlarven zu verhindern.
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Tabelle 2: Ubersicht und Funktion der gepriiften Komponenten und finale Zusammensetzung des Lysepuffers

Natriumchlorid
- Phosphat mit
Natriumchlorid

Komponente Funktion fur die Lyse Finale Konzentration
pH-Puffer (pH 6,5 — 8): - Stabilisierung der - 150 mM PBS; pH 7,3
- Tris lysierten
- Hepes Proteinkomponenten
- Phosphat ohne - Sicherstellung des

optimalen pH-
Bereichs fur das
Lysozym

Lysozym:

- Lysozyme from
chicken egg white
(Sigma)

- Lysozyme from
chicken egg white
(VWR)

- Aufldsung der
Zellwand bzw.
Peptidoglykanschicht
(Mureinhtille)

- kein Enzymzusatz
notwendig

Detergenz:
- Ecosurf EH-9
- Tergitol 15-S-9

- Einlagerung in
Zellmembran und
damit verbundenen

- 1 % vlv Tergitol 15-S-9

- Nonidet P40 Destabilisierung und
Auflésung der
Membran
Chemische Additive: - Erh6hung des - kein Zusatz chemischer
- Harnstoff entropischen Effekts Additive notwendig
- Guanidin zur Destabilisierung
Hydrochlorid

finale Zusammensetzung des Lysepuffers

e 150 mM PBS; pH 7,3

e 1% v/v Tergitol 15-S-9

o 2 Edelstahl Kugellagerkugeln (d = 4 mm)

1.3.2. DEAD-Arbeitspaket 9: Entwicklung verschiedener Tools fir die

Probennahme

Die Probenahme fir diesen Test besteht im Wesentlichen aus der Entnahme der Larve aus

der Brutwabe am Bienenstand, der Uberfilhrung in den Lysepuffer, der Aufnahme des

notwendigen Probenvolumens fir den Test und der Applikation der Probe sowie des

Probenpuffers.

Um die Entnahme der Larve so unkompliziert und gleichzeitig preisginstig wie moglich zu

gestalten, wurden unterschiedliche Hilfsmittel untersucht. Dazu wurde eine Reihe an

Einmalspateln und Prapariernadeln getestet, welche alle als verwendbar eingestuft werden

konnten, aber einerseits verhaltnismafig teuer und auch im Sinne der Nachhaltigkeit als

schlecht zu bewerten sind. Eine anwenderfreundliche, giinstige und ressourcenschonende

Mdglichkeit stellt die Verwendung einfacher Bastelholzer dar. Die Hélzer sind dinn und

4
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ausreichend lang, damit auch junge Larven die tief in einer Brutzelle liegen leicht erreichbar
sind. AuRerdem kann mit den Holzern auch die Wand einer Brutzelle gebogen werden, um die
Erreichbarkeit der Larve so zu erleichtern, die Beschadigung einer weiteren Brutzelle bei der
Probenahme spielt im Kontext eines Bienenvolks dabei keine Rolle. Bezuglich des Preises
sind diese Hdlzer so glnstig, dass sie fur die Kostenkalkulation eines ler Testkits (1 Testkit
enthalt 2 Holzer) mit 0,3 Cent je Kit kaum bemerkbar sind.
Bei der Applikation der Probe durch den Anwender treten haufig Fehler beim Probenvolumen
auf (z.B. umfasst ein Tropfen aus einer Transferpipette ca. 35 pul). Die groRe Markterfahrung
der Senova im Bereich der Immundiagnostik zeigt auch deutlich, dass die Probenapplikation
bei nahezu allen Tests das hochste Risiko fur Fehler durch den Anwender birgt. Dadurch
werden die erhaltenen Signalintensitaten und damit die Sensitivitat des Tests verandert. Um
dieses Problem zu umgehen, wird eine Methode zur Probenapplikation mit Hilfe von
hydrophilen Faserfiltern etabliert. Die Filter kdnnen ein festes Probenvolumen von 65 pl
aufnehmen und sind danach saturiert. Damit stellen die Filter eine Moglichkeit dar,
Probenvolumen reproduzierbar und unabhangig von Fehlern durch Anwender aufzunehmen.
Wird dieser Filter nun auf dem Probenaufgabe-Punkt einer LFA-Testkassette aufgesetzt, kann
Probenpuffer auf den Filter getropft werden. Der Puffer verdrangt dabei die im Filter enthaltene
Probe, welche dann auf das Samplepad der LFA-Testkassette flie3t und der Test somit
gestartet wird.
Mit dieser Art der Probeapplikation muss zusatzlich auch der Transfer der Flissigkeit auf das
Probenaufgabefeld der Testkassette optimiert werden. Dabei muss sowohl die Mikrofluidik, als
auch die Einfachheit der Durchfihrung, sowie die Nutzerfreundlichkeit betrachtet werden.
Dazu wurden vier verschiedene Lésungswege mit Hilfe von 3D-Druck Testmustern realisiert
(Abbildung 1). Im ersten Konzept ist der Filter in eine Art Loffel eingefasst, welcher eine Wanne
fir den zugegebenen Puffer besitzt. Variante zwei und drei setzen auf ein fir das
Probennahme Modul angepasstes Kassettendesign. Dabei ist der Filter in einen Steg integriert
(im Foto aus Konzeptionsgriinden ohne Pufferwanne) und wird fest in die neuartige Kassette
eingesteckt. Nach Pufferzugabe lauft die Probe (Farbstoff fur die Konzeptionierung) in ein
Reservoir und das Samplepad wird getr&nkt. Dadurch zieht sich die Flissigkeit tber
Kapillarkrafte ber den Streifen und ermoglicht den Probenfluss. Bei dieser Variante wird der
Filter auRerdem durch einen kleinen Dorn in der Kassette perforiert, um den Probenfluss zu
verbessern. Die vierte Variante nutzt ebenfalls eine neue Kassette, die im Wesentlichen kleiner
als die herkbmmliche Senova-Kassette ist und eine herausragende Steckverbindung fur das
Probennahmetool direkt auf dem Deckel tragt, um das Probennahmetool sicher zu fixieren.
Der Filter sitzt in einer S&ule, welche kurz vor Ubergang zum Steckplatz der Testkassette
spiralformige Vertiefungen tragt, um das FlieRverhalten zu verbessern. Fiur diese vierte
Variante erfolgten weitere Designverbesserungen, indem Haltegriffe angefligt und die

KassettengréRe verringert wurden, um Ressourcen zu sparen (Abbildung 1 D2).
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Abbildung 1: iterative Entwicklung des Probenapplikationstools (Faserfilter zur Probennahme und anschliefsender Transfer der
Probe auf den LFA-Teststreifen); A1 und A2 — Version 1 (Léffel mit Pufferwanne); B1 und B2 - Version 2 (Filter in beweglichem
Steg, Probenwanne im Kassettenboden, Teststreifen liegend); C1 und C2 - Version 3 (Eigenschaften analog zu Version 2 aber
mit stehendem Teststreifen); D1 und D2 - Version 4 (Filter in Scule mit Einkerbung, Befestigung mit Steckplatz am
Kassettendeckel, hydrostatischer Druck durch Pufferzugabe, D2 zeigt die finale Variante zum Projektende)
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1.3.3. DEAD-Arbeitspaket 10: Vergleichende Testung verschiedener
Probennahme Protokolle

Die Arbeitspakete 9 und 10 stehen in engem Zusammenhang miteinander und das Design des
Probennahmetools wurde in Arbeitspaket 9 bereits ausfuhrlich beschrieben. Unterschiedliche
Konzepte die in Arbeitspaket 9 entworfen wurden, sind sowohl mit einem Modellantigen
bekannter Konzentration (11-fach Bestimmung) als auch mit gesunden, tiefgefrorenen
Bienenlarven getestet worden, um die Reproduzierbarkeit der Verfahren zu bewerten. Dabei
konnten deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Konzepten beobachtet werden
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Sowohl das FlieRverhalten als
auch die entwickelten Signalintensitdten konnten bei der finalen Version 4 (entspricht der
Kassette in Abbildung 1 D2) als am besten bewertet werden. Das Zelllysat der untersuchten
Bienenlarven konnte bei allen Versionen aus dem Filter herausgeltst werden, allerdings waren
bei den Versionen 1 bis 3 des Probennahmetools Riickstande des Lysats auf der Kassette zu
erkennen. Dies spricht fir Mangel am Design dieser Versionen, was im Kontext des Versuchs
zu erwarten war, da diese Varianten auch weniger Optimierungsstufen bezlglich des
FlieRverhaltens erhalten haben und Version 4 schon frih durch interne Versuche favorisiert
wurde.
Die im Projekt verwendeten Funktionsmuster wurden mit Hilfe von 3D-Druck Methoden
hergestellt, fir eine erweiterte Produktion wird nach Projektende Kontakt zu Spritzgiel3ern

hergestellt, um ein passendes Werkzeug fur diese Anwendung fertigen zu lassen.

Tabelle 3: Variationskoeffizienten (VK) der unterschiedlichen Versionen des Probennahme Moduls bei exemplarischen
Konzentrationen eines Modellantigens

Parameter und | VK-Version 1 VK-Version 2 VK-Version 3 VK-Version 4
Akzeptanz VK

Modellantigen 31,94 %
25 ng/ml

VK <30 %

Modellantigen 23,41 %
100 ng/ml

VK <20 %

1.3.4. DEAD-Arbeitspaket 11: Validierung der Tests mit ausgewéahltem
Probennahme Set
Fur die Evaluierung der Tests wurde Version 4 des Probennahme Sets mit 3D-gedruckten
Funktionsmustern der neuartigen Kassetten verwendet. Die Detektion und Genotypisierung
der AFB erfolgt mit zwei Testlinien. Auf einer Linie sind allgemeine anti-Paenibacillus larvae
Antikdrper immobilisiert. Fur die zweite Testlinie werden spezifische anti-ERIC Il Antikdrper
eingesetzt. Liegt nun Genotyp ERIC | in der Probe vor, wird nur der allgemeine P. larvae

7
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Antikdrper mit der Probe interagieren, weshalb nur eine Testlinie auftritt. Bei Vorhandensein
von ERIC Il werden beide Antikbrperkonjugate positiv reagieren, weshalb zwei Testlinien zu
erkennen sind. Damit kénnen die beiden wichtigsten Genotypen ERIC | und ERIC Il identifiziert
und unterschieden werden. Durch die Verwendung von allgemeinen P. larvae Antikorpern
kénnen zudem auch alle weiteren selten auftretenden ERIC-Genotypen ebenso identifiziert
werden, um die Sicherheit des Tests im Feld weiter zu erhdhen.
Zur Bestimmung des Messbereichs wurden P. larvae ERIC | und ERIC Il Referenzbakterien
mit unterschiedlichen Zellzahlen in Dreifachbestimmung mit Hilfe eines alLF-Lateral Flow
Readers der Firma Qiagen vermessen (Abbildung 2). Anhand des Cut-off des Messgerats und
der visuellen Bewertung der Testkassetten konnte fuir ERIC | eine Nachweisgrenze bei 2,5%10°
und fur ERIC Il bei 7,5*10* Zellen/ml| bestimmt werden.
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Abbildung 2: Kalibration mit Paenibacillus larvae Referenzstimmen, die rote waagerechte Linie représentiert den Cut-off des
verwendeten Messgerdts und entspricht auch dem visuellen Cut-off der mit dem menschlichen Auge erkannt werden kann; A -
Kalibration mit ERIC I Bakterien; B — Kalibration mit ERIC II Bakterien

Neben der Messung der Referenzstimme wurden verschiedene ERIC | und ERIC Il
Feldisolate (n = jeweils 10 Proben je Genotyp) bei einer Konzentration von 5*10° Zellen/ml
vermessen, wobei alle Feldisolate als positiv erkannt wurden.

Zusatzlich zur Bestimmung des Messbereichs und der Reproduzierbarkeit wurden
unterschiedliche bienenassoziierte Bakterien geprift. Diese Bakterien kdnnen sehr haufig in
Bienenvdlkern auftreten und stellen ein Risiko fir falsch positive Ergebnisse durch
Kreuzreaktionen dar. Die Proben wurden identisch wie P. larvae Proben lysiert und bei einer
hohen Zellzahl von 1*107 und 5*107 Zellen/ml in Doppelbestimmung vermessen, wobei nur bei
zwei Bakterienstammen bei der hdchsten Zellzahl sehr schwache falsch-positive Signale zu

erkennen waren, welche geringfligig Uber dem dem visuellen Cut-off lagen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ergebnisse der Priifung auf Kreuzreaktivitét mit bienenassoziierten Bakterien; ,,-“und ,,+“ reprdsentieren negative
und positive Ergebnisse

Probe mit Zellzahl Ergebnis der visuellen Ergebnisinterpretation

1*107 Zellen/ml ERIC Il Testlinie Paenibacillus larvae Testlinie

Paenibacillus larvae ERIC |

Paenibacillus larvae ERIC I

Bombella apis

Melissococcus plutonius

Enterococcus faecalis

Bacillus pumilus

Lactobacillus kunkeei

Brevibacillus laterosporus + (5*107 Zellen/ml)

Paenibacillus alvei

Paenibacillus dendritiformis + (5*107 Zellen/ml)

Alle beschriebenen Versuche sind parallel zum AFB-Test ebenfalls mit einem separaten EFB-
Test durchgefuhrt wurden. Der Test ist einfacher aufgebaut und enthalt nur eine EFB-Testlinie
sowie eine Kontrolllinie zur internen Qualitatskontrolle. Fir die Kalibration dieses Tests
standen keine Referenz-Bakterienstamme zur Verfligung, daher wurde mit unterschiedlichen
Stammen des EFB-Erregers Melissococcus plutonius gearbeitet. Die Ergebnisse sind
insgesamt gut vergleichbar mit dem AFB-Test, allerdings erreicht der Test eine niedrigere
Sensitivitdt und die Nachweisgrenze der EFB-Bestimmung liegt abhéngig vom eingesetzten
Bakterienstamm bei etwa 1*10° Zellen/ ml (siehe Abbildung 3). Im Kontext der M. plutonius
Infektion eines Bienenvolks werden Zellzahlen in diesem Bereich verhaltnisméaRig schnell
erreicht, weshalb die hier festgestellte Performance trotzdem als gut zu bewerten ist, um
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kritische Volker vor Ort identifizieren zu kdnnen und entsprechende Gegenmal3nahmen
einzuleiten.
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Abbildung 3: Kalibration mit verschiedenen Melissococcus plutonius Bakterienstdmmen, die rote waagerechte Linie
reprdsentiert den Cut-off des verwendeten Messgerdits und entspricht auch dem visuellen Cut-off der mit dem menschlichen
Auge erkannt werden kann, die schwarzen senkrechten Linien dienen zur besseren Unterscheidung zwischen den
unterschiedlichen Bakterienstimmen

Eine wichtige Anforderung fir die Bewertung eines immunologischen Tests ist die Prifung der
Lagerstabilitdt der Schnelltests. Dazu wurden Testkassetten hergestellt, in Folienbeuteln
feuchtigkeitsgeschitzt versiegelt und fur 3 Monate bei 40 °C zur Simulation eines
beschleunigten Stresslagertests eingelagert. Mit dieser erhdhten Temperatur kdnnen
Storeffekte durch die Lagerung schneller provoziert werden, um mdoglichst frihzeitig
untersuchen zu kénnen, ob Signalverluste durch die Lagerung auftreten. Innerhalb dieses
Experiments wurde eine Toleranzgrenze von 25 % Signalunterschied zum Beginn der
Lagerung als Akzeptanzkriterium definiert und Uber den gesamten Lagerzeitraum wurde
dieses Kriterium bei keiner der untersuchten Zellzahlen unterschritten (Abbildung 4). Die finale
Leistungsbewertung wird nach dem Projektende erfolgen, wobei dann deutlich
umfangreichere Stabilitatsstudien Gber mehrere Jahre bei unterschiedlichen Temperaturen

durchgefuhrt werden.
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Abbildung 4: beschleunigte Kurzzeit Lagerstabilitct der AFB-Schnelltests bei 40 °C; untersuchte ERIC I und ERIC II
Konzentration: 5*10° Zellen/ml; die farbigen gestrichelten Linien reprdsentieren das jeweils obere und untere
Akzeptanzkriterium fiir den 25 % Toleranzbereich; fiir das ERIC II Signal bei der ERIC I Probe wurden diese Bereiche nicht
dargestellt, da die Messwerte wie erwartet immer unter dem Cut-off waren

Die Evaluierungsexperimente mit den AFB- und EFB-Schnelltests haben gezeigt, dass
besonders die AFB-Tests eine gute Sensitivitat aufweisen und die beiden Genotypen ERIC |
und ERIC Il effizient voneinander differenzieren kénnen. Alle getesteten Feldisolate konnten
als positiv erkannt werden und kreuzreaktive Reaktionen konnten bis auf hohe Zellzahlen bei
P. dendritiformis nicht beobachtet werden. Die Ergebnisse dieser Evaluierung (Tabelle 5)
zeigen somit deutlich, dass die Schnelltests gute Voraussetzungen fur eine erfolgreiche
Validierung bieten. Daruber hinaus konnte ein Probennahme-Tool etabliert werden, welches
den Transfer von exakt definierten Volumina erméglicht und nach Projektabschluss auch fur
andere Probenmatrices wie z.B. Serum, Plasma, Blut oder Urin beztglich der Verwendbarkeit

Uberprift werden kann.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Evaluierungsexperimente der AFB- und EFB-Tests mit dem neuen Probennahme Modul

Schnelltest und Nachweisgrenze | Feldisolate Kreuzreaktivitat bei Beschleunigte
Analyt [Zellen/ml] erkannt bienenassoziierten Lagerfahigkeit
Bakterien 40°C
AFB ERIC | 2,5*10° 10/10 schwache lagerfahig tber
LFA (P. larvae) Kreuzreaktivitat bei P. 98 Tage
dendritiformis (Toleranzbereich
ERIC II 7,5%10% 10/10 Keine Kreuzreaktivitat | im Signal 25 %)
beobachtet
EFB LFA 1*106 5/5 Keine Kreuzreaktivitdt | lagerfahig tUber
M. plutonius beobachtet 98 Tage
Stamme (Toleranzbereich
erkannt im Signal 25 %)
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2. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Da bei einer Faulbrut-Infektion von Bienenvdlkern schnell gehandelt werden muss, haben Vor-
Ort-Analysemethoden fur den Erregernachweis eine extrem hohe Bedeutung. Fir diesen
dezentralen Nachweis sind immunologische Schnelltests in Teststreifenformat ideal geeignet.
Zur schnellen Vor-Ort Diagnose im Feld ist ein Diagnose Kit fir die Amerikanische (AFB) und
Europaische Faulbrut (EFB) verfugbar. Das AFB-Kit wird zwar in mehreren Landern
eingesetzt, allerdings konnen mit dem Kit nur AFB-Ausbriche erkannt werden, welche durch
den Genotyp ERIC | hervorgerufen werden.

Im Feld treten allerdings die potenten Genotypen ERIC | und ERIC Il auf, welche sich in ihrer
Virulenz und Letalitat fir das Bienenvolk unterscheiden. Infektionen mit ERIC Il werden daher
mit dem bestehenden Testkit nicht erkannt und liefern somit falsch-negative Ergebnisse. Das
im Projektvorhaben entwickelte Testkit ist in der Lage, beide Genotypen zu erkennen und
voneinander zu differenzieren und somit die Testsicherheit zu verbessern und Maflinahmen
zur Bekdmpfung der AFB ergreifen zu kénnen. Die Entwicklung dieses neuartigen Tests ist
also unbedingt notwendig, stellt aber auch ein hohes technisches und finanzielles Risiko dar.
Ohne die beantragte Forderung ware die Durchfiihrung dieses Vorhabens nicht moglich

gewesen. Alle durchgeflihrten Arbeiten waren angemessen und notwendig.

3. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses

im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die Lateral-Flow-Assays zum Nachweis der AFB und EFB, die zum Zeitpunkt des
Projektabschlusses als Prototyp vorliegen, ermdglichen die sensitive und sichere Diagnose
der beiden bakteriellen Infektionskrankheiten. Mit der Fahigkeit zur Differenzierung zwischen
den beiden AFB-Genotypen ERIC | und ERIC Il kénnen verglichen mit dem einzigen auf dem
Markt erhaltlichen Konkurrenzprodukt (VITA) wesentlich prazisere Ergebnisse erhalten
werden, da der Konkurrenztest die Genotypen nicht unterscheidet und Genotyp ERIC Il nicht
sicher erkennt. Neben diesem grofRen diagnostischen Vorteil konnte von Senova sowohl ein
kosteneffizientes und leistungsstarkes Lyseprotokoll zum Aufschluss der Bakterien als auch
ein anwenderfreundliches und materialschonendes Verfahren zur Probennahme sowie der
Probenapplikation tber Faserfilter etabliert werden. Die entwickelten Schnelltests weisen
somit mehrere starke Alleinstellungsmerkmale auf und bieten damit eine sehr gute
Voraussetzung fur die geplante Markteinfihrung der Tests.

Fur die Markteinfuhrung der Tests muissen nach Projektabschluss noch zwei wichtige
Voraussetzungen geschaffen werden. Die verwendeten Antikdrper wurden bisher vom FLI als
Projektpartner zur Verfigung gestellt. Fir die gréRere Produktion der Tests ist ein

Antikorpertransfer zu einem produzierenden Unternehmen notwendig. Dieser Transfer ist in
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Zusammenarbeit mit einem deutschen Unternehmen geplant und als Produktionsorganismen
wurde ein Kieselalgenbasiertes System ausgewahlt, um die Antikorper nachhaltig,
kostenguinstig und ohne Verwendung tierischer Wachstumsfaktoren herzustellen. Sobald
dieser Transfer erfolgt ist, wird ein Performance-Vergleich im LFA mit den neu hergestellten
Antikérpern durchgefuihrt und der Produktionsprozess der Schnelltests skaliert. Die zweite
Voraussetzung fur den Markteintritt liegt in der finalen Validierung der Schnelltests. Da die
AFB in der europaischen Union als anzeigepflichtige Tierseuche eingestuft wird, ist fir die
Zulassung des Tests eine abschliel3ende Validierung von durch des FLI notwendig. Verweis
auf SEA-BEE
Sobald diese beiden Voraussetzungen erflillt sind, wird der Vertrieb der Tests Uber mehrere
Kanale erfolgen. Zum einen ist Senova zukuinftig in der Lage selbststandig mit der eigenen
Shop-Plattform VELLAP den Vertrieb der Tests zu Ubernehmen. Auf der anderen Seite kénnen
die Kontakte von Senova zu veterindrmedizinischen Grof3handlern wie z.B. LABOKLIN genutzt
werden, um die Schnelltests effektiv im Markt zu platzieren.

4. Wahrend der Durchfuhrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Im Verlauf des Projekts sind uns keine neuen Produkte oder Technologien zum Nachweis der
AFB bzw. der EFB bekannt geworden.

5. Erfolgte oder geplante Verotffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5. der
NABF

Ein Manuskript ,Development of an ELISA for detection of P. larvae and its two main occurring
ERIC genotypes” wurde bereits beim “Journal of apicultural research” eingereicht.

Eine weitere Vero6ffentlichung zu dem AFB-LFA mit ERIC-Genotypisierung befindet sich in der
Préparation und eine weitere Veroffentlichung ist in Planung, welche den AFB-EFB-LFA naher
beschreibt. Zusétzlich sollen die erhobenen Verbreitungsdaten der begleiteten AFB-

Ausbriche in einer weiteren Veroffentlichung publiziert werden.
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