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Abstract

Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1) is one of the causing agents of leafroll
disease infesting vines worldwide. Infected grapevines show a reduction in vigor, yield and
quality of the fruit. Leafroll is characterized by symptoms such as downward rolling of
leaves and interveinal reddening, which are often subtle in certain grape varieties. Except
for rouging, the only effective way to reduce the spread of the disease is excluding infected
grapevines from propagation. This is why rapid and sensitive detection methods are
needed. In this thesis a reliable protocol for the detection of GLRaV-1 in grapevines using
RNA extraction and a reverse transcriptase loop-mediated isothermal amplification method
(RT-LAMP) was developed. The RT-LAMP is a primer-based method amplifying viral
nucleic acids at a constant temperature and detecting it with fluorescence in real time. With
this method a reliable, repeatable and specific detection of GLRaV-1 in leaves and wood
samples of different grape varieties is possible. For the detection both a tube scanner or a
PCR system can be used. Sampled plant material should be tested fresh rather than
freezing it before testing. The sensitivity was tested by pooling samples as well as diluting
extracts from virus infected plants in healthy ones. While the detection of pooled samples
was not feasible in all samples, the detection of GLRaV-1 with RT-LAMP was possible for
all replicates diluted up to 1:10. Consequently, the detection through RT-LAMP is faster
and more sensitive than DAS-ELISA. Compared to RT-PCR it is not as sensitive but
quicker. Besides the possibilities given with this method, some limits concerning the high
risk of contamination and the time consuming RNA extraction could be revealed.
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1 Einleitung

Derzeit sind weltweit nahezu 70 verschiedene Viren bekannt, die die Weinrebe befallen
und schadigen konnen. Keine andere Kulturpflanze ist von mehr unterschiedlichen
Viruserkrankungen betroffen als die Rebe (Meng et al., 2017). Die bedeutendsten Rebviren
in Deutschland sind die Reisigkrankheit und die Blattrollkrankheit. Seit 2010 ist eine
starke Ausbreitung der Blattrollkrankheit in den deutschen Weinanbaugebieten zu
beobachten (DLR Mosel, 2021). Die Blattrollkrankheit umfasst verschiedene Virusarten,
die als grapevine leafroll-associated viruses (GLRaVs) bezeichnet werden (Martelli et al.,
2012). GLRaV-1 und -3 sind die am haufigsten vorkommenden Spezies in Deutschland
(DLR Mosel, 2021).

Die Symptome der Blattrollkrankheit sind bei roten Rebsorten durch eine rétliche
Blattverfarbung gekennzeichnet. Hierbei bleibt der Bereich um die Blattadern grin.
Dahingegen zeigt sich bei weilRen Sorten eine chlorotische Aufhellung der Blatter. Bei
einigen Weilweinsorten sind die Symptome jedoch so subtil, dass sie oft nicht erkannt
werden konnen. Neben der Blattverfarbung ist die Krankheit durch das Einrollen der
Blattrander nach unten gekennzeichnet, was die Namensgebung erklart. Die Folgen einer
Infektion mit Blattrollviren sind eine verringerte Lebensdauer der Reben sowie Ertrags-
und Qualitatsverluste. Demnach hat die Krankheit auch eine wirtschaftliche Bedeutung
(Naidu et al., 2014).

Die Verbreitung der Blattrollkrankheit erfolgt zum einen durch bereits mit Rebviren
infiziertes Pflanzmaterial. Zum anderen agieren verschiedene Schild- und
Schmierlausarten als Vektoren der GLRaVs und sind fur die Hauptausbreitung der
Krankheit verantwortlich (Martelli, 2017). Da keine Bekampfung von Rebvirosen im
Bestand mdglich ist, muss eine indirekte Bek&mpfung mittels Gesundheitsselektion in den
Rebschulen und Rebenztichtungen erfolgen. Dazu missen die Vermehrungsbestande nach
der Rebenpflanzgut-Verordnung regelmaRig auf Virusbefall kontrolliert werden, bevor
diese als Pflanzgut zu den Winzern gelangen. Zusétzlich sollte dann nattrlich nur gesundes
Pflanzgut gepflanzt werden, um die Ausbreitung der Krankheit zu begrenzen bzw.
unterbinden zu kénnen (EPPO, 2018; RebPfl\V 1986, 1986).



Fur eine erfolgreiche Kontrolle der Krankheit sind zuverlassige Detektionsmethoden
unabdingbar. Die verbreitetsten Verfahren sind der ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay)-Test und molekularbiologische Methoden auf Basis einer Polymerase-
Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction; kurz: PCR). Dazu zé&hlt
beispielsweise die RT-PCR (reverse-transkriptase-PCR). Die Virusdetektion mittels
ELISA ist robust und zuverlassig. Ergebnisse sind jedoch erst nach zwei Tagen vorhanden
und die Empfindlichkeit ist geringer als bei der RT-PCR. Die RT-PCR weist dagegen eine
hohere Nachweisgrenze auf und ermdglicht eine sensitive, zuverldssige Detektion der
Blattrollviren. Es werden aber teure Laborgerate und eine aufwandige Probenextraktion
benotigt (Naidu et al., 2014).

Die loop-mediated isothermal amplification method (LAMP) ist eine Primer basierte
Methode, die bei einer konstanten Temperatur von 60 °C bis 65 °C spezielle
Virussequenzen amplifizieren kann. Mithilfe verschiedener Detektionsmoglichkeiten wie
der Fluoreszenzmessung konnen diese sichtbar gemacht werden und dartiber Riickschliisse
auf den Befall mit einem bestimmten Virus gezogen werden. Die erste LAMP wurde im
Jahre 2000 vorgestellt (Notomi et al., 2000) und ist mittlerweile auch bei vielen Rebviren
erfolgreich etabliert (Almasi, 2015, 2018; Frotscher et al., 2021; Romero Romero et al.,
2019; Walsh & Pietersen, 2013). Da kein spezielles Labormaterial bendtigt wird und
Ergebnisse nach kurzer Zeit vorliegen, ist die LAMP kostengunstig, einfach und schnell
(Francois et al., 2011; Notomi et al., 2000). Bis jetzt wurde noch kein LAMP-Protokoll
speziell fir GLRaV-1 in der Literatur veroffentlicht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es ein zuverlassiges LAMP-Protokoll fir die Detektion
von GLRaV-1 zu etablieren und dabei die Mdglichkeiten und Grenzen der Methode zu
beleuchten. Es soll eine mdglichst einfache Extraktionsmethode entwickelt werden, die
neben frischen auch aus eingefrorenen Blatt- und Holzproben einen Virusnachweis mittels
LAMP ermdglicht. Untersuchungen hinsichtlich der Ermittlung der Nachweisgrenze
wurden ebenfalls durchgefiihrt, um die Sensitivitat der Methode im Vergleich zu ELISA

und RT-PCR einordnen zu kénnen.



2 Literaturiberblick

2.1 Blattrollviren im Uberblick

Viren leben als Parasiten in Wirtszellen. Sie nutzen den Stoffwechsel ihrer Wirte zur
Vermehrung und kénnen diese dadurch schadigen. Auch Reben kénnen von bestimmten
Viren befallen und geschadigt werden. Nahezu 70 verschiedene Virusarten wurden bisher
in Weinreben (Vitis und Muscadinia sp.) nachgewiesen. Diese werden in vier
Krankheitskomplexe unterteilt, ndmlich Reisigkrankheit, Blattrollkrankheit, Rugose-Wood
und die Fleck-Krankheit (Meng et al., 2017). Zur Blattrollkrankheit, die im englischen
auch grapevine leafroll disease (kurz: GLD) genannt wird, gehdren aktuell sechs Arten:
GLRaV-1, -2, -3, -4, -7 und -13 (Ito & Nakaune, 2016; Martelli et al., 2012). Sie z&hlt zu
den komplexesten und wirtschaftlich am bedeutendsten Rebkrankheiten in den
Weinanbaugebieten weltweit (Naidu et al., 2014). Die Krankheit verbreitete sich
vermutlich von Europa aus durch den Handel von Vermehrungsmaterial in der ganzen
Welt (Maree et al., 2013).

Erste Symptome wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben (Ravaz & Roos,
1905), die Atiologie von GLD konnte aber erst mit der erfolgreichen Ubertragung durch
Pfropfung auf andere Reben nachgewiesen werden (Scheu, 1935). Demnach wurde lange
eine Viruskrankheit als Ursache der infektiosen Krankheit vermutet, aber erst spéater
sogenannte Closteroviren als Ausloser bestatigt (Gugerli et al., 1984; Namba et al., 1979).
Weitere wissenschaftliche Untersuchungen, teilweise mithilfe molekularbiologischer
Methoden, haben zusatzliche Viren in Zusammenhang mit der Blattrollkrankheit
identifiziert, die allesamt als GLRaVs bezeichnet werden (Boscia et al., 1995; Gugerli,
2009).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die taxonomische Einordnung der sechs GLRaVs. Alle
Blattrollviren gehoren zur Familie Closteroviridae, gliedern sich aber in drei Gattungen:
GLRaV-2 gehort zur Gattung Closterovirus und GLRaV-7 zu den Velariviren, die anderen
hingegen werden zur Gattung Ampelovirus gezahlt. Die beiden am h&ufigsten
vorkommenden Blattrollviren GLRaV-1 und -3 gehdren zur Untergruppe 1 (Martelli et al.,
2012). Dazu gehdrt auch das erst kirzlich entdeckte GLRaV-13, (iber das noch sehr wenig



bekannt ist (Ito & Nakaune, 2016). Die Untergruppe 2 umfasst GLRaV-4, wozu die
Stamme GLRaV-5, -6, -9, -Pr und -De zdhlen. Diese wurden zunéchst als eigenstandige
Virusarten gezahlt, sind aber nach einer Analyse der Aminosdurensequenz zu GLRaV-4
gezahlt worden. Allgemein weisen die GLRaVs einige gemeinsame Eigenschaften auf.
Jedoch gibt es genetische und serologische Unterschiede, weshalb eine Unterteilung der
Nomenklatur erforderlich ist (Martelli et al., 2012).

Tabelle 1: Aktuelle taxonomische Einordnung der Blattrollviren (GLRaV) (veréndert nach: Ito &
Nakaune, 2016; Martelli et al., 2012)

Familie Closteroviridae
Gattung Closterovirus Ampelovirus Velarivirus
Spezies GLRaV-2 Untergruppe 1 Untergruppe 2 GLRav-7
GLRaV-1 GLRaVv-4
GLRaV-3
GLRaV-13

Die verschiedenen GLRaVs sind sich morphologisch sehr &hnlich und induzieren die
gleichen Symptome. Ihnen allen ist gemeinsam, dass die fadenférmigen Virionen
stabchenformig sind und eine Lange zwischen 1.400 und 2.200 nm bei einem Durchmesser
von etwa 12 nm aufweisen (Naidu et al., 2014). Unter einem Virion versteht man ein

einzelnes Viruspartikel, das sich aulRerhalb einer Zelle befindet (Meng et al., 2017).

Die Virionen der GLRaV-Viren bestehen hauptsachlich aus Nukleinsauren, die als
Erbsubstanz dienen, und der Proteinhille (Capsid), die diese schitzt. Bei den
Nukleinsduren handelt es sich um ein einzelstrangiges RNA (Ribonukleinsdure)-Genom.
Manche Viren besitzen zusétzlich noch eine duRBere Hulle aus einer Lipiddoppelschicht, die
Rebviren jedoch nicht (Ipach, 2014). Am 5°-Ende weist das Virion eine Cap-Struktur auf,
jedoch keinen Poly-A-Schwanz am 3‘-Ende der RNA. Verschiedene Proteine z&hlen
ebenfalls zum Aufbau der Viren (Naidu et al., 2014). Blattrollviren sind in Reben in
geringen Konzentrationen ungleichmaRig verteilt (Tsai et al., 2012). Die Verteilung ist
dabei nur auf die Phloemzellen beschrankt (Esteves et al., 2013). Infizierte Reben sind
haufig von mehreren GLRaVs betroffen, teilweise auch in Kombination mit anderen
Rebviren (Naidu et al., 2014).



2.2 Symptome und Auswirkungen der Blattrollkrankheit

Nur die européischen Reben (Vitis vinifera) sowie einige asiatische Vitis-Arten zeigen bei
einem Befall mit der Blattrollkrankheit deutliche Symptome. Dahingegen sind
beispielsweise Muscadinia-Reben (M. rotundifolia) und Wildreben (V. riparia,
V. rupestris, V. berlandieri, V. champinii sowie Kreuzungen daraus) asymptomatische
Wirte der Viren. Bei den europdischen Reben unterscheiden sich rote und weiRe Rebsorten
hinsichtlich der Symptomauspragung bei einem Befall mit der Blattrollkrankheit (Naidu et
al., 2014; Weber, E., Golino, D., and Rowhani, A., 1993). Unterschiede zeigen sich auch je

nach Rebsorte, Jahreszeit und klimatischen Bedingungen (Maree et al., 2013).

Im Sommer sind die ersten Symptome an den Blattern zu erkennen, die sich bis zum
Spétherbst verstarken. Die Symptome zeigen sich haufig zuerst an alteren Blattern im
basalen Bereich der Laubwand zum Reifebeginn der Beeren, der Véraison. Im weiteren
Verlauf der Saison weitet sich dies auf die jiingeren Blatter aus (Naidu et al., 2014). Bei
roten Rebsorten verfarben sich die Interkostalfelder rot oder rétlich-violett, wobei die
Bereiche um die Blattadern griin bleiben (Abb. 1, A). Diese verfriihte Herbstfarbung weitet
sich bei einigen Sorten sogar auf dem ganzen Blatt aus, sodass sich auch die Adern
verfarben (Maree et al., 2013). Der Grund fur die Verfarbung ist eine Anreicherung
bestimmter Anthocyanpigmente (Gutha et al., 2010). Eine chlorotische Aufhellung der
Interkostalfelder ist bei weillen Rebsorten zu beobachten (siehe Abb. 1, B). Dieses
Symptom ist jedoch meist nur dezent ausgepragt und bleibt daher hdufig unerkannt (Maree
et al., 2013). Im Spétherbst rollen sich die Blattrander nach unten ein, was der Krankheit
ihren Namen gab (Martelli, 2014). Bei manchen weien Sorten wie Thompson Seedless
oder Sauvignon blanc ist das Blattrollen kaum bis gar nicht ausgepragt, sodass eine

visuelle Detektion der Blattrollkrankheit hier nahezu unméglich ist (Maree et al., 2013).



Abbildung 1: Symptome an den Blattern von mit der Blattrollkrankheit infizierten Reben. A: rote
Rebsorte (Spatburgunder), B: weille Rebsorte (Roter Traminer), Oktober 2020 (Quelle: Bettina
Lindner)

Die alleinig visuelle Detektion von Symptomen der Blattrollkrankheit erweist sich als
schwierig. Dafir gibt es mehrere Griinde. Zunachst dauert es mindestens ein Jahr von der
Virusinokulation bis zu den ersten Symptomen (Blaisdell et al., 2016). Allgemein kann die
Symptomauspragung neben der Rebsorte auch von anderen Faktoren wie der Kombination
von Edelreis und Unterlage sowie den Umweltbedingungen beeinflusst werden.
Verwechslungen mit Nahrstoffmangel oder mechanischen Stammschéden, die dhnliche
Symptome zeigen, kénnen bei roten Rebsorten auftreten (Naidu et al., 2014). Hinzu kommt
die Problematik hinsichtlich der fehlenden Symptome bei einigen Rebsorten, die bereits
erwéhnt wurde. Aufgrund der gleichen Symptomauspragung der verschiedenen GLRaVs
ist eine visuelle Unterscheidung zwischen den einzelnen Arten unmdglich (Meng et al.,
2017). Daher ist eine zuverldssige Detektion der Viren wichtig. Erst bei erfolgreicher
Krankheitsbestimmung konnen geeignete Malinahmen getroffen werden und die
Virusausbreitung verringert werden (Naidu et al., 2014).



Eine Erkrankung mit Blattrollviren wirkt sich unterschiedlich stark auf Reben aus. Die
Auswirkungen variieren z. B. hinsichtlich der Rebsorte, der Virusart und den klimatischen
Bedingungen (Basso et al., 2017). Allgemein kann eine Infektion mit der Blattrollkrankheit
zu Ertrags- und Qualitéatsverlusten in Reben fiihren. Bei einem Feldversuch konnte gezeigt
werden, dass mit GLRaV-1 infizierte Reben einen bis zu 40 % geringeren Ertrag aufweisen
konnen (Cretazzo et al., 2010). Zusatzlich weisen infizierte Pflanzen eine verringerte
Vitalitat und eine verkirzte Lebensdauer auf. Dies flhrt zu Reifeverzogerungen, gestorter
Farbbildung und einer verringerten Zuckerbildung (Naidu et al., 2014). GLD-infizierte
Reben haben oft klein- und lockerbeerige Trauben. In roten Rebsorten zeigen sich durch
den Einfluss der Blattrollkrankheit neben der ungleichmél3igen Fruchtreife und
Farbausprdgung auch verdanderte Reifeparameter. Genauer gesagt verringert sich die
Beerenqualitat aufgrund eines verringerten Mostgewichts, einer reduzierten titrierbare
Saure und eines erhéhten pH-Werts. Auch niedrigere Gehalte an Anthocyanen, Tanninen
und Gesamtphenolen sind zu beobachten. Zusétzlich sind die Moste weniger aromatisch
(Golino et al., 2008; Lee & Martin, 2009; Naidu et al., 2014).

Die Blattrollkrankheit beeinflusst die Genexpression und hat so Auswirkungen auf den
Kohlenhydratstoffwechsel, die Photosynthese und die Verteilung von Assimilaten zu Sink-
Geweben (Basso et al., 2017; Naidu et al., 2015). Zusatzlich werden bestimmte Gene, die
bei wichtigen Stoffwechselwegen involviert sind, hoch- oder herunterreguliert. Dazu
zahlen solche Gene, die an der Regulation der Seneszenz, der Abwehrmechanismen und
der vegetativen Entwicklung der Wirtspflanze beteiligt sind. Dadurch verringert sich die
Stresstoleranz der Pflanzen und es kann zu Absterbeerscheinungen kommen (Basso et al.,
2017; Espinoza et al., 2007; Vega et al., 2011). Durch die negativen Auswirkungen, die mit
einer Infektion mit Blattrollviren einhergehen, hat die Krankheit auch eine wirtschaftliche
Bedeutung. Bei einer Studie in den USA wurden die Kosten auf etwa 25.000 $ bis
40.000 $ pro Hektar bei einer Standzeit der Reben von 25 Jahren geschéatzt (Atallah et al.,
2012).



2.3 Ubertragung von GLRaV-1

Reben werden vegetativ vermehrt, um Nachkommen mit denselben Eigenschaften wie die
der Mutterrebe zu produzieren. Durch diese Vermehrungsmethode kénnen Blattrollviren
auf andere Standorte Ubertragen werden, wenn das Vermehrungsmaterial von infizierten
Reben stammt. Neben dem Edelreis kann auch die Unterlage betroffen sein, die dann als
symptomfreier Ubertrager fungiert (Martelli, 1993). Durch die Verbreitung von
Vermehrungsmaterial in andere L&nder hat die Blattrollkrankheit weltweite Bedeutung
erlangt (Herrbach et al., 2017). Um eine solche Ausbreitung zu verhindern, darf in der EU
nur virusfreies und getestetes Pflanzenmaterial zur Vermehrung verwendet werden (siehe
Kapitel 2.4). Innerhalb des Weinbergs kénnen die Viren nicht mechanisch, beispielsweise

uber Scheren oder Lesemaschinen, tibertragen werden (Naidu et al., 2014).

Die Verbreitung der Blattrollviren von Rebe zu Rebe kann uber Vektoren erfolgen. Bei
GLRaV-1 sind dies verschiedene Schild- (Coccidae) und Schmierlausarten
(Pseudococcidae). Die Insekten kdnnen die Reben anstechen, sich vom Phloem ernahren
und dabei die Viren innerhalb und zwischen den Weinbergen verbreiten (Naidu et al.,
2014). Generell konnen Schmierlduse aller Entwicklungsstadien die Blattrollviren
ubertragen. Ménnliche und weibliche sowie adulte und junge Schmierlduse unterscheiden
sich aber hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Ubertragung von Blattrollviren. Mannliche
Schmierlduse konnen zwar fliegen und so relativ weite Distanzen zurlicklegen, ihnen
fehlen jedoch die stechend-saugenden Mundwerkzeuge. Weibliche Schmierlduse dagegen
haben solche Mundwerkzeuge, mit denen sie Pflanzensaft vom Phloem entnehmen und so
Viren auf die Rebe Ubertragen bzw. von der Rebe aufnehmen kénnen. Allerdings besitzen
sie keine Flugel und kénnen die Krankheit daher nur tber kurze Distanzen verbreiten.
Demnach ist die Ausbreitung der Blattrollviren innerhalb eines Weinbergs sehr langsam,
auler die Insekten werden vom Menschen, dem Wind oder VVogeln weiter transportiert. Da
dies vor allem fir Larven zutrifft, gelten diese als effiziente Ubertrager von GLRaV-1.
Allgemein konnen die Schmierlduse am Stamm, den Trieben, Blattern und Beeren saugen,
wobei es aber Unterschiede hinsichtlich der Jahreszeiten und Arten gibt (Daane et al.,
2012). Manche Arten verbringen einen Teil ihres Lebens an den Wurzeln der Reben. Dies
kann ein Problem bei Neupflanzungen darstellen. Im Boden verbliebene Teile der Wurzeln
koénnen dann weiterhin GLRaVs und Schmierlduse auf die neuen Pflanzen Ubertragen
(Pietersen, 2006).



2.4 Kontrolle und Management der Blattrollkrankheit

Eine Bekdmpfung von Viruskrankheiten im Bestand ist nicht moglich, weshalb auf
praventive MalRnahmen bei der Kontrolle und dem Management der Blattrollkrankheit
gesetzt wird. Dafur wird eine Kombination aus der Pflanzung von virusfreiem Material,

KulturmalRnahmen und Vektorkontrollen in der Praxis angewandt (Naidu et al., 2014).

Eine wichtige MalRnahme umfasst die Gesundheitsselektion im Weinbau, deren Ziel die
Erzeugung von gesunden Mutterstocken zur Vermehrung von ebenfalls gesundem
Pflanzengut ist. In Deutschland bildet die Rebenpflanzgut-Verordnung von 1986 die
gesetzliche Grundlage, die an EU-Richtlinien angepasst wurde (EPPO, 2018). Neben der
Untersuchung der Bodden auf Nematoden und den Feldbesichtigungen spielt die
Virustestung bei der Gesundheitsselektion eine zentrale Rolle. Seit dem Jahr 2002 missen
alle Mutterrebenbestande zur Erzeugung von Basispflanzgut auf Viren getestet werden, um
viruskranke Stocke von der Vermehrung auszuschlie3en. Mittels ELISA werden die Reben
regelmaRig auf Reisigkrankheit (GFLV), Arabis Mosaic Virus (ArMV), die beiden
Blattrollkrankheiten GLRaV-1 und -3 sowie bei Unterlagen auf GFKV untersucht
(RebPflV 1986, 1986).

Europaweit werden die Zertifizierungsrichtlinien fur Pflanzgut von der European and
Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) festgelegt (Blouin et al., 2017). Im
entsprechenden Bulletin der EPPO werden Richtlinien zu den Vermehrungsanlagen, zur
Probennahme und Testung aufgefiihrt (EPPO, 2016). Eine spezifische und schnelle
Diagnostik fur die Zertifizierung von Pflanzmaterial ist aufgrund der fehlenden kurativen
Behandlungen von Rebviren sehr wichtig und der Bedarf dafiir in den letzten Jahren stark
gewachsen. Fir die Virusbefreiung in Vermehrungsanlagen gibt es verschiedene
Malinahmen, beispielsweise eine Hitzebehandlung oder die Regeneration der Pflanzen
durch Meristemkulturen, um neue, gesunde Mutterstiicke aufbauen zu kénnen (Mannini &
Digiaro, 2017).

In Ertragsanlagen gibt es keine Moglichkeit der Virusbefreiung. Daher sollten Neuanlagen
nur mit virusfreiem Pflanzgut angelegt werden. Bei einem Virusbefall sollte der Winzer
versuchen diesen einzuddmmen, was sich oft als schwierig darstellt und nur mit begrenzter

Wirkungsweise funktioniert. Um dennoch eine Virusausbreitung im Weinberg zu



verringern, sollten kranke Stdcke entfernt oder bei starkem Befall die Anlage gerodet
werden. Hier ergibt sich wieder das Problem der Symptomerkennung bei manchen Sorten,
weshalb verdachtige bzw. zufallige Stocke getestet werden sollten (Pietersen et al., 2017).
Eine weitere Mdglichkeit ist die Unterbindung der Weiterverbreitung durch Vektoren. Eine
Bekampfung der Vektoren ist beispielsweise durch den Einsatz von Insektiziden wie Raps-
oder Paraffindle moglich (Ipach, 2014). Auch biologische MalRnahmen wie die Ansiedlung
von natdrlichen Feinden oder Pheromonanwendungen sind maoglich, aber meist weniger
effektiv. Derzeit sind keine Klone bekannt, die resistent gegen die Blattrollkrankheit sind
(Pietersen et al., 2017).
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2.5 Detektionsmadglichkeiten

Eine Diagnose der Blattrollkrankheit ist durch eine alleinige visuelle Detektion
unzuverldssig und schwierig. Die Symptome sind nur im Sommer und Herbst zu erkennen,
in manchen Rebsorten sogar Uberhaupt nicht. Weitere Griinde wurden bereits in Kapitel
2.2 ausfihrlich beschrieben. Um erfolgreiche MalRnahmen gegen die Ausbreitung der
Krankheit implementieren zu konnen, ist eine zuverlassige Detektion von GLRaVs
unabdingbar. Die diagnostischen Methoden zum Virusnachweis umfassen das biologische
Indexing, serologische Assays und molekularbiologische Methoden. In den letzten Jahren
gab es weitere, neue Ansitze wie das ,,Next Generation Sequencing™ (NGS) (Naidu et al.,
2014). Da die Ausflhrung dieser neuen Methoden den Rahmen dieser Arbeit Uberschreiten

wirde, wird darauf verzichtet.

2.5.1 Biologisches Indexing

Das biologische Indexing ist eine einfache, klassische Methode zur Virusdetektion. Es
wird als Routineverfahren bei einigen Programmen zur Gesundheitsselektion, zur
Uberprifung der Virusiibertragbarkeit mittels Pfropfung und fir die Beschreibung
unbekannter Viruserkrankungen angewandt (Naidu et al., 2014). Fur die Durchfuhrung
werden verholzte Einaugenstecklinge einer Rebe, die auf das Virus untersucht werden soll,
auf sogenannte Indikatorpflanzen gepfropft. Diese werden nach einer kurzen Zeit im
Gewaéchshaus ins Freiland ausgepflanzt und zwei bis drei Jahre hinsichtlich einer
Symptomauspragung uberwacht (Rowhani et al., 2005). Variationen im Gewé&chshaus oder
in vitro erfolgen mit Grunveredlungen und sind deutlich schneller. Fir GLRaV-1 eignen
sich Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Mission, Barbera oder Spatburgunder als
Indikatoren, da diese Sorten typische Symptome der Blattrollkrankheit ausbilden.
Aufgrund der gleichen Symptomauspragung bei verschiedenen GLRaVs ist eine
Unterscheidung des spezifischen Virus nicht moglich (Naidu et al., 2014). Ein weiterer
Nachteil ist, dass das biologische Indexing u. a. von den klimatischen Bedingungen im
Freiland abhéngig ist (Constable et al., 2013). Demnach sind die Ergebnisse nicht immer
zuverlassig. Das Verfahren ist auch sehr arbeits- sowie zeitintensiv (Naidu et al., 2014).
Die ungleichmaRige Virusverteilung, ein geringer Virustiter und ausbleibende Symptome
erschweren die Virusdetektion beim biologischen Indexing (Constable et al., 2013).
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2.5.2 ELISA-Test

Verschiedene serologische Methoden wurden bereits entwickelt, um Blattrollviren
detektieren zu konnen. Dazu zédhlen beispielsweise der enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), die Immunfluoreszenz (IF) und die Immunostrip Tests (Schaad et al.,
2003). Der ELISA-Test ist der am weitesten verbreitete serologische Test. Er wird oft als
Routineverfahren bei der Gesundheitsselektion in deutschen Teststationen angewandt. Der
ELISA beruht darauf, dass Virus-Proteine (meist Hillproteine), die sogenannten Antigene
(Viruspartikel), in einer Probe durch Zugabe spezifischer Antikorper, die gegen Teile der
Virusproteine gerichtet sind, quantitativ nachgewiesen werden kénnen (Naidu et al., 2014).
Serologische Reagenzien sind kommerziell erhdltlich und werden seit einigen Jahren
bereits routinemalig im ELISA fir GLRaV-1 eingesetzt (Esteves et al., 2013; Kominek &
Bryxiova, 2005). Die Methode wird in einer 96-Well-Testplatte durchgefihrt. Das
Protokoll ~ beinhaltet neben der Zugabe verschiedener Reagenzien mehrere
Inkubationszeiten und Waschschritte. Insgesamt dauert ein ELISA-Assay zwei Tage. Darin
sind langere Inkubationszeiten enthalten, wodurch zwischenzeitlich weitere Aufgaben
erledigt werden konnen (Zherdev et al., 2018).

Der ELISA-Test wird in vielen Laboren weltweit eingesetzt und beruht auf der Féahigkeit
der Antikorper (AK) sich sehr spezifisch an ein bestimmtes Antigen zu binden. Demnach
ist die Methode nur so gut wie die verwendeten Antikorper. Allgemein sind Antikorper,
auch Immunglobuline genannt, Proteine. Sie werden von gegen das Antigen gerichtete B-
Lymphozyten des Immunsystems von Wirbeltieren gewonnen und besitzen spezifische
Antigen-Bindungsstellen, mit denen sie an diese Antigene binden kdnnen. Beispielsweise
sind die Hullproteine der Viren solche Antigene. Das Epitop bildet einen kleinen Teil am
Antigen, das der Antikorper erkennt und mithilfe der Antigen-Bindungsstellen bindet. Es
gibt polyklonale und monoklonale Antikdrper. Man spricht von monoklonalen
Antikorpern, wenn die verwendeten Antikérper von einer einzelnen B-Zelle stammen und
daher nur ein bestimmtes Epitop erkennen kdnnen. Bei polyklonalen Antikérpern stammen
diese dementsprechend von unterschiedliche B-Zellen, sodass auch verschiedene Epitope
erkannt werden kdnnen (Blouin et al., 2017).

Es gibt verschiedene Formen des ELISA-Tests, wobei das sogenannte ,,double antibody

sandwich* (DAS)-ELISA das verwendete Format flir den Virusnachweis bei Reben ist und
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nachfolgend beschrieben wird. In Abbildung 2 sind die einzelnen Schritte bei der
Durchfiihrung des DAS-ELISAs mit 96er-Mikrotiterplatten aufgefihrt. Im ersten Schritt
erfolgt das Coating, also die Bindung der Antikorper (in der Abb. blau dargestellt) an die
Plastikoberflache der Wells der Platten, was auch als Beladung bezeichnet wird. Die
Bindung der primaren, ungelabelten Antikorper erfolgt Uber den sogenannten Fc-Teil des
AK, sodass die Antigenbindungsstelle frei bleibt (Blouin et al., 2017). Im Schritt 2 erfolgt
die Zugabe der zu testenden Probe. Falls in dieser Pflanzenprobe das Virus-Antigen (grun
dargestellt) enthalten ist, bindet es an die fiir dieses Antigen spezifischen Antigen-
Bindungsstellen des Priméarantikorpers. Ist das gesuchte Virus nicht in der Probe enthalten,

binden keine Bestandteile der Probe an den Antikorpern (Zherdev et al., 2018).

Abbildung 2: Darstellung der einzelnen Schritte beim DAS-ELISA (eigene Darstellung, modifiziert
nach: Leinco, 2020)

Nach der Inkubationszeit wird die Platte gewaschen, um den Uberschissigen Extrakt (bzw.
nicht gebundene Antigene) der Probe zu entfernen. Im dritten Schritt wird das Konjugat
(rot dargestellt) zugegeben. Es handelt sich hierbei um enzymmarkierte, sekundare
Antikorper, die ebenfalls spezifisch gegen die gleichen oder andere Antigene des

Hullproteins gerichtet sind. Haben die Primdrantikdrper Virusantigene gebunden, dann
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entstent durch die Bindung der Sekundarantikorper eine Art Sandwich: die zwei
Antikorper bilden das Brot, das Antigen den Belag. Fur das Konjugat wird h&ufig
alkalische Phosphatase (AP), also ein Enzym (in der Abbildung als violetter Kreis
dargestellt), verwendet, das bereits an den Sekundérantikorper gebunden ist (Zherdev et
al., 2018).

Nach Auswaschen nicht gebundener sekundérer Antikdrper kdnnen die gebundenen im
4. Schritt sichtbar gemacht werden. Dies ist durch das gelabelte Enzym AP mdglich. Gibt
man das passende Substrat (als graue Kreise dargestellt) fur dieses Enzym zu und l&sst es
eine bestimmte Zeit einwirken, so farbt sich die Flissigkeit durch die Umsetzung des
Substrats durch das Enzym in den Wells gelb. Haufig wird para-Nitrophenylphosphat
(pNPP) als  Substrat  verwendet. Dieses pNPP kann durch AP zu
p-Nitrophenol dephosphoryliert werden, welches gelb erscheint. Anhand der
Geschwindigkeit und Intensitat der Farbung kann direkt auf die Menge an konjugierten
Antikdrpern geschlossen werden, die an ein Antigen binden. Die Kkolorimetrische

Ermittlung des Virus kann visuell oder mittels Photometer erfolgen (Blouin et al., 2017).

Fur ein valides Testergebnis wird eine geeignete Probe bendtigt. Ein geringer Virustiter,
eine ungleichmaBige Verteilung der Viren in der Pflanze oder die Tatsache, dass
Blattrollviren nur im Phloem vorhanden sind, sind mdgliche Griinde fir falschnegative
Ergebnisse. Es ist entscheidend, dass die Probennahme zu einem Zeitpunkt erfolgt, wenn
die Viruslast in der Pflanze in den zu testenden Organen am hochsten ist. Der Virustiter
und die Verteilung der Viren andern sich im Laufe der Saison (Chooi et al., 2016;
Constable et al., 2012).

Im Spéatsommer und Herbst, wenn die Blatter noch nicht seneszent sind, ist der Titer am
hochsten und es sollten &ltere Blatter an basaler oder mittlerer Position in der Laubwand
gesammelt werden. Im Blatt ist hinsichtlich der Closteroviren der hochste Virustiter in den
Blattstielen zu finden, weshalb bevorzugt dieses Pflanzengewebe entnommen werden
sollte. Die Blattrollviren verteilen sich ber die Saison akropetal, also aus Richtung der
Wurzeln und dem Stamm in die Triebe. Wird Holz als Testmaterial verwendet, sollte es
erst nach dem Blattfall geschnitten werden. Bei der Testung von Holzproben soll

abgeschabtes Phloem von verholzten Trieben verwendet werden. Dies ist vor allem im

14



Hinblick auf asymptomatisch befallene Reben wichtig (Monis & Bestwick, 1996). Bei der
Probennahme wird in der Praxis hdufig Pflanzengewebe von verschiedenen Positionen
gesammelt, um das Problem der ungleichmaRigen Virusverteilung zu umgehen. Die
Proben sollten bei Temperaturen von maximal 4 °C bis zur Probenaufbereitung aufbewahrt
werden, damit kein Virusverlust entsteht. Bei langerer Zeit zwischen Probennahme und

Messung konnen die Proben auch bei -20 °C eingefroren werden (Blouin et al., 2017).

Wie bereits erwéhnt ist die Spezifitat eine der Haupteigenschaften der Antikorper. Sie wird
dadurch definiert, wie spezifisch bestimmte Epitope erkannt werden konnen. Da
polyklonale Antikorper auf verschiedene Epitope abzielen, sind sie meist weniger
spezifisch. Dies hat dahingehend Vorteile, dass eine groRere Bandbreite an Virusvarianten
erkannt werden kann. Problematisch ist die Tatsache, dass es zu Kreuzreaktionen kommen
kann und ein anderes Virus erkannt wird. Bei den ELISA-Protokollen kénnen sowohl
monoklonale oder polyklonale Antikdrper als auch Mischungen Verwendung finden, das
Protokoll bleibt stets gleich (Zherdev et al., 2018).

Zunéchst konnte bei den ersten ELISA-Tests die Auswertung nur visuell erfolgen. Durch
die Entwicklung moderner Plattenleser ist es seitdem mdglich die Detektion durch die
Messung der optischen Dichte (OD) durchzufuhren. Beim ELISA wird die Reaktionsrate
der Enzymaktivitat, die fir die Farbung des Substrates verantwortlich ist, gemessen. Die
Reaktionsraten verhalten sich linear bis zum Limit des Plattenlesers (meist 2,5 oder hoher).
Hohe Enzymkonzentrationen und damit auch hohe Viruskonzentrationen kdnnen bereits
nach 10 Minuten erreicht werden. Solche Proben besitzen einen OD-Wert von tber 2,5. Da
die Platten in vielen Protokollen (ber den Zeitraum von einer Stunde gelesen werden,
kdnnen auch niedrige Virustiter ermittelt werden. Zusatzlich werden negative und positive
Kontrollen zur Uberpriifung der Testspezifitat verwendet. Der Grenzwert, an dem eine
Probe als viruskrank gilt, ist hdufig als zwei- oder dreifacher Wert des Durchschnitts der
negativen Kontrollproben festgelegt (Blouin et al., 2017). Beim Bioreba-Protokoll werden
Hintergrundwerte von positiven Proben dahingehend unterschieden, dass letztere einen
klaren Anstieg der OD verzeichnen miissen. Zusétzlich wird eine Cut-Off-Grenze anhand
der Standardabweichung berechnet (Bioreba, 2014).
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Allgemein ist der ELISA ein empfindlicher und zuverlassiger Test, mit dem eine hohe
Anzahl an Proben getestet werden kann. Er findet aufgrund seiner Robustheit und
Skalierbarkeit als Routinetest fir die Herstellung von virusfreiem Pflanzenmaterial weit
verbreitete Verwendung (Naidu et al., 2014) und kann bei der Gesundheitsselektion
angewandt werden (RebPflV 1986, 1986). Der Grund dafiir, dass der ELISA robuster
gegentber molekularen Tests ist, besteht darin, dass er nicht so stark von Polyphenolen
und Polysacchariden beeinflusst wird. Diese Hemmstoffe stellen bei der PCR ein Problem
dar, wenn diese bei der Extraktion nicht entfernt wurden (Zherdev et al., 2018). Zusétzlich
ist es eine einfache und kostengiinstige Methode (O'donnell, 1999; Ward et al., 2004).
Gegenliber molekularen Methoden hat der ELISA den Vorteil, dass die
Probenvorbereitung weniger aufwéndig ist und generell einfaches, gunstigeres Equipment
benotigt wird (Blouin et al., 2017).

Dennoch hat die Identifikation von Blattrollviren mittels ELISA auch Nachteile. Zum
einen hat er eine geringere Empfindlichkeit als molekularbiologische Methoden, vor allem
bei geringem Virustiter. Molekularbiologische Methoden erkennen (Gbrigens die
Nukleinsdure des Virus, wahrend der ELISA ja dessen Proteine erkennt. Demnach gibt es
zwischen den Verfahren unterschiedliche Wirkungsweisen. Zusatzlich kann es auch
Probleme hinsichtlich der Spezifitat geben. Dies ist der Fall, wenn z. B. verschiedene
Varianten eines GLRaVs in den Proben enthalten sind, die von den Antikdrper nicht
erkannt werden (Naidu et al., 2014; Weber, E., Golino, D., und Rowhani, A., 2002).

2.5.3 Molekularbiologische Methoden

2.5.3.1 RT-PCR

In den letzten Jahrzehnten wurden vermehrt molekularbiologische Methoden fur den
Nachweis von Viren verwendet (Naidu et al., 2014). Die Grundlage bildet die
Polymerasekettenreaktion (polmerase chain reaction, PCR), die in den 1980er Jahren
entwickelt worden ist (Mullis et al., 1986). Urspriinglich wurde die PCR fur die Detektion
von DNA konzipiert, jedoch besitzen die meisten Rebviren eine RNA als Genom. Durch
die Hinzunahme des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) kann die RNA in eine DNA
umgeschrieben werden, sodass mittels einer RT-PCR zum ersten Mal 1993 auch Rebviren

molekularbiologisch nachgewiesen werden konnten (Rowhani, 1993). Neben der RT-PCR
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gibt es viele weitere Modifikationen der PCR, von denen teilweise auch Protokolle fiir die
Detektion von GLRaV-1 entwickelt wurden (Little & Rezaian, 2006; Lopez-Fabuel et al.,
2013; Osman et al., 2007).

Um eine Analyse mittels RT-PCR durchfiihren zu koénnen, muss die RNA zun&chst
extrahiert werden. Daflr gibt es verschiedene Methoden (Gambino et al., 2008). Die
Extraktion ist aufgrund hoher Gehalte an Polyphenolen, Polysacchariden und anderen
sekundaren Stoffwechselprodukten, die im Pflanzengewebe von Reben enthalten sind,
schwierig. Phenole binden Proteine und Nukleinsduren, um gréfiere Komplexe zu bilden.
Polysaccharide tendieren dazu in Anwesenheit von Alkohol zusammen mit der RNA
auszufallen, kontaminieren damit den Extrakt und stéren damit spatere Anwendungen
(Salzman et al., 1999). Um dem Einfluss solcher Inhibitoren entgegen zu wirken, werden
in den Protokollen h&aufig Detergenzien, reduzierende oder denaturierende Mittel
verwendet. Beispielsweise koénnen Phenole mithilfe von Chloroform entfernt werden
(Gambino et al., 2008).

Nach der RNA-Extraktion wird bei einer RT-PCR (wie bereits erwahnt) die RNA in cDNA
(komplementdare DNA) enzymatisch umgeschrieben. Zum Mastermix werden u. a. fur das
entsprechende Virus passende Primer hinzugegeben. Danach erfolgt die Amplifikation, die
in drei Schritte untergliedert ist und bei bestimmten Temperaturen ablauft. Zuerst werden
bei der Denaturierung die Doppelstrange in Einzelstrange getrennt, damit sich im zweiten
Schritt (Anlagerung) die zugegebenen, komplementdren Primer anlagern koénnen. Die
Primer sind spezifisch fur bestimmte Abschnitte des Virusgenoms. Beim dritten Schritt
(Verlangerung) werden, ausgehend von den Primern und mithilfe von Polymerasen, die
Stlicke zwischen den beiden angelagerten Primern amplifiziert. Dieser Ablauf wird
mehrmals wiederholt, sodass es sich um eine exponentielle Amplifikation der DNA
handelt (Rowhani et al., 2017). Mithilfe von Fluoreszenz, Gelelektrophorese oder visueller
Detektion konnen bei Vorhandensein von Virusnukleinsauren anschlieBend Viren

nachgewiesen werden (Gambino & Gribaudo, 2006)

Generell ist eine RT-PCR sehr spezifisch und empfindlich. Gegentiber dem ELISA ist sie
100-mal sensitiver und sie zeigt allgemein sehr zuverlassige Ergebnisse (Sefc et al., 2000).
Es konnen geringe Virustiter mittels der PCR-Methoden detektiert werden (Maliogka et
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al., 2015). Die RT-PCR ist eine schnelle Methode, ein Ergebnis ist bereits nach einem Tag
vorhanden. Durch eine Multiplex RT-PCR konnen sogar mehrere Viren gleichzeitig
untersucht werden, wodurch Zeit und Kosten gespart werden (Gambino et al., 2006).

Neben diesen Vorteilen haben PCR-Methoden auch Nachteile. Das Verfahren ist sehr
zeitaufwandig und bendtigt eine aufwéndige Probenvorbereitung, um Hemmstoffe der
Amplifikation zu eliminieren (Fredricks & Relman, 1998). Sie sind allgemein sehr anféllig
gegentber Kontaminationen (Corless et al., 2000). Zusatzlich wird spezielles, teures
Equipment wie ein Thermocycler bendtigt und die Durchfiihrung ist komplex, sodass die
PCR nur von geschultem Fachpersonal durchgefiihrt wird (Walsh & Pietersen, 2013).
Zieht man die Nachteile hinsichtlich der Kosten, der speziellen Geréte und den technischen
Anforderungen in Betracht, ist die PCR ungeeignet fur eine weitverbreitete Verwendung.
Es besteht ein dringender Bedarf an schnellen, hoch spezifischen Tests, aber einfach
durchzufiihrenden Testmethoden fur aufkommende Krankheiten (Francois et al., 2011).
Die ideale Detektionsmethode musste daher einfach, schnell und spezifisch sein.
Bestenfalls sollte sie Ergebnisse in Echtzeit darstellen und kein spezielles Labormaterial
benotigt werden (Walsh & Pietersen, 2013).

2.5.3.2 LAMP

Eine solche Methode konnte die sogenannte loop-mediated isothermal amplification
method (LAMP) darstellen. Sie ist eine weitere Variante der molekularbiologischen
Methoden. Es handelt sich um eine Schnellmethode, bei der Nukleinsauren amplifiziert
werden. Das Verfahren wurde im Jahre 2000 erstmals vorgestellt (Notomi et al., 2000). Fir
GLRaV-3 (Walsh & Pietersen, 2013), GFkV (grapevine fleck virus) (Almasi, 2018;
Frotscher et al., 2021), GRBV (grapevine red blotch virus) (Romero Romero et al., 2019)
und GFLV (grapevine fanleaf virus) (Almasi, 2015) ist bereits eine LAMP-Methode
etabliert worden. Fir die Detektion von GLRaV-1 mittels LAMP wurde bisher noch kein

Test veroffentlicht.

Das Reaktionsprinzip der LAMP macht sich zunutze, dass Nukleinsduren bei 60-65 °C in
einem  sogenannten  semistabilen  Zustand sind. An sich  doppelstrangige

Nukleinsaurebereiche liegen dann sowohl einzel- als auch doppelstrangig vor. Fir die
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Amplifikation  benétigt die LAMP eine

spezielle

DNA-Polymerase

mit

»d¢ — 3° strand-displacement“-Aktivitdt, der jedoch die 5° — 3° Exonuklease fehlt. Ferner

sind vier bis sechs erregerspezifische Primer fur die Reaktion essentiell. Aufgrund dieses

isothermalen Assaykonzepts laufen die Reaktionen sehr schnell ab (Notomi et al., 2000).
Der Mechanismus der LAMP wird anhand der Abbildung 3 erklart.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Mechanismus bei der LAMP (FIP = forward inner
primer; BIP = backward inner primer; eigene Darstellung, modifiziert nach: Eiken Chemical, 2005;

Notomi et al., 2015)

Der Mechanismus der LAMP-Reaktion (siehe Abb. 3) beruht auf der Amplifikation der

Proben (Zielsequenz) und ist in zwei Teile untergliedert: in eine nichtzyklische und eine
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zyklische Phase. In der nichtzyklischen Phase wird aus der Ziel-DNA (1) ein intermedidres
Produkt gebildet, das eine Hantelform aufweist (2). Dieses wird nun in der zyklischen
Phase exponentiell amplifiziert (3-5) (Fischbach, 2017). Nach der Extraktion der DNA
bzw. der Umschreibung der RNA in cDNA liegt zundchst die Ziel-DNA vor (1). Diese
besitzt sechs spezifische Gensequenzen (in farbigen Blocken dargestellt), die von den vier
bis sechs im Mastermix enthaltenen Primer erkannt werden kdnnen. Fir die Reaktion
werden sogenannte innere und duflere Primer verwendet. Diese werden als ,,forward inner
primer (FIP), ,,backward inner primer* (BIP), F3- und B3-Primer bezeichnet. Die beiden
aulleren Primer konnen die Sequenz an der Region um F3 und B3 erkennen. Sie werden
nur am Anfang fur die Bildung des intermedidren Produkts bendtigt. Die inneren Primer
setzen sich aus je zwei Primerbindungsstellen zusammen, also F2-Flc bzw. B2-Blc
(Notomi et al., 2015).

Der FIP hybridisiert an die F2c-Bindungsstelle (siehe Abb. 3) und anschlieBend kann,
ausgehend vom Primer, die DNA-Polymerase den komplementéren Strang synthetisieren.
Zugleich hybridisiert der F3-Primer und 16st den amplifizierten DNA-Strang ab
(Fischbach, 2017). Diese Amplifikationsmethode, die als Alternative zur PCR fur die
Vervielfaltigung von Nukleinséduren verwendet werden kann, nennt sich .strand
displacement amplification. Das Enzym DNA-Polymerase ist in der Lage eine
Neusynthese an einem Einzelstrangbruch anzufangen und hierbei den alten Strang zu
verdréngen (Spektrum, 1999). Am anderen Ende hybridisieren der BIP-Primer analog zum
FIP-Primer und der B3-Primer analog zum F3-Primer. Durch Rickfaltung von zwei
Sequenzen an beiden Enden bilden die beiden Strange je eine Hantelstruktur mit zwei
Schlaufen aus (2). Dies ist das Startmaterial fur die anschliefenden zyklischen
Amplifikationsreaktionen (3-5) (Fischbach, 2017). Die inneren Primer hybridisieren an den
entsprechenden Sequenzen (3) und wieder werden mithilfe der DNA-Polymerasen neue
DNA-Strange gebildet (4). Durch sich wiederholende Elongationsreaktionen werden
DNA-Produkte verschiedener L&ngen produziert (5) (Notomi et al., 2015).

Die Durchfuhrung einer LAMP ist in vier Schritte unterteilt. Nach der Probennahme
erfolgt die Extraktion der DNA bzw. RNA aus den einzelnen Proben. Der dritte Schritt ist
die Amplifikation (Walsh & Pietersen, 2013). Dazu wird der Mastermix vorbereitet, der
die Primer, DNA-Polymerasen und weitere Substrate enthélt. Haufig wird Bst DNA-
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Polymerase, die von Bacillus stearothermophilus gewonnen wird, verwendet. Die zuvor
extrahierte DNA bzw. RNA wird hinzu pipettiert und der Reaktionsansatz bei einer
konstanten Temperatur im Bereich um 60 bis 65 °C inkubiert. Da Blattrollviren eine RNA
anstelle einer DNA als Genom aufweisen, wird mit einer Reversen Transkriptase,
basierend auf den LAMP-Primern, die RNA-Zielsequenz in die cDNA umgeschrieben und
somit eine RT-LAMP angewandt. Innerhalb von 15 bis 60 Minuten wird die DNA 10°- bis
10%0-fach amplifiziert. Im letzten Schritt erfolgt die Detektion. Der Virusnachweis kann
aufgrund der hohen Spezifitat allein durch das Vorhandensein der amplifizierten Produkte
erfolgen (Eiken Chemical, 2005).

Die Amplifikationsprodukte sind sehr spezifisch und in grofler Menge vorhanden. Daher
konnen einfache Detektionsmethoden am Ende der LAMP Verwendung finden. Eine
Maoglichkeit stellt die Messung der Tribung dar. Dies geschient anhand von
Magnesiumdiphosphat, einem Zwischenprodukt der DNA-Synthese, als Indikator. Die
gebildete Menge dieses Abfallprodukts wird am Ende der Reaktion gemessen und gibt
Ruckschlisse auf die DNA-Menge, da sich diese proportional zueinander verhalten.
Alternativ kann mithilfe einer Fluoreszenzmessung das Virus in Echtzeit nachgewiesen
werden. Dies geschieht durch die Interkalation von Fluorochromen (z. B. SYBR Green
oder EVA Green) in die DNA. Je mehr Amplifikate gebildet werden, desto mehr dieser
interkalierenden Farbstoffe kdnnen eingelagert werden und desto hoéher (bis zu einem
gewissen Endpunkt) ist die gemessene Fluoreszenz (Notomi et al., 2015). Auch eine
Gelektrophorese kann fir die Detektion verwendet werden. Mithilfe der Zugabe von
Hydroxynaphtholblau (HNB) als Indikator kann anhand eines Farbumschlags bei

Vorhandensein des Virus der visuelle Nachweis erfolgen (Walsh & Pietersen, 2013).

Die LAMP vereint Schnelligkeit, Einfachheit und hohe Spezifitdt (Notomi et al., 2000).
Die einfache Durchfuhrung bleibt tiber alle Schritte, von der Extraktion der Nukleinsduren
bis zur Detektion, erhalten. Fir die LAMP werden keine speziellen Geratschaften bendétigt
und sie kann in einem Ublichen molekularbiologischen Labor durchgefiihrt werden.
Gegenuber anderen molekularen Virusnachweisen wird lediglich ein isothermales strand-
displacement Enzym benétigt (Notomi et al., 2015). Da die Amplifikation der LAMP bei
einer konstanten Temperatur durchgefuhrt wird, wird kein Thermocycler bendétigt. Ein

Wasserbad oder Heizblock ist bei visueller Auswertung ausreichend (Francois et al., 2011).
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Der Prozess der Amplifikation ist innerhalb einer Stunde beendet und die Empfindlichkeit
ist vergleichbar mit der einer nested PCR und hoher als die des ELISAs (Notomi et al.,
2015; Walsh & Pietersen, 2013). Die Durchfiihrung einer LAMP bendtigt nur wenige
Stunden, die Zeit ist dabei vor allem abhéngig von der gewahlten Extraktions- und
Detektionsmethode. Messungen in Echtzeit, z. B. mittels Fluoreszenz, reduzieren die Zeit
erheblich. Ferner konnen im Gegensatz zum ELISA auch geringe Mengen an Virustiter
mittels LAMP nachgewiesen werden (Notomi et al., 2015). In Versuchen mit Salmonellen
zeigte sich die LAMP sehr robust und war kaum von inhibitorischen Stoffen betroffen
(Francois et al., 2011). Die Interpretation der Ergebnisse ist einfach und es werden keine

intensiven Analysen der Daten bendtigt (Kogovsek et al., 2015).

Die Nachteile der LAMP-Methode sind das komplexe Primerdesign und die Gefahr fur
falschpositive Ergebnisse, wenn unspezifisch amplifiziert wird (Fischbach, 2017).
Nachteilig an der Methode ist auch die Tatsache, dass sie anfallig fir Kontaminationen ist.
Die Probenvorbereitung muss daher strikt von der Vorbereitung des Mastermix getrennt
werden, um falschpositive Ergebnisse zu vermeiden. Des Weiteren kann die Robustheit
vom verwendeten Indikator abh&ngig sein, der mit anderen Substraten reagieren und
falsche Ergebnisse liefern kann (Walsh & Pietersen, 2013). Darber hinaus ist es méglich,
dass durch die hohe Spezifitat der Primer nicht alle Varianten eines Virus erkannt werden
(Rowhani et al., 2017). Fir Blattrollviren sind bisher keine Multiplex-LAMPs entwickelt
worden, sodass bislang nur ein bestimmtes Virus detektiert werden kann. Die Entwicklung

eines solchen Assays gestaltet sich aber als kompliziert und komplex.
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3 Material und Methoden

3.1 Pflanzenmaterial und Probennahme

Fur die Versuche wurden Holz- und Blattproben von Topfreben eingesetzt, die in den
Gewéchshdusern am Institut fir Rebenzichtung an der Hochschule Geisenheim
(Deutschland) stehen. Die viruskranken Proben befinden sich allesamt in einem
Gewichshaus, das als ,,Virushaus® bezeichnet wird. Die gesunden Kontrollpflanzen stehen
in einem separaten Gewdachshaus. Tabelle 2 gibt einen Uberblick (ber das verwendete
Pflanzenmaterial. Die Holzproben wurden nach dem Blattfall im Winter 2019 bzw. 2020
gesammelt, auf eine L&nge von drei Augen geschnitten und in kleinen Plastiksdcken
zunéchst im Kihlhaus bei 4 °C gelagert. Im Friihjahr wurden die Schnittholzproben nach
Durchfiihrung der ELISA-Tests zur langerfristigen, befallsfreien Lagerung bei -20 °C
eingefroren. Die Blattproben wurden am 28.5., 8.7. und 20.8.2020 genommen. Dazu
wurden jeweils drei basale Blatter inklusive Blattstiele entnommen, in eine Plastiktiite
gegeben und im Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Bei langerer Lagerung wurden auch diese

bei -20 °C im Gefrierschrank aufbewahrt.

Als positive Kontrolle (PK) wurde eine bereits nach Vorversuchen in der RT-LAMP und
im DAS-ELISA als positiv getestete Probe (Probe 3 oder 6) verwendet. Als
Negativkontrolle wurde eine nicht virusinfizierte Pflanze eingesetzt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Kontrollen und zu testendes Probenmaterial immer aus den
entsprechenden Pflanzenteilen gewéhlt wurden. Bei Messung von Holzproben wurden
beispielsweise ebenfalls Holzproben verwendet und bei einer RNA-Extraktion wurden die

Kontrollen auch mit dieser Methode aufbereitet.
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Tabelle 2: Verwendetes Pflanzenmaterial (NK = nicht virusinfizierte Kontrollpflanze)

Probe

1

10

11

12

13

14

15

NK

Probenbezeichnung

und -art

28071, Holzprobe

28062, Holzprobe

28081, Holz- und
Blattprobe

28058, Holzprobe

28068, Holzprobe

28080, Holz- und
Blattprobe

21495, Holzprobe

21614, Holzprobe

28034, Holzprobe

28044, Holzprobe

28046, Holzprobe
28055, Holzprobe

28089, Holzprobe

21609, Holzprobe

21504, Holzprobe

21541, Holz- und
Blattprobe

Virusstatus

GLRaV-1, -3,
GFkV

GLRaV-1, -2, -3,
GFkV, GVB

GLRaV-1, GVA

GLRaVv-1, -3

GLRaV-1, -2,
GVA, GVB

GLRaV-1, GVA

GLRaV-1

GLRaV-3, GVA,
GVB

GLRaV-2

ArMV, GFkV

GFLV

GLRaV-1, GVA

GLRaV-1,
RpRSV-ch

GLRaV-1, -3,
GVA

GLRaV-1

nicht
virusinfiziert

Probennahme

Winter 2019

Winter 2019

Winter 2020
(Holz)

08.07.2020
(Blatt)

Winter 2019

20.8.2020
(Blatt)

Winter 2020
Winter 2020

(Holz)

28.05.2020
(Blatt)

Winter 2020

Winter 2020

Winter 2020

Winter 2020

Winter 2020
Winter 2020

Winter 2020

Winter 2020

Winter 2020

28.05.2020
(Blatt)

Winter 2019
(Holz)

Faktor fur
GLRaV-1
im ELISA

11,952

3,000

5,109

12,258

12,715

6,371

4,446

19,271
2,817

0,971

1,043

1,121

1,030
16,756

10,692

24,262

6,511

1,0265

Rebsorte

Gamay noir

Alicante HB

Weilier
Riesling

Merlot

Muscat
blanc

Weiller
Riesling

Dunkelfelder

Bonifiche
Feraresi Gm

Chaouch
rose

Morio
Muskat

Miller-
Thurgau

Servant
ohne

Plavac
bracki

ohne

LN 33
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3.2 Nomenklatur der Versuche

Bei jedem Versuch ist den Probennummern ein Buchstabe vorangestellt. Dabei stehen
LW B“und, R flr die verwendete Extraktionsmethode der RT-LAMP:

e W< steht fir die einfache Extraktion in Wasser
e .B“steht fiir die Extraktion mittels magnetischer Beads

e  R“steht fur die RNA-Extraktion

Die Abkiirzungen ,,E*“ und ,,P* beziehen sich auf die Messung mit folgenden Methoden:

e Der Buchstabe ,,E* vor einer Probe steht fiir die Auswertung mittels DAS-ELISA
e  P“entsprechend fiir die RT-PCR

,,R1“ bedeutet z. B., dass die Probe 1 mittels RNA-Extraktion aufbereitet und in der RT-

LAMP gemessen wurde.
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3.3 RT-LAMP

3.3.1 Probenaufbereitung und Extraktion

Generell sollte bei der Probenaufbereitung darauf geachtet werden so sauber wie moglich
zu arbeiten, um Kontaminationen vorzubeugen. Daher wurde die Arbeitsplatte sowie die
Materialien und Gerétschiaften mehrmals desinfiziert. Des Weiteren wurden
Einweghandschuhe getragen. Wenn nicht anders angegeben, wurden nach jedem Schritt

die Proben und Reagenzien auf Eis gestellt.

Einige Versuche wurden in biologischer und technischer Wiederholung gemessen. Bei der
biologischen Wiederholung wurden verschiedene Probenstiicke entnommen und diese
separat aufbereitet. Bei der technischen Wiederholung wurden aus demselben Probenstiick

mehrere Extraktionen durchgefuhrt und gemessen.

Bei den Versuchen wurden die folgenden Extraktionsmethoden angewandt.

3.3.1.1 Einfache Extraktion in Wasser (W)

Das Ausgangsprotokoll der Firma Mast Diagnostica GmbH (Reinfeld, Deutschland) sieht
die hier aufgeflihrte einfache Extraktion in Wasser vor (siehe Anhang 8.1). Fir die
Extraktion von Viruspartikeln aus Rebholz wurde zunédchst der Bast des Schnittholzes
mithilfe eines Messers abgeschabt. Mittels einer Rebschere (Felco 2, Felco SA, Les
Geneveys-sur-Coffrane, Schweiz) wurden 0,5 g bis 1 g diinne Scheiben der Probe
geschnitten und abgewogen, der Anschnitt vorher verworfen. Wenn Blattproben verwendet
wurden, wurden diese in kleine Stlicke gerupft, Uberwiegend Blattstiele sowie -adern
genommen und ebenfalls 0,5 g bis 1 g Probe abgewogen. Die Holz- bzw. Blattproben
wurden in eine Bioreba ,,Universal Extraktion Bag" (Bioreba AG, Reinach, Schweiz)
gegeben und mithilfe einer Pasteurpipette 2 ml Wasser hinzu pipettiert. Mit einem
Hammer wurde die Probe zerkleinert und anschliefend in einem Tecan-Homogenisator
(Modell THE-500, Tecan AG, Hombrechtikon, Schweiz) 2 Minuten fein homogenisiert.

Die Beutel wurden auf Eis gestellt und der Schaum absetzen gelassen.

26



Etwa 500 pl der Probe wurden in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefall (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland; nachfolgend wird die Abkiirzung ,,Tube“ verwendet) Uberflhrt
und bei 6000x g fur 2 Minuten in der Zentrifuge (Thermo Scientific Pico 21,
Thermofisher, Waltham, USA) belassen. Der Uberstand (ca. 400 pL) wurde mithilfe einer
Kolbenhubpipette abgenommen und in ein frisches Tube pipettiert. Der erhaltene Extrakt
wurde bei langerer Aufbewahrung zu je 50 pL Aliquoten bei -20 °C eingefroren bzw. bei
sofortiger Verwendung auf Eis gestellt.

3.3.1.2 Extraktion mit PVP oder Tris-Puffer

In einem Versuch zur Optimierung des Ausgangsprotokolls wurde die einfache Extraktion
in Wasser dahingehend verdndert, dass anstelle von Wasser verschiedene Pufferlésungen
eingesetzt wurden. Anhand von Vorversuchen wurden die Konzentrationen und Ldsungen
mit den besten Resultaten bei der LAMP eingesetzt. Zum einen wurde eine 100 mM
Losung mit Tris bei einem pH-Wert von 8 angesetzt. Zum anderen wurden PVP-LAsungen
unterschiedlicher Konzentrationen (3 %, 1,5 % und 0,25 %) verwendet. Dazu wurde

Polyvinyl Pyrrolidone (PVP) 10 mit entsprechender Menge an Wasser verdinnt.

3.3.1.3 RNA-Extraktion (R)

Zur Optimierung des Ausgangsprotokolls wurde eine RNA-Extraktion verandert nach der
Silicamethode (Gambino et al., 2008) durchgefiihrt. Dafiir wurden die Schnitthdlzer
mithilfe eines Messers vom Bast befreit und etwa 0,5 g Kambiumraspel abgewogen. Bei
Blattern wurde die gleiche Menge verwendet und die Probe hé&ndisch zerkleinert. Blatt-
bzw. Holzproben wurden nun in Aluminiumtiitchen platziert und mithilfe eines Hammers
grob zerkleinert. Durch mehrmaliges Einfrieren in flussigen Stickstoff und anschlieendem
Hammern wurde das Material aufgeschlossen. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt.
Unter dem Abzug wurden die Kambium- bzw. Blattraspel noch gefroren schnell in eine
,Universal Extraktion Bag" (Bioreba AG, Reinach, Schweiz) tberfuhrt. In den Beutel
wurden 4 ml Lysis-Puffer (4 M Guanidin-isothiocyanat; 0,2 M Natriumacetat (pH 5,2);
25 mM EDTA; 1 M Kaliumacetat; 2,5 % PVP-40; 2 % Sarkosyl), der vorher frisch mit
1% Mercaptoethanol versetzt wurde, zugegeben. Die Beutel wurden in den Tecan-
Homogenisierer (Modell THE-500, Tecan AG, Hombrechtikon, Schweiz) gegeben und
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zweimal auf Stufe 6 homogenisiert. Es wurde gewartet, bis sich der Schaum absetzte. Pro
Probe wurden 2 Stiick 2 ml Tubes genommen und pro Tube 960 pl Gemisch aus dem
Beutel darin tberfiihrt. Die R6hrchen wurden bei 70 °C und 750 Umdrehungen pro Minute
im ,,Mischblock MB-102* (Bioer, Hangzhou, China) inkubiert. Nun wurde die gleiche
Menge Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 % vol.) hinzugegeben und 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschlielend wurde fiir 15 Minuten bei 3.500 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in frische 2 ml Tubes pipettiert und die gleiche Menge
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 % vol.) dazugegeben. Wieder wurde 5 Minuten auf Eis

invertiert und 15 Minuten bei 3.500 g und 4 °C zentrifugiert.

Ab diesem Zeitpunkt wurde anhand des ,,RNeasy Mini Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) und des beiliegenden Protokolls bei Raumtemperatur weitergearbeitet. Die
Uberstinde der Duplikate wurden in einem frischen 2 ml Eppendorf ReaktionsgefaR
vereint. Anschliefend wurde 0,5 % vol. Ethanol (96-100 %) zugegeben und gemischt. Pro
Probe wurden 630 pl des Gemischs auf eine RNeasy Séaule aus dem Kit aufgetragen und
15 Sekunden bei > 8000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, ein frisches
Eppendorf Reaktionsgefall genommen und der Schritt dreimal wiederholt bis die gesamte

Probe aufgebracht war.

Fur den DNase-Verdau auf der Saule wurden 350 pl RW1 auf die Sdule gegeben,
15 Sekunden bei > 8000 g zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Sdule in ein
frisches Eppendorf Reaktionsgefd platziert. Pro Probe wurden 10 pl DNase |
Stammldsung mit 70 pl Puffer RDD durch invertieren vorsichtig gemischt und direkt auf
die Saule pipettiert. Fir 15 Minuten wurde bei Raumtemperatur inkubiert. 350 ul RW1
Puffer wurden auf die S&ule geben, 15 Sekunden bei > 8000 g zentrifugiert, der Durchfluss
verworfen und die Sdule wieder in ein frisches Eppi gegeben. 500 ul RPE Puffer wurden
auf die Saule pipettiert, 15 Sekunden bei > 8000 g zentrifugiert, der Durchfluss verworfen
und die Sdule wieder in ein frisches ,,Eppi© gegeben. Erneut wurden 500 ul RPE Puffer
hinzugefugt, 2 Minuten bei maximaler Drehzahl zentrifugiert, der Durchfluss verworfen
und die S&ule in ein frisches 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefa gegeben. 30 ul RNase
freies Wasser wurde direkt auf jede Saule pipettiert, 1 Minute inkubiert und 1 Minute bei
maximaler Drehzahl zentrifugiert. Nochmals wurden 30 pl RNase freies Wasser direkt auf

die Sdule pipettiert, 1 Minute inkubiert und 1 Minute bei maximaler Drehzahl zentrifugiert.
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Die Sdule wurde entnommen und die RNA-Konzentration im Photometer BioTek Gen5
(BioTek, Winooski, USA) gemessen. Fur eine langere Aufbewahrung wurde der Extrakt
bei -80 °C gelagert. Fir die LAMP wurden die Proben auf 100 ng/pl eingestellt. Diese Art

der Extraktion wurde auch fur die RT-PCR verwendet.

3.3.1.4 Extraktion mit magnetischen Beads (nach Mast Diagnostica GmbH) (B)

Auch die folgende Extraktionsmethode wurde zur Optimierung des Ausgangsprotokolls
getestet. Daflir wurde der Bast der verholzten Triebe mithilfe eines Messers entfernt und
pro Probe etwa 0,5 g Holz abgewogen. Die Probe und 2 ml Lysepuffer (200 mi/L 1 M
Tris-HCI pH 7,5; 250 ml/L 100 mM Na-EDTA pH 8; 250 ml 1 M Natriumchlorid; 200 ml
12,5 % PVP-40; 100 ml/L 5,0 % SDS) wurden in eine ,,Universal Extraktion Bag" von
Bioreba gegeben. Mit einem Hammer wurde die Probe zerkleinert und im Tecan-
Homogenisator homogenisiert. Der Extrakt wurde aus dem Beutel mittels Pipette
abgenommen, in ein Reaktionstube Uberfuhrt und 2 Minuten bei 14.000 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein neues Tube tberfiihrt.

Zu 200 pl Probe wurden 200 ul 3 M Guanidine thiocyanate hinzu pipettiert. 10 pl
,F Beads“ (Analytik Jena, Jena, Deutschland) wurden zu jeder Probe gegeben und mittels
Pipette resuspendiert. Mithilfe eines Magnetracks oder magnetischen Wiirfels wurden die
Beads an der Seite des ReaktionsgefidBes gebunden, der Uberstand abgenommen und
verworfen. 500 pl Waschpuffer (10 ml/L 1 M Tris-HCI pH 7,5; 5 ml/L 100 mM Nay-
EDTA pH 8; 50 ml/L Natriumchlorid; 500 ml/L 100 % Ethanol; 435 ml/L Wasser) wurden
hinzugegeben und vermischt. Die Beads wurden wieder magnetisch gebunden und der
Uberstand verworfen. Die ReaktionsgefaRe im Heizblock trockneten etwa 15 Minuten bei
56 °C, bis keine Flussigkeit mehr vorhanden war und der Alkohol verdampfte. Die Beads
wurden in 100 pl Wasser resuspendiert und 1 Minute inkubiert. Die Beads wurden erneut
am Magneten gebunden und der Uberstand, der die RNA enthielt, in ein neues

Reaktionstube Uberfihrt.
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3.3.2 Durchfuhrung der RT-LAMP

Probenverdiinnung

Die Proben wurden laut Ausgangsprotokoll (siehe Anhang, 8.1) im Verhéltnis 1:10 mit
RNase freiem Wasser verdinnt. Fir die RNA-Extraktion und den Versuchen zur
Ermittlung der optimalen Verdinnungsstufe wurden Proben auch im Verhaltnis 1:20 oder
gar nicht verdunnt. Als Kontrollen wurden zum einen eine positive Kontrolle (PK)
aufbereitet und verwendet, um zu sehen, ob die Reaktion generell funktioniert. Zum
anderen wurde auch eine negative, gesunde Probe (NK) und eine Wasserprobe (NTC, no
template control) eingesetzt. Durch die Kontrollen wird sichergestellt, dass die Reagenzien
wie angegeben funktionieren und keine Kontaminationen aufgetreten sind. Die

Verdinnungsreihe zur Messung der Empfindlichkeit erfolgte in gesundem Holzmaterial.

Ansatz Mastermix

Fur die Durchfiihrung der LAMP wurden die Reagenzien des ,,Mast Isoplex Kit* flr
GLRaV-1 (Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld, Deutschland) verwendet. Die Reagenzien
sollten generell bei -20 °C gelagert und maximal viermal aufgetaut und wieder eingefroren
werden. Der Primermix wurde vor der Verwendung 5 Minuten im ,,Mixing Block MB-
102 (Bioer, Hangzhou, China) auf 95 °C erhitzt und im Anschluss 5 Minuten auf Eis zur
Losung der Primermultimere inkubiert. Anschlielend erfolgte die Herstellung des
Mastermix wie folgt (siehe Tab. 3). Es kann mit einem Ansatz von 10 ul oder 25 pl
gearbeitet werden (siehe Anhang 8.1). Nach Vorversuchen wurde im Rahmen dieser Arbeit

nur mit dem 10 pl Ansatz gearbeitet.
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Tabelle 3: Komponenten des Mastermix fir den Ansatz mit 10 pL (hach Mast Diagnhostica GmbH)
10 pL (inkl. 2 pL

Reagenzien Template)
Reaktionsmix (RM) S5puL

Primermix (PM) 0,8 puL
Fluoreszenz Day (FD) 1,0 uL
Bst Polymerase (Bst) 0,4 uL
Reverse Transkriptase (RT) 0,2 pL
Wasser 0,6 pL
total 8,0 uL

Plattenbeladung

Je 8 pl Mastermix wurde in eine ,,LightCycler 480 Multiwell Plate 96 in wei3 (Roche,
Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) oder in PCR-Tubes (Thermo Scientific, Waltham,
USA,; flir den ESEquant) pipettiert. Nun wurde 2 pul Probe in dreifacher Wiederholung zum
Mastermix gegeben. Neben den Proben wurden auch in entsprechender Menge die
Kontrollen aufgetragen. Als alle Proben aufgetragen wurden, wurde die Platte mit Folie
verschlossen bzw. der Deckel der PCR-Tubes aufgelegt und diese kurz anzentrifugiert. Die
Wellplatte wurde in den Lightcycler 480 (Roche, Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz)
gestellt, die PCR-Tubes in den ESEquant TS2 (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland).

Messbedingungen

Die LAMP lief unter folgenden Einstellungen ab: 60 Zyklen, je 1 Minute, 64 °C,
Fluoreszenz von 465 nm — 510 nm. Im Lightcycler wurde zusétzlich am Ende eine
Schmelzkurve von 66 °C bis 99 °C durchgefiihrt.
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Auswertung

Zur Ermittlung der Ergebnisse im Lightcycler wurde die vom Hersteller mitgelieferte
Software ,,LightCyler Software 480 (Release 1.5.1.62, Roche) und die darin enthaltene
Analysemethode ,,Absolute Quantification / 2nd Derivative Max for All Samples™
verwendet. Bei dieser Methode wird die 2. Ableitung der gemessenen Fluoreszenzkurve
berechnet und deren Maximalwert als CP-Wert ausgegeben. Der CP-Wert beschreibt den
Zyklus, bei dem die gemessene Fluoreszenz erstmals ber die Hintergrundfluoreszenz
steigt. Demnach entspricht dieser Wert dem Ubergang in die exponentielle Phase. Die
Amplifikationskurven erstellt das Programm, ein Beispiel ist in Abbildung 4 gezeigt. Auf
der x-Achse ist die Anzahl der Zyklen bis 60 angegeben, auf der y-Achse ist die Hohe der
Fluoreszenz aufgetragen. Eine Probe ist als positiv zu bewerten, wenn eine
Amplifikationskurve der Fluoreszenz mit sigmoidem Anstieg innerhalb der ersten
30 Zyklen (= Grenzwert, ist als gestrichelte Linie gezeigt) zu verzeichnen ist, also der CP-
Wert einem Wert Kleiner als 30 Zyklen entspricht. Dies trifft in der Abbildung auf alle
roten Kurven zu. Wenn kein Anstieg der Fluoreszenz vor dem Grenzwert gemessen wurde,

ist die Probe negativ (griine und schwarze Kurven).
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Abbildung 4: Beispielhafte Auswertung der Amplifikationskurven

Zusétzlich wurde eine Schmelzkurve erstellt. Anhand dieser Schmelzkurven ist zu
erkennen, ob die Produkte einen gleichen Schmelzpunkt besitzen und die Reaktion

demnach spezifisch ist. Dafur wurde die Methode ,,Melting Curve* verwendet.
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Wurde der Versuch mithilfe des ESEquants durchgefiihrt, wurde zur Ermittlung der
Ergebnisse die mitgelieferte Software ,,TS2-Studio” herangezogen. Die Diagramme
kdnnen direkt aus dem Programm entnommen werden oder Uber die Rohdaten in Excel
erstellt werden. Die Erstellung einer Schmelzkurve ist nicht méglich. CP-Werte werden
ebenfalls nicht angezeigt, sodass die Auswertung nur visuell anhand der Diagramme

erfolgen kann.

Ergebnisdarstellung

Die Ergebnisse werden im Ergebnisteil als Amplifikationskurven sowie in tabellarischer
Form dargestellt. Fiir die Tabelle, bei der die Resultate als ,,+* (positiv) und ,,-* (negativ)
angegeben werden, wurden die Amplifikationskurven und beim Lightcycler zusatzlich die
CP-Werte herangezogen und demnach eine Interpretation vollzogen. Fur die
Ergebnisdarstellung wirde eine Abbildung der Amplifikationskurven ausreichen. Da es
aber Falle gibt, die sich nahe am Grenzbereich befinden oder viele Kurven nahezu
aufeinander befinden, wird zusatzlich eine Tabelle aufgefiihrt. AuBerdem ist es moglich,
dass die Darstellung der Graphenfarben unzureichend ist oder eine Interpretation dieser flr
ungetlibte Personen, die mit der LAMP weniger vertraut sind, schwierig ist. Die Tabelle
soll die Ergebnisse nochmals deutlicher und verstdndlich machen. Da es bei einigen
Versuchen darauf ankommt, dass Varianten eine Verbesserung der CP-Werte erzielen

sollten, werden die drei CP-Werte ohne Interpretation mit ,,+“ und ,,-* dargestellt.
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3.4 DAS-ELISA (E)

Der DAS-ELISA fur GLRaV-1 wurde anhand der Herstellervorschrift von Bioreba
(Bioreba AG, Reinach, Schweiz) durchgefihrt (Bioreba, 2017). Die benétigten
Pufferlosungen (Beladungspuffer, Waschpuffer, Extraktionspuffer, Konjugatpuffer,
Substratpuffer) wurden entsprechend der Vorschriften des Instituts fur Rebenziichtung
hergestellt (siehe Anhang, 8.2) und bei 8 °C im Kuhlschrank bis zur Verwendung gelagert.
Die entsprechenden Antikdérper stammten von Bioreba und sind hier zusammen mit den

verwendeten Kontrollen aufgelistet:

- Serum: GLRaV-1 IgG, Artikelnummer 120115

- Konjugat: GLRaV-1 conjugate, Artikelnummer 120122
- Positive Kontrolle: Probe Nr. 13

- Negative Kontrolle: NK

Die Probennahme und -aufbereitung erfolgte anhand der dem Kit beiliegenden
Produktinformation fur Rebviren (Bioreba, 2018). Die Verdinnungsreihe in 10er-Schritten
zur Messung der Empfindlichkeit erfolgte in gesundem, aufbereitetem Holzmaterial. Die
Absorption, angegeben als optische Dichte (OD), erfolgte im Photometer ,,Dynatech
Microplate Reader MR 5000 (DynaTech, Riickersdorf, Deutschland) bei 405 nm. Die
Auswertung erfolgte nach 30 Minuten Inkubationszeit mithilfe der Software EAP (ELISA
Auswerteprogramm), die von Christoph Lorenz Consulting (Wiesbaden, Deutschland)
speziell fur das Institut fir Rebenzlichtung programmiert wurde. Alle Proben sowie die
positive und negative Kontrolle wurden als Duplikate bestimmt. Der Grenzwert, bei dem
eine Probe als positiv zu beurteilen ist, entspricht dem 1,75-fachen Faktor des Mittelwerts

der negativen Kontrolle und wird als ,,cut-off* bezeichnet.
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3.5 RT-PCR (P)

Zur Durchfuhrung der RT-PCR sind folgende Schritte notwendig.

1. Extraktion: Fir die RT-PCR wurden die Proben nach dem Protokoll von Gambino

extrahiert, wie es bereits in 3.3.1.3 beschrieben wurde.

2. cDNA-Synthese: Zur Umschreibung der RNA in cDNA wurde die RNA auf eine

Konzentration von 100 ng pro 8 pl in Wasser eingestellt. Die cDNA-Synthese wurde in
0,2 ml-Tubes auf Eis durchgefiihrt. Zu den 8 ul extrahierter RNA wurden 3 pl Random
Nonamer (50 plM; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hinzu pipettiert, nach vorsichtigem
Resuspendieren und Anzentrifugieren wurde die Reaktion im Thermocycler (T3000,
Biometra, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt. Anschlieend wurde es auf Eis schnell
abgekthlt und kurz anzentrifugiert. Der Mastermix wurde aus den folgenden
Komponenten hergestellt (Tab. 4). Die Reagenzien stammten alle bis auf DTT (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) von Invitrogen (Carlsbad, USA).

Tabelle 4: Ansatz des Mastermix fir die Umschreibung der RNA in cDNA

Reagenz VVolumen
5x First-Strand Buffer 4pL
dNTP Mix (10 mM) 1uL
DTT (0,1 M) 2 uL
RNaseOUT (40 units/uL) lub
M-MLV RT (200 U) luL
Total 9uL

Zu jeder Probe wurden 9 ul Mastermix hinzugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig
angeschnickt und kurz anzentrifugiert. Bei 37 °C wurde er fir 60 Minuten im
Thermocycler inkubiert. Anschlieend bei 4 °C hold belassen und bei langerer Lagerung

wurde er bei -20 °C eingefroren.
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3. Real-Time PCR (LightCycler PCR): Fur die LightCycler-PCR wurde folgender
Mastermix hergestellt (Tab. 5). Der SYBR Green Mastermix (ein Mix aus Tag-

Polymerase, Puffer und Sybr Green) stammte von Roche, die Primer wurden aus dem

Laborbestand bernommen (Tab. 6).

Tabelle 5: Mastermix fur die RT-PCR mit SYBR-Green

Reagenz Volumen
LightCycler 480 S\_(BR Green | 10 pL
Mastermix
Forward Primer 1,2 uL
Reverse Primer 1,2 uL
Wasser 4,6 uL
Total 17 pL

17 pl Mastermix wurde auf eine Lightcycler-Platte vorgelegt und 3 pl cDNA bzw. Wasser
flr die NTC hinzupipettiert. Die Platte wurde mit Folie verschlossen, kurz anzentrifugiert
und in den Schlitten des Lightcyclers gestellt. Schliel}lich wurde das folgende Thermo-
Programm laufen gelassen: 10 Minuten bei 95 °C (Initial Denaturing) und anschlie3end
45 Zyklen mit je 10 Sekunden bei 95 °C (Melting), 10 Sekunden bei 56 °C (Annealing)
und 30 Sekunden bei 72 °C (Elongation). Die Fluoreszenz wurde wahrend des
Elongationsschrittes in einem Wellenldngenbereich von 465 bis 510 nm gemessen. Dies

entspricht dem Emissionsbereich des Farbstoffs SYBR Green.

Als Kontrollen wurde neben der NTC eine positive Kontrolle und eine SAND-Kontrolle
eingesetzt. Fir letztere wurden sogenannte SAND-Primer verwendet, die auf das SAND-
Gen der Rebe abzielen. Die SAND-Kontrolle wird verwendet, um sicherzustellen, dass die
PCR generell funktioniert. Die Primer wurden aus dem Laborbestand tibernommen und
weisen die folgenden Nukleotidsequenzen in Tabelle 6 auf (Gambino & Gribaudo, 2006;
Hildebrand, 2017; Reid et al., 2006).
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Tabelle 6: Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer fiir die RT-PCR

Primer Forwar_d/ Nukleotidsequenz ClgEs ol
reverse Primer Produktes (bp)

forward ACCCCTTTGCTCGGAGGAACAGA

SAND 129
reverse ACCTGAAGCTTGCCTTGTCGC
forward TCTTTACCAACCCCGAGATGAA

GLRaV-1 232

reverse GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG

4. Ergebnisauswertung: Zur Auswertung der Ergebnisse wurden wie bei der RT-LAMP die

ermittelten CP-Werte herangezogen. Dieser Wert gibt den PCR-Zyklus an, bei dem eine
signifikante Differenz zwischen dem Background und dem Fluoreszenzsignal der Probe
gemessen werden kann. Zur Ermittlung wurde erneut die ,,LightCyler Software 480*
(Release 1.5.1.62, Roche) und Analysemethode ,,Absolute Quantification / 2nd Derivative

Max for All Samples* verwendet.

Um die Nachweisgrenze bei der RT-PCR herauszufinden, wurden drei verschiedene
Proben in einer Verdunnungsreine gemessen. Daflir wurden diese mit entsprechender
Menge an bereits extrahiertem, gesundem Material in 10er-Schritten verdlinnt. Zur
Ermittlung der Nachweisgrenze werden allgemein zwei Kiriterien herangezogen. Zum
einen muss sich der ermittelte CP-Wert idealerweise um eine Differenz von 3,32 von der
vorherigen Verdunnungsstufe unterscheiden (Ginzinger, 2002). Dem ist so, da bei einer
idealen Effizienz der PCR von 2 der Wert von 2%% gleich 10 ist, also dem

Verdunnungsfaktor entspricht.

Zum anderen muss sich der CP-Wert auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 (95 %) von
der Nullkontrolle unterscheiden (Bustin et al., 2009). Die Nullkontrolle ist in diesem
Versuch die NTC. Der p-Wert wurde anhand eines zweiseitigen Einstichproben-T-Tests
mithilfe von Excel berechnet. Fiir den T-Test wurde zunédchst der Mittelwert (x) und die
Standardabweichung der Proben (s) mithilfe der entsprechenden Excelfunktionen ermittelt.
Des Weiteren wurde zur Berechnung die Standardabweichung der Nullkontrolle (ul) und
die Anzahl der Messwerte (n=3) bendtigt. Diese Werte wurden in folgende Formel

eingebaut:
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x— p
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t—Wert =

Mithilfe der Excel-Funktion T.VERT.2S(t;y) wurde der p-Wert berechnet. Dabei entspricht
i dem t-Wert und ,,y* der Anzahl an Freiheitsgraden (= n-1).
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung und Optimierung des Protokolls

Ziel der Arbeit ist es ein LAMP-Protokoll zu entwickeln, mit dem eine zuverlassige
Detektion von GLRaV-1-Viren mdglich ist. Dazu wurde zunéchst das Ausgangsprotokoll
der Firma Mast Diagnostica GmbH angewandt, das aufgrund von Schwierigkeiten bei der
Detektion an unterschiedlichen Stellen optimiert wurde. Das Ausgangsprotokoll sieht eine
einfache Extraktion in Wasser (W) sowie eine Verdiunnung des erhaltenen Extrakts vor
(siehe Anhang, 8.1).

4.1.1 Messung einer starken und schwachen ELISA-Probe

Zu Beginn wurde das Ausgangsprotokoll bei zwei Holzproben (Probe 1 und 2) angewandt,
die zuvor im ELISA als positiv flir GLRaV-1 ermittelt wurden. Es sollte tiberprift werden,
ob das Protokoll mit einer einfachen Extraktion in Wasser (W) und einer 1:10-Verdiinnung
flr einen sicheren Virusnachweis funktioniert. Probe 1 zeigte im ELISA (vgl. Tab. 2)
gegenliber der negativen Kontrolle einen hohen OD-Wert, sodass sie aufgrund des
ebenfalls hohen Faktors von 11,952 als starke ELISA-Probe bezeichnet werden kann. Der
niedrigere Faktor von 3,000 bei Probe 2 macht diese zur schwachen ELISA-Probe.
Zusétzlich wurde dieser Versuch in einer dreifachen technischen Wiederholung
durchgefiihrt, um die Zuverl&ssigkeit bzw. Testsicherheit des Ausgangsprotokolls zu
ermitteln. Daflir wurde dasselbe Probenmaterial verwendet und dreimal in gleicher Weise

aufbereitet. Die Messung erfolgte im Lightcycler.

Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse der ersten, Abbildung 6 die der zweiten und Abbildung 7
die der dritten technischen Wiederholung. Jeweils dargestellt sind in A: die Ergebnisse der
Proben W1 und W2; in B: die Ergebnisse der Kontrollen PK, NK und NTC; in C: die
Schmelzkurven und in D: die Zusammenfassung in tabellarischer Form inklusive der
Zuordnung der Probenfarben. Bei den Amplifikationskurven wurde die Fluoreszenz (y-
Achse) innerhalb der Zeit von 60 Minuten (x-Achse) gemessen, bei den Schmelzkurven
sind auf den Achsen die Temperatur und das Differential der Fluoreszenz aufgefiihrt. Jede
Probe sowie die Kontrollen wurden in Triplikaten aufgetragen. Als Kontrollen wurden wie

in den folgenden Versuchen auch eine Positivkontrolle (PK), Negativkontrolle (NK) und
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Wasserkontrolle (NTC) verwendet. Die Ergebnisse sind mit ,,+* (positiv) und ,,— (negativ)
in der Tabelle aufgefiihrt. Die Bewertung erfolgte anhand der Amplifikations-,
Schmelzkurven sowie dem CP-Wert.

S | e e o
5 0 15 E E3 ciiu. E3 @ & E] E3 3 10 15 x % c?:b- E3 4 4 5 £ El

Probe Ergebnis

Wi + |+ |+

w2 + | - | -

PK + |+ |+

NK -1 -] -

NTC -1 -] -

Abbildung 5: Erste technische Wiederholung der RT-LAMP bei einer starken und schwachen
Probe. A: Holzextrakte W1, W2 (W = Extraktion in Wasser); B: Holzextrakte der Kontrollen PK
(W6), NK, NTC. C: Schmelzkurven aller Proben; D: Ergebnisse in tabellarischer Form (n = 3; 1:10
verdunnt; Messung: mittels Lightcycler)

Probe Ergebnis
Wil + |+ | +
W2 + | - -
PK + |+ |+
NK - -] -

NTC - -] -

61 & ® 7 7 7 ® @ & @
Temperature [°C)

Abbildung 6: Zweite technische Wiederholung der RT-LAMP bei einer starken und schwachen
Probe. A: Holzextrakte W1, W2 (W = Extraktion in Wasser; 1:10 verdiinnt); B: Holzextrakte der
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Kontrollen PK (W6), NK, NTC. C: Schmelzkurven aller Proben; D: Ergebnisse in tabellarischer
Form (n = 3; 1:10 verdinnt; Messung: mittels Lightcycler)

encs
Fhuorescence (465-510)

Probe Ergebnis

Wi + | + |+

W2 + |+ | -

PK + |+ ]+

97 4 S NK - -] -
i | NTC -l -] -

Abbildung 7: Dritte technische Wiederholung der RT-LAMP bei einer starken und schwachen
Probe. A: Holzextrakte W1, W2 (W = Extraktion in Wasser; 1:10 verdiinnt); B: Holzextrakte der
Kontrollen PK (W6), NK, NTC. C: Schmelzkurven aller Proben; D: Ergebnisse in tabellarischer
Form (n = 3; 1:10 verdinnt; Messung: mittels Lightcycler)

Anhand der Ergebnisse (Abb. 5-7) zeigt sich, dass die Probe W1 in allen Replikaten der
drei technischen Wiederholungen positiv fir GLRaV-1 ist. Sie zeigt zwischen 10 und
20 Zyklen einen sigmoiden Anstieg der Amplifikationskurven. Die Probe W2, also die
schwache ELISA-Probe, konnte dagegen nur in 4 von 9 Replikaten als viruskrank
nachgewiesen werden. Die Kurven steigen bei 4 Replikaten nach dem Grenzwert von
30 Zyklen an, in einem Fall ist kein Anstieg innerhalb von 60 Zyklen zu verzeichnen. Bei
dieser Probe war, wie bei anderen schwachen Proben auch (hier nicht dargestelit), daher

nur eine eingeschrankte oder keine zuverlassige Detektion mdglich.

Die positiven Kontrollen (PK) sind wie W1 auch alle positiv. Teilweise steigen die Kurven
der negativen Kontrollen ebenfalls an, aber alle nach dem Grenzwert. Der Schmelzpunkt,
der anhand des Scheitelpunkts der Schmelzkurven in C ermittelt werden kann, liegt bei den
Proben bei etwa 86 °C (Abb. 5 und 7) bzw. 88 °C (Abb. 6). Bei den Wiederholungen, bei
denen die negativen Kontrollen einen Anstieg verzeichnen (1 und 3), sind die
Schmelzpunkte etwa 2 °C geringer als die der Proben W1 und W2. Wenn kein Anstieg der
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Fluoreszenz gemessen wurde, ist auch die Schmelzkurve linear und ohne Anstieg. Bei der
zweiten Wiederholung ist noch zu erwéhnen, dass das Programm des Lightcyclers keine
CP-Werte gemessen hat und bei der Auswertung demnach nur die Amplifikations- und
Schmelzkurven herangezogen werden konnten. Anhand dieser Kurven ist eine starke

Streuung zu erkennen.

4.1.2 Vergleich von verschiedenen Verdinnungsstufen

Wie in den Abbildungen 5 bis 7 dargestellt, war GLRaV-1 in der schwachen ELISA-Probe
nicht zuverlassig detektierbar. Die Ursache konnte in der gewéhlten VVerdiinnungsstufe von
1:10 gemall dem Ausgangsprotokoll liegen. Diese Stufe wurde mit einer unverdinnten
Variante und einer 1:20-verdunnten Variante verglichen, um zu Uberprifen, ob fiir eine
sichere Detektion schwacher oder starker verdinnt werden muss. Unverdunnt bedeutet in
diesem Fall, dass die Probe nach der Extraktion direkt, also ohne weitere Verdiinnung mit

Wasser, aufgetragen wurde.

Erneut wurde die Probe W2 in drei technischen Wiederholungen eingesetzt (Abb. 8-10). In
A sind jeweils die Amplifikationskurven der Proben und in B die der Kontrollen zu sehen,
die alle in Triplikaten aufgetragen wurden. Zusatzlich sind die Ergebnisse wieder in
tabellarischer Form aufgefiihrt. Die Schmelzkurven waren ohne Auffélligkeiten und sind
daher nicht abgebildet.
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Abbildung 8: Erste technische Wiederholung mit unterschiedlichen Verdlinnungsstufen von zwei
Proben in der RT-LAMP. A: Holzextrakte W1, W2 (W = Extraktion Wasser) in drei verschiedenen
Verdinnungsstufen (unverdiinnt, 1:10, 1:20); B: Holzextrakte der Kontrollen PK (W6), NK, NTC
und Ergebnisse in tabellarischer Form (n = 3; Messung: mittels Lightcycler)
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Abbildung 9: Zweite technische Wiederholung mit unterschiedlichen Verdlnnungsstufen von zwei
Proben in der RT-LAMP. A: Holzextrakte W1, W2 (W = Extraktion Wasser) in drei verschiedenen
Verdinnungsstufen (unverdinnt, 1:10, 1:20); B: Holzextrakte der Kontrollen PK (W6), NK, NTC
und Ergebnisse in tabellarischer Form (n = 3; Messung: mittels Lightcycler)
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Abbildung 10: Dritte technische Wiederholung mit unterschiedlichen Verdunnungsstufen von zwei
Proben in der RT-LAMP. A: Holzextrakte W1, W2 (W = Extraktion Wasser) in drei verschiedenen
Verdlnnungsstufen (unverdinnt, 1:10, 1:20); B: Holzextrakte der Kontrollen PK (W6), NK, NTC
und Ergebnisse in tabellarischer Form (n = 3; Messung: mittels Lightcycler)

Die PK, NK und NTC zeigen in allen Wiederholungen (Abb. 8-10) keine Auffalligkeiten.
Bei der Schmelzkurve gab es ebenfalls keine Auffalligkeiten, weshalb sie hier nicht
aufgefiihrt wurde. Anhand der Amplifikationskurven der Proben in A und den Ergebnissen
in der Tabelle zeigt sich, dass die unverdiinnte Probe bis auf ein Replikat keinen sigmoiden
Anstieg der Fluoreszenz innerhalb von 30 Zyklen aufweist. Daher ist lediglich ein Replikat
von insgesamt neun Replikaten positiv. Zusatzlich ist der Anstieg in der ersten technischen
Wiederholung bei der unverdiinnten Variante nicht sigmoid, sondern linear und steigt von
Beginn an kontinuierlich an. Die restlichen Amplifikationskurven dieser Replikate steigen

erst nach dem Grenzwert von 30 Zyklen an. Bei der Variante, die 1:10 verdinnt wurde,
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konnten zwei Replikate erfolgreich nach fast 30 Zyklen detektiert werden. Bei der 1:20-
Variante waren es ebenfalls zwei. Da bei der zweiten Wiederholung bis auf die PK keine
Probe positiv ist, ist die Testsicherheit nicht gegeben und es musste weiterhin an der
Optimierung des Protokolls gearbeitet werden. Keine Variante zeigt eine eindeutige und

zuverlassige Detektion der Probe W2.

Um auszuschlieBen, dass diese Ergebnisse probenspezifisch sind, wurde eine weitere,

schwache Holzprobe in Wasser in den zuvor verwendeten Verdunnungsstufen
(unverdiinnt, 1:10, 1:20) aufbereitet (Abb. 11). Die Amplifikationskurven der Probe sind
im oberen Teil der Abbildung (A), die der Kontrollen unten zu finden (B). In B ist

auflerdem eine Tabelle mit den Resultaten der Triplikate aufgefihrt.
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Abbildung 11: Vergleich von Verdinnungsstufen bei einer weiteren Holzprobe. A: RT-LAMP von

Holzprobe W3 (W = einfache Extraktion in Wasser; unverdiinnt, 1:10, 1:20). B:
Amplifikationskurven der Kontrollen (PK = W6) und Ergebnisse als Tabelle (n =3; Messung im

Lightcycler)
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Die unverdiinnte Variante in Abbildung 11 zeigt einen linearen Anstieg der Fluoreszenz,
ahnlich wie in Abbildung 8. Alle Replikate dieser Variante sind negativ. Die Triplikate von
1:10 konnten wie die PK alle als positiv detektiert werden. Zwei von drei Replikaten bei
1:20 zeigen einen sigmoiden Anstieg der Fluoreszenz und sind positiv. NK und NTC sind

komplett negativ.

4.1.3 Vergleich der Extraktionsmethoden

Bisher konnte bei den schwachen Proben 2 und 3 mithilfe der einfachen Extraktion in
Wasser (W) keine zuverl&ssige GLRaV-1-Detektion durchgefiihrt werden. Ursache kénnte
die Extraktionsmethode und eventuell im Extrakt enthaltene hemmende Substanzen wie
Phenole sein. Um diese abzupuffern bzw. abzubinden, wurden weitere
Extraktionsmethoden angewandt und so an der Optimierung des Standardprotokolls

gearbeitet.

4.1.3.1 Extraktion mit PVP und Tris

PVP und Tris sind laut Literatur in der Lage im Pflanzenextrakt enthaltene Hemmstoffe
abzupuffern. Um zu Uberprifen, ob die wenig zuverlassigen Ergebnisse durch enthaltene
phenolische Verbindungen zustande kamen, wurde im Standardprotokoll das Wasser als
Extraktionsmedium durch PVP- und Trislésungen (siehe 3.3.1.2) ersetzt. Nach
Vorversuchen stellten sich eine 100 mM Trislosung sowie drei unterschiedlich
konzentrierte PVP-Ldsungen (3 %, 1,5 % und 0,25 %) als beste Varianten heraus. Diese
wurden miteinander in der RT-LAMP verglichen. Die folgende Abbildung 12 zeigt diesen
Versuchen anhand der starken Holzprobe W4. Es wurde lediglich je ein Replikat
aufgetragen und die Messung erfolgte im ESEquant. Es wird die Fluoreszenzintensitat
(RFU; y-Achse) Uber eine Zeitspanne von 60 Zyklen (x-Achse) gezeigt. Des Weiteren
wurde eine PK und eine NTC als Kontrollen eingesetzt.
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Abbildung 12: Einfluss von PVP und Tris auf die Virusdetektion in der RT-LAMP. Probe:
Holzprobe W4 (W = einfache Extraktion in Wasser). Kontrollen: PK (W6) und NTC (n=1; 1:10
verdunnt; Messung im ESEquant)

Es konnte durch Extraktion in PVP und Tris keine Verbesserung der Detektion erzielt
werden (Abb. 12). Alle Proben mit Ausnahme der Variante ,,PVP 3 %" zeigen einen
sigmoiden Anstieg der Fluoreszenz nach etwa 20 Zyklen. Die hohe Konzentration mit PVP
konnte im Gegensatz zur Wasservariante nicht detektiert werden. Der Versuch wird hier
exemplarisch fiir mehrere Versuche mit unterschiedlichen Proben dargestellt, die zu keiner

Verbesserung der Ergebnisse fihrten.

4.1.3.2 Extraktion mit magnetischen Beads

Die einfache Extraktion in Wasser (W) wurde auch mit einer weiteren Extraktionsmethode
verglichen: der Extraktion mit magnetischen Beads (B). Damit sollte der Frage
nachgegangen werden, ob es moglich ist durch Reinigung der extrahierten Nukleinsauren
mittels Anhaftung an magnetische Beads, die Nachweisbarkeit in der RT-LAMP zu
verbessern. Dadurch sollten Hemmstoffe aus dem Extrakt entfernt werden. Um dies zu
uberprufen, wurden drei viruspositive Holzproben (1, 2 und 5) in Wasser (W) sowie
mittels magnetischer Beads (B) extrahiert. Eingesetzt in der RT-LAMP und in
verschiedenen Verdiinnungsstufen konnten die folgenden CP-Werte in Tabelle 7 ermittelt

werden. Fir jede Variante wurden drei Replikate aufgetragen. Da die Proben nicht alle auf
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einer Platte gemessen werden konnten, wurden fir jede Platte eigene Kontrollen angelegt.

NK und NTC waren in jedem Fall negativ, PK positiv (siehe Anhang, 8.3.1).

Tabelle 7: Virusdetektion mittels RT-LAMP aus Wasserextrakten (W) oder nach Beadextraktion
(B), dargestellt als CP-Werte. Proben: Holzproben 1, 2, 5 (unverdinnt, 1:10, 1:20) (Messung: im
Lightcycler; x = kein CP-Wert ermittelt)

Probe | Verdinnungsstufe CRilis r_lach R Sveite _nach
Woasserextraktion (W) Beadextraktion (B)

unverdinnt 10,33 10,85 13,76 14,41 14,54 16,27

1 1:10 14,61 14,99 15,07 20,34 25,80 27,64
1:20 11,55 14,55 14,99 29,57 30,45 X

unverdinnt 47,73 50,45 52,52 13,71 19,82 20,93

2 1:10 28,66 X X 15,65 26,34 35,45

1:20 46,16 55,00 X 28,69 33,06 33,41

unverdinnt 20,49 23,52 24,61 17,12 17,92 29,82

5 1:10 17,84 36,72 51,89 28,72 51,32 55,00
1:20 18,76 23,95 32,73 15,26 50,51 X

Die CP-Werte der starken Probe W1 (Tab. 7) liegen in allen Replikaten, unabhéngig von
der Verdlnnungsstufe, unterhalb von 15 Zyklen in einem &hnlichen Bereich und sind
demnach positiv. Bei den Werten von Bl dagegen zeigt sich, dass mit steigender
Verdinnung der Probe der Virusnachweis schlechter wird. Bis auf zwei Proben der 1:20-
Variante liegen die CP-Werte von Probe B1 aber in allen Verdinnungsstufen noch vor
dem Grenzwert von 30 Zyklen. Hinsichtlich der schwachen Probe W2 konnte lediglich in
einem Replikat das Virus detektiert werden (1:10). Betrachtet man aber die Ergebnisse von
B2 ist festzustellen, dass die unverdiinnte Variante in allen drei Replikaten einen CP-Wert
vor 30 Zyklen aufzeigt. Bei den anderen beiden Varianten gibt es ein bzw. zwei Replikate
mit einem CP-Wert, der nach dem Grenzwert liegt. Bei der schwachen Probe W5 weisen
alle drei Replikate der unverdiinnten Variante von W5 einen CP-Wert unter 30 auf. Ein
(1:10) bzw. zwei Replikate (1:20) der anderen Verdunnungsstufen liegen ebenfalls unter
diesem Grenzbereich. Bei den Ergebnissen von B5 liegen die drei CP-Werte der
unverdinnten Variante vor 30 Zyklen. Lediglich je ein Replikat der anderen beiden
Varianten zeigt einen Anstieg der Fluoreszenz vor dem Grenzwert, der Rest kommt kurz

vor 60 Zyklen oder gar nicht.

Zusammenfassend ist in Tabelle 7 ersichtlich, dass alle drei Proben detektiert werden
konnten, wenn sie unverdinnt nach einer Beadextraktion gemessen wurden. AulBer bei

Probe 1 sind die CP-Werte bei unverdiinnt geringer als bei der Wasserextraktion. Uber alle
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Proben hinweg erhéhen sich die Werte bei B mit der Verdiinnung. Da Probe W2 in keiner
Verdlnnungsstufe sicher nachgewiesen werden konnte und die Variante ,,unverdiinnt
nach Beadextraktion CP-Werte unter dem Grenzwert von 30 Zyklen aufzeigt, kann die
Nachweisbarkeit der RT-LAMP durch die Beadextraktion bestatigt werden. Dennoch
zeigen die Tripletts untereinander groRe Schwankungen auf. Wenn verdiinnt wurde, sind
die CP-Werte von Proben nach Wasserextraktion geringer als die nach Beadextraktion, mit
Ausnahme von Probe 2. Demnach stellt sich die Frage, ob die RNA zu wenig stabilisiert
wurde und mit einer RNA-Extraktion stabilere Ergebnisse erzielt werden kénnten. Dies

wurde im Folgenden untersucht.

4.1.3.3 RNA-Extraktion

Um der Frage nachzugehen, ob die unzureichend stabile Nachweisbarkeit nach einer
Wasserextraktion bei der RT-LAMP durch eine RNA-Extrakion (R) nach Gambino
behoben werden kann, wurden die drei Holzproben 1, 2 und 5 nochmals extrahiert. Sowohl
wie bisher mittels einfacher Extraktion in Wasser (W) und parallel mittels Gambino-RNA-
Extraktion (R). Es wurden erneut drei unterschiedliche Verdiinnungsstufen eingesetzt, um
die optimale Stufe zu ermitteln. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Erneut
sind die Kontrollen, die keine Auffalligkeiten zeigen, lediglich im Anhang (8.3.2)
aufgefiihrt.

Tabelle 8: Virusdetektion mittels RT-LAMP aus Wasserextrakten (W) oder nach RNA-Extraktion

nach Gambino (R), dargestellt als CP-Werte. Proben: Holzproben 1, 2 und 5 (unverdinnt, 1:10,
1:20) mit n=3 (Messung: im Lightcycler; x = kein CP-Wert ermittelt)

Probe | Verdiinnungsstufe CP-Werte nach CP-Wgrte nach RNA-
Wasserextraktion (W) Extraktion Gambino (R)
unverdinnt 14,69 17,23 18,81 6,75 7,22 7,80
1 1:10 11,18 13,71 19,64 9,52 10,23 11,59
1:20 9,23 14,45 14,60 8,28 8,89 12,81
unverdiinnt 30,68 41,38 42,57 7,86 7,96 10,33
2 1:10 30,74 41,13 X 10,74 10,81 14,16
1:20 44,24 X X 11,87 14,05 14,71
unverdinnt 16,77 17,66 24,78 15,53 15,73 17,37
5 1:10 23,41 34,69 39,47 15,12 15,50 17,57
1:20 20,59 42,08 46,60 13,76 16,02 17,47

Deutlich erkennbar bei Betrachtung von Tabelle 8 ist eine friihere Virus-Detektion nach
RNA-Extraktion im Vergleich zur Extraktion in Wasser. Bei der starken Probe W1 kann
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unabhéngig der Verdinnungsstufe bei allen Varianten ein CP-Wert zwischen 9,23 und
19,64 Zyklen gemessen werden. Die CP-Werte von R1 liegen dagegen niedriger und zwar
zwischen 6,75 und 12,81 Zyklen. Bei Betrachtung der schwachen Probe 2 féllt auf, dass
bei Wasserextraktion die Detektion nicht moglich war. Ab einer Verdiinnung von 1:10 liel
zudem die Reproduzierbarkeit der Replikate zunehmend nach. Dahingegen liegen die CP-
Werte bei allen Stufen von R2 bei maximal 15 Zyklen. Die Werte liegen dabei dicht
zusammen. Alle Replikate der schwachen Probe W5 unverdunnt, zwei von der 1:10-
Variante und eins der 1:20-Variante zeigen einen CP unter 30. Der Rest liegt dartber. Alle
Replikate von R5 konnen einen CP-Wert unter dem Grenzwert von 30 Zyklen aufweisen,

die Messwerte liegen zwischen 13,76 und 17,57 Zyklen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Proben nach einer RNA-Extraktion bei allen
drei Proben fruher als die der einfachen Wasserextraktion detektiert werden konnten. Alle
Proben, auch Probe 2, die zuvor Schwierigkeiten bei der Detektion zeigte, konnten mithilfe
der RNA-Extraktion problemlos in allen Replikaten als positiv bestimmt werden und
zeigen keine grof3en Streuungen der CP-Werte auf. Die RNA-Extraktion fiihrte wie bereits
erwéhnt zu einem deutlich friiheren Nachweis und bei starkerer Verdinnung der Probe gab
es zunachst nur eine geringfligige Verschiebung des CP-Wertes. Bei Proben nach
Wasserextraktion ist ein solcher Trend nicht festzumachen. Daher sind die niedrigsten CP-
Werte (und damit auch besten Ergebnisse) bei den unverdiinnten Varianten nach RNA-
Extraktion vorzufinden. Eine zuverléassige Detektion von GLRaV-1 war mittels RT-LAMP

aus Extrakten nach Gambino deutlich zuverlassiger maglich.
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4.2 Vergleich von frischen und eingefrorenen Proben

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch ein Vergleich von frischem und eingefrorenem
Material gefahren, um die Lagerféhigkeit der Proben zu ermitteln. Dazu wurde Holz- und
Blattmaterial von drei GLRaV-1 positiven Proben von Topfreben (Probe 3, 4 und 6)
genommen und nach einfacher Extraktion in Wasser (4.2.1) und RNA-Extraktion (4.2.2)
gemessen. Aufgrund der Vortests wurden die mit einfacher Wasserextraktion hergestellten
Proben 1:10 verdinnt, die mit RNA-Extraktion dagegen unverdiinnt aufbereitet. Das
Probenmaterial wurde frisch (= frisch) und nachdem es etwa ein halbes Jahr bei -20 °C
gelagert wurde (= eingefroren) gemessen. Zusatzlich wurde auch der Extrakt der frischen
Probe eingefroren und nach einem halben Jahr gemessen (= eingefrorener Extrakt). Die
Ergebnisse werden miteinander verglichen, um herauszufinden, welches Material sich am

besten flr eine zuverlassige Detektion von GLRaV-1 mittels RT-LAMP eignet.

4.2.1 Vergleich frischer und eingefrorener Proben nach einfacher

Wasserextraktion

Zunéchst wird der Vergleich der frischen und eingefrorenen Holz- und Blattproben anhand
einer Aufbereitung durch die Wasserextraktion und der starken Probe 3 gezeigt. Diese
Probe konnte beim Vergleich der Verdinnungsstufen bereits erfolgreich nach
Wasserextraktion detektiert werden (Abb. 11). W3 wurde hier in zweifacher biologischer
sowie zweifacher technischer Wiederholung gemessen, um erneut die Testsicherheit zu
uberprifen. In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Varianten (frisch, eingefroren und
eingefrorener Extrakt) als CP-Werte aufgefihrt. Die Kontrollen waren unaufféllig und sind
deshalb nur im Anhang (8.3.3) aufgefihrt.
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Tabelle 9: Vergleich von frischen und eingefrorenen Blatt- und Holzproben. Probe: W3 (W =
Wasserextraktion) als frische, eingefrorene Probe und eingefrorener Extrakt, gemessen als CP-Wert
in Zyklen. Je Variante: zwei biologische und zwei technische Wiederholungen (n=3; 1:10
verdunnt; Messung im Lightcycler; x = kein CP-Wert gemessen)

Material Biologische Technische CP-Werte der CP-Werte der
Wiederholung | Wiederholung Holzproben Blattproben
a 14,60 | 15,13 | 15,96 | 19,68 | 20,17 | 49,55
A
b 13,85 1 13,88 | 15,40 | 18,91 | 20,77 | 25,68
frisch
a 12,89 | 13,29 | 15,76 | 16,84 | 21,09 | 21,86
B
b 14,79 | 17,98 | 24,05 | 14,62 | 20,00 | 35,71
A a 10,37 | 14,56 | 16,85 | X X X
b 13,34 113,36 | 15,25 | X X X
eingefroren
5 a 12,19 116,38 x ]29,80| x X
b 17,21 | 17,821 26,49 | 45,21 |1 46,52 | X
A a 14,75 1 15,36 | 15,52 | 10,56 | 12,19 | 13,13
eingefrorener b 13,50 | 16,45 | 17,15 | 11,50 | 14,56 | 15,40
Extrakt 5 a 13,13 | 13,61 | 14,78 | 9,76 | 10,20 | 10,56
b 9,07 | 13,23 | 13,48 | 12,19 | 13,23 | 13,56

Bei Betrachtung der Ergebnisse von Probe W3 zeigen sich sowohl Unterschiede
hinsichtlich des Materials als auch zwischen Holz- und Blattproben (Tab. 9). Wahrend die
frische Holzprobe in allen Replikaten der Wiederholungen einen CP-Wert unter dem
Grenzwert von 30 Zyklen aufzeigt, liegen bei den Blattproben zwei der zwolf Replikate
dartiber. Dieser Unterschied, dass Holzproben geringere CP-Werte aufzeigen als die
Blattproben, ist bei der eingefrorenen Variante noch deutlicher: im Holz konnte GLRaV-1
bis auf eine Ausnahme in allen Replikaten detektiert werden, im Blatt dagegen lediglich
einmal. Wurde der eingefrorene Extrakt gemessen, war eine Detektion sowohl von Holz-
als auch als Blattextrakt mdglich. Die niedrigsten CP-Werte und damit auch die beste
Detektion konnten bei W3 erzielt werden, wenn Holzproben frisch oder als eingefrorener
Extrakt detektiert wurden. Dartber hinaus ist zu erwdhnen, dass an den
Amplifikationskurven der eingefrorenen Blattproben (hier nicht gezeigt) auffallig ist, dass

diese in einer Art ,,Zickzack“-Muster verlaufen, also die Werte streuen.

Um zu uberprufen, ob die Unterschiede auch bei anderen Proben bestétigt werden kénnen,

wurden zwei weitere Proben (4 und 6) ebenfalls in den drei Varianten (frisch, eingefroren
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und eingefrorener Extrakt) aufbereitet. Bei Probe 4 wurde beim Vergleich verschiedener
Extraktionsmethoden das Virus bereits erfolgreich nachgewiesen (Abb. 12). Probe 6 wurde
bisher noch nicht verwendet. Der Aufbau des Versuchs ist gleich, nur wurden hier keine
Wiederholungen durchgefiihrt. Die CP-Werte der entsprechenden Holz- und Blattproben
sind in Tabelle 10 gezeigt. Da die Kontrollen ohne Auffélligkeiten waren, sind diese nur
im Anhang aufgefuhrt (siehe 8.3.4).

Tabelle 10: Vergleich von frischen und eingefrorenen Blatt- und Holzproben, gemessen als CP-

Wert in Zyklen. Proben: W4 und W6 (W = Wasserextraktion) als frische, eingefrorene Probe und
eingefrorener Extrakt (n=3; 1:10 verdiinnt; Messung im Lightcycler; x = kein CP-Wert)

Probe Materia “Holzproben Blattproben
frisch 25,46 | 43,80 X 23,34 | 23,89 | 25,80
W4 eingefroren 55,00 X X X X X
eingefrorener Extrakt 2598 | 35,45 | 36,11 X X X
frisch 16,33 | 27,03 | 27,64 | 11,05 | 11,53 | 12,19
W6 eingefroren 25,15 | 37,80 | 38,03 X X X
eingefrorener Extrakt 17,19 | 25,80 | 25,89 | 10,32 | 10,60 | 11,54

Auch hier zeigen sich Unterschiede zwischen den Varianten (Tab. 10). GLRaV-1 konnte
bei W4 lediglich in der frischen Blattprobe sicher detektiert werden, bei den beiden
eingefrorenen Varianten wurden keine CP-Werte gemessen. Bei den Holzproben liegen die
CP-Werte lediglich bei einem frischen Replikat und einem der Variante ,,eingefrorener
Extrakt“ unter dem Grenzwert von 30 Zyklen. Bei W6 dagegen weisen nur die
eingefrorenen Holz- und Blattproben keine oder CP-Werte Uber dem Grenzwert auf.
Frisches Holz- und Blattmaterial sowie der eingefrorene Extrakt davon konnten sicher
detektiert werden.

Zusammenfassend lasst sich Uber die Messung der verschiedenen, mittels einfacher
Wasserextraktion aufbereiteten Varianten sagen, dass mit frischen Proben, sowohl bei
Holz- als auch bei Blattproben, eine zuverlassige Detektion von GLRaV-1 mdoglich war.
Lediglich Probe W4 als Holzprobe zeigte Detektionsprobleme. Die Variante, bei der der
Probenextrakt eingefroren wurde, zeigte bei W3 (Holz und Blatt) und W6 (Holz) einen

positiven Nachweis und ist demnach die zweitbeste Variante. Die meisten negativen
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Ergebnisse konnten beim eingefroren Blatt- und Holzmaterial gemessen werden. Mit
dieser Variante konnte GLRaV-1 lediglich bei W3 als Holz nachgewiesen werden.

Generell konnten in Holzproben mehr positive Ergebnisse erzielt werden.

4.2.2 Vergleich frischer und eingefrorener Proben nach RNA-Extraktion

Um zu Uberprifen, ob es Unterschiede hinsichtlich der Extraktionsmethode bei den
verwendeten Varianten gibt, wurde der gleiche Versuch mit einer RNA-Extraktion bei den
Proben 3, 4 und 6 gefahren. Die drei Varianten (frisch, eingefrorener Extrakt und
eingefrorenes Probenmaterial) wurden als Holz- und Blattproben sowie nach der
Extraktion unverdinnt gemessen. Es wurde im Gegensatz zu 4.2.1 keine technische
Wiederholung, sondern nur zwei biologische Wiederholungen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse als CP-Werte sind in Tabelle 11 abgebildet. Die Kontrollen werden aufgrund
der Tatsache, dass keine Auffalligkeiten vorhanden sind, nur im Anhang (8.3.5) gezeigt.

Tabelle 11: Vergleich von frischen und eingefrorenen Blatt- und Holzproben. Probe: R3 (R =
RNA-Extraktion) als frische, eingefrorene Probe und eingefrorener Extrakt, zweifache biologische
Wiederholung (n=3; nicht verdinnt; Messung im Lightcycler)

Material Biologische CP-Werte der CP-Werte der
Wiederholung Holzproben Blattproben
friseh A 6,36 8,32 8,34 | 15,07 | 16,62 | 16,89
risc
B 5,00 6,00 7,13 | 17,02 | 19,56 | 23,41
A 6,45 9,91 16,15 | 500 | 753 | 7,72
eingefroren

B 6,69 9,65 | 10,69 | 6,97 | 7,18 | 8,68

eingefrorener A 8,14 8,67 9,05 6,00 | 6,00 | 6,00
Extrakt B 919 | 922 | 1095 | 729 | 804 | 866

Unabhéangig davon, welche Variante der Holz- und Blattproben getestet wurde, war eine
sehr gute, reproduzierbare Detektion von GLRaV-1 mdoglich (Tab. 11). Die Werte liegen
alle in einem &hnlichen Bereich zwischen 5 und 11 Zyklen. Interessanterweise wurde die
frische Blattprobe im Vergleich zu den eingefrorenen Varianten etwas spater detektiert.
Gegenliber der einfachen Wasserextraktion (Tab. 9) sind die CP-Werte nach RNA-
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Extraktion damit Uber alle Varianten geringer und konnten dadurch friiher detektiert

werden.

Um auch bei den RNA-extrahierten Proben sicherzustellen, dass die Ergebnisse nicht

probenabhéngig sind, wurden auch Probe 4 und 6 in den drei Varianten in der RT-LAMP

gemessen. Die Ergebnisse als CP-Werte sind in Tabelle 12 dargestellt. Die Kontrollen

waren hier ebenfalls unauffallig und werden im Anhang aufgefiihrt (Anhang 8.3.6).

Tabelle 12: Vergleich von frischen und eingefrorenen Blatt- und Holzproben. Proben: R4 und R6

(R = RNA-Extraktion) als frische, eingefrorene Probe und eingefrorener Extrakt (n=3; nicht

verdlnnt; Messung im Lightcycler)

CP-Werte der

CP-Werte der

SRl M Holzproben Blattproben
frisch 5,00 5,00 500 | 10,38 | 10,50 | 17,21
R4 eingefroren 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
eingefrorener Extrakt 5,00 5,00 5,23 5,51 5,67 6,83
frisch 6,21 6,45 6,55 14,93 | 15,29 | 15,36
R6 eingefroren 6,90 7,10 7,48 8,41 9,51 9,70
eingefrorener Extrakt 6,79 7,01 7,23 6,09 6,78 7,21

Auch bei den Proben R4 und R6 war eine sichere Detektion von GLRaV-1 in allen

Varianten der Holz- und Blattmaterials moglich (Tab. 12). Die hdchsten CP-Werte wurden

auch hier bei der frischen Blattprobe gemessen, alle anderen liegen zwischen 5 und

10 Zyklen. Zusammenfassend konnte eine sichere Detektion von RNA-extrahierten

Proben, unabhédngig davon ob frische, eingefrorene oder der eingefrorene Extrakt der Holz-

oder Blattproben verwendet wurden, erreicht werden, anders als bei der Wasserextraktion.

Da bei 4.2.1 keine problemlose, zuverldssige Detektion in allen Varianten moglich war,

sind erneut Unterschiede zwischen den Extraktionsmethoden festzumachen.
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4.3 Validierung

Hinsichtlich der Validierung der RT-LAMP wurde die Spezifitat der GLRaV-1-LAMP-
Primer und die Empfindlichkeit der Methode im Vergleich zu DAS-ELISA und RT-PCR
untersucht. Dadurch soll bezogen auf das Ziel der Arbeit ermittelt werden, ob die
Ergebnisse und die Detektion mittels der RT-LAMP zuverléssig, spezifisch, empfindlich

und wiederholbar sind.

4.3.1 Primerspezifitat

Die im Kit der Firma Mast Diagnostica GmbH enthaltenen Primer wurden speziell fur die
Detektion von GLRaV-1 entwickelt. Zur Uberpriifung der Primerspezifitat ausschlieBlich
fir GLRaV-1 wurden Proben eingesetzt, die mit verschiedenen Viren infiziert waren. Die
gewahlten Proben wurden beim vorherigen ELISA-Test auf die folgenden Viren positiv
getestet (vgl. Tab. 2):

e Probe 2: GLRaV-1, -2, -3, GFkV, GVB
e Probe5: GLRaV-1, -2, GVB

e Probe 7: GLRaV-1

e Probe 8: GLRaV-3, GVA, GVB

e Probe 9: GLRaV-2

e Probe 10: ArMV, GFkV

e Probe 11: GFLV

Nach den ELISA-Ergebnissen waren die Proben 2 und 5 neben GLRaV-1 zusétzlich mit
weiteren Rebviren infiziert, Probe 7 trug nachweisbar nur Viren von GLRaV-1 in sich. Um
Kreuzreaktionen mit anderen Virusarten auszuschlieBen, wurden die Proben 8-11 getestet,
die mit anderen Rebviren infiziert waren. Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der RT-
LAMP-Analyse der laut ELISA unterschiedlich infizierten Proben (Holzproben, nach
RNA-Extraktion). Die Abbildung ist folgendermalien unterteilt: die obere Abbildung zeigt
die Amplifikationskurven der Proben R2, R5 und R7; die untere die von R8 bis R11 sowie
die Ergebnisse als Tabelle. Die Kontrollen sind im Anhang aufgefiihrt (8.3.7).

57



21.501

19.501

17.501

15.501

Jd
by
o

g 8

g

7.501

Fluorescence (465-510)

30
Cycles

1051 Probe Virusinfektion Er.gcb.nis
GLRaV-1,-2,-3
R2 e o +|+|+

9.951- GFkV. GVB | /\\//
RS GLRaV-1,-2.GVB | + | +| + /

R7 GLRaV-1 + |+ |+ el

7.951" RS | GLRaV-3,GVA.GVB | .| .|. //
£.951 RY GLRaV-2 S I ///
R10 ArMV, GFKV === 7
5951 - ‘ _/
GFLV ]

GLRaV-1

8.951

39514

Fluorescence (465-510)
N
&

2,951

1.9511

09514

0083| SRl \

Abbildung 13: Uberprifung der Primerspezifitait (GLRaV-1) mit Holzproben in der RT-LAMP.
Oben: R2, R5, R7. Unten: Proben R8, R9, R10, R11 (R = RNA-Extraktion) und die Ergebnisse von
GLRaV-1 als Tabelle. Kontrollen: PK (R3), NK, NTC (Messung im Lightcycler; n=3)

Die Proben R2, R5 und R7 kdénnen in allen Replikaten als positiv gewertet werden
(Abb. 13). Die Proben R8, R9, R10 und R11 dagegen sind wie erwartet in allen Replikaten
negativ. Die Darstellung ist etwas groler, da die y-Achse vom Programm nur bis zu einer
Fluoreszenz von 10,951 gezeigt wird. Demnach wirkt der Anstieg verhaltnismaRig zur
oberen Abbildung groRer. Anhand der Abbildung kann also die spezifische Detektion von

GLRaV-1 mittels des Primers der Firma Mast Diagnostica GmbH bestatigt werden.
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4.3.2 Sensitivitat

Um die Sensitivitat der RT-LAMP zur Detektion von GLRaV-1 zu bestimmen, wurden
zwei unterschiedliche Versuche durchgefuhrt. Im ersten Versuchsansatz wurde eine
GLRaV-1 positive Holzprobe mit einer unterschiedlichen Anzahl verschiedener gesunder
Holzproben gemischt (Mischprobe). In diesem Ansatz sollte ermittelt werden, bis zu
welcher Anzahl an gesunden Proben in einer Mischprobe das Virus noch mittels RT-
LAMP detektiert werden kann. Im zweiten Versuchsansatz wurde der RNA-Extrakt einer
stark positiven Probe in einer Verdunnungsreihe in gesundem Holzextrakt verdinnt, um
festzustellen, bei welcher Verdinnungsstufe die RT-LAMP GLRaV-1 noch nachgewiesen

werden kann.

4.3.2.1 Virusdetektion in Mischproben

Tabelle 13 beinhaltet die Ergebnisse der im ELISA als stark positiv fur GLRaV-1 infizierte
Holzproben R12, R13 und R14 in gesundem Holzmaterial. Fir das gesunde Material
wurde die NK verwendet (vgl. Tab. 2). Das mit GLRaV-1 infizierte Holz wurde in
unterschiedlichen Anteilen mit virusfreiem Holz vermischt (z. B. 1+14 = 1 Stiick krank in
14 gesunden Stiicken) und 0,5 g aus allen Holzstiicken zu gleichen Teilen eingewogen.
Von jeder Probe wurden zwei biologische Wiederholungen (auBRer bei den Kontrollen)
durchgefuhrt, in Triplikaten aufgetragen und im Lightcycler gemessen. Als Kontrollen
wurden eine positive, eine negative Kontrolle und eine NTC flr jede Testreihe (R13 wurde
einzeln, R14 und R15 zusammen gemessen) verwendet, die im Anhang (8.3.8) aufgefiihrt
sind. Alle PK sind im Gegensatz zu den negativen Kontrollen positiv und daher wurde auf

die Auffuhrung aller Kontroll-Replikate in Tabelle 13 verzichtet.
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Tabelle 13: Virusdetektion in Mischproben mittels RT-LAMP. Holzproben: stark virusbelastete
Proben R12, R13, R14 (R = RNA-Extraktion); gemischt in der gesunden Holzprobe (NK) zu
unterschiedlichen Anteilen (unverdiinnt, 1+2, 1+4, 1+6, 1+9, 1+14). Pro Variante: je zwei
biologische Wiederholungen. Kontrollen: PK (R6), NK, NTC (x = nicht gemessen, + = positiv, - =
negativ; Messung im Lightcycler, n=3)

5 Biologische Pooling
robe .
Wiederholung| 1 1+2 1+4 1+6 1+9 1+14
1 ++ + +++ ++ + ++ + ++ +
R12
2 +++ ++- +++ +-- +--
R13 1 +++ +++ +4++ --- ---
2 +++ ++ + +++ --- ---
R14 1 + 4+ +++
2 ++ + + - - --- --- --- ---
PK 1 ++ + X X X X X
NK 1 X X X X X
NTC 1 X X X X X

Im Versuch (Tab. 13) zeigen sich Unterschiede zwischen den Proben und in den
biologischen Wiederholungen. In der ersten Wiederholung kann Probe R12, die im ELISA
mit einem Faktor von etwa 17 stark positiv war, bis zur Variante 1+9 als positiv angesehen
werden. In der zweiten Wiederholung liegt das letzte sichere Signal bei 1+4. Probe R13
(Faktor im ELISA: ca. 11) ist in beiden Wiederholungen bis zur Variante 1+4 positiv. Drei
positive Replikate konnten bei R14, die den hochsten Faktor im ELISA hatte (ca. 24),
letztmals bei 1+2 in der ersten Wiederholung gemessen werden. In der zweiten
biologischen Wiederholung dagegen sind die Triplikate bei R14 nur bei der nicht
gemischten Probe positiv. Mischproben ermdglichen demnach nicht bei allen Proben eine

sichere Detektion.

4.3.2.2 Vergleich der Sensitivitit von DAS-ELISA, RT-LAMP und RT-PCR

Im Folgenden werden die Ergebnisse der drei Nachweismethoden DAS-ELISA, RT-
LAMP und RT-PCR fiir GLRaV-1 verglichen, um eine Aussage Uber die Sensitivitat der
RT-LAMP treffen zu kdnnen. Es wurden jeweils drei verschiedene Holzproben (R5, R6,
R15) in Holzextrakt von gesunden Proben verdinnt (bis zu einer Verdinnung von 107)

und in allen drei Nachweisverfahren detektiert.
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DAS-ELISA

Die Verdlnnungsreihe der drei Holzproben erfolgte u. a. beim DAS-ELISA. In Tabelle 14
sind die gemittelten Absorptionswerte des DAS-ELISAs aufgefiihrt. Die Proben wurden
bis zu 10 in negativer Kontrolle verdiinnt und die Extinktion bei 405 nm im Photometer
gemessen. Als Kontrollen wurde eine positive Kontrolle (PK) und eine negative Kontrolle
(NK) unverdiinnt eingesetzt. Des Weiteren ist der von der Software berechnete Wert fiir
den cut-off angegeben und liegt bei 0,252. In der Tabelle sind positive Proben mit rot und
negative in grun dargestellt.

Tabelle 14: Sensitivitdtsmessung im DAS-ELISA mittels Verdunnungsreihe (Antikorper: Bioreba).
Mittelwert der Duplikate, gemessen als OD (OD = optische Dichte). Proben: E5, E6, E15 (E =
ELISA-Test). Verdlnnung in gesundem Extrakt von NK; Kontrollen: PK (E3), NK (n=2; Messung

im Photometer; x = nicht gemessen; Cut off: gemessene Extinktion ist kleiner als das 1,75-fache
der NK und wird als negativ beurteilt)

Verdiinnungsstufen (gemessen als Extinktion bei 405 nm)
10 103 10* 10° 10
0,157 | 0,158 | 0,134 | 0,132 | 0,125

0,132 | 0,119 | 0,156 | 0,118 | 0,113

0,116 | 0,115 | 0,120 | 0,114 | 0,114
X X X X X

NK 0,149 X X X X X X
Cut-off 0,252 | 0,252 | 0,252 | 0,252 | 0,252 | 0,252 | 0,252

Probe

Es zeigt sich, dass nur zwei (E5, E6) der drei in Tabelle 14 dargestellten Proben im ELISA
als GLRaV-1 positiv detektiert werden konnten, wéhrend in der Probe E15 kein GLRaV-1
nachgewiesen werden konnte. Interessant ist, dass in der unverdiinnten Probe E5 die
Extinktion geringer war als bei E6, trotzdem aber noch bei 1:100 eine schwach positive
Reaktion gefunden wurde. Probe E6 konnte dagegen bei einer Verdinnung von 1:100
bereits negativ getestet werden. Fir den weiteren Vergleich dieser Proben in RT-LAMP
und RT-PCR standen also eine sehr stark positive Probe, eine starke sowie eine im ELISA

negative Probe zur Verfligung.
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RT-LAMP

Tabelle 15 fasst die Ergebnisse der RT-LAMP zusammen. Die Ergebnisse sind mit einem
T als positiv und mit einem ,,- als negativ gekennzeichnet. Die Kontrollen wurden nur
unverdinnt gemessen und nicht gemessene Werte sind mit einem ,,x* markiert. Die

Amplifikationskurven der Kontrollen sind im Anhang aufgefihrt (8.3.9).

Tabelle 15: Sensitivitdtsmessung in der RT-LAMP mittels Verdlinnungsreihe (Primer: Mast
Diagnostica GmbH). Proben: R5, R6, R15 (R = RNA-Extraktion).Verdiinnung in gesundem
Extrakt von NK; Kontrollen: PK (R3), NK, NTC (n=3; Messung im Lightcycler; + = positiv; - =
negativ; X = nicht gemessen)

Probe Verdiinnungsstufen

1 101 102 10 10+ 10° 10
R5 + + + + + + + + + + + + + - - --- ---
R6 + + + + + + + + + + + + + + + --- +- -
R15 + + + + - - + + - --- --- --- ---
PK +++ X X X X X X
NK --- X X X X X X
NTC --- X X X X X X

Anhand Tabelle 15 zeigt sich, dass in allen drei Proben GLRaV-1 nachweisbar war, jedoch
bis zu einer sehr unterschiedlichen Verdiinnungsstufe: R5 bis zu 102 in allen drei
Replikaten, R6 sogar bis 10**. Dagegen zeigt R15 nur unverdinnt eine positive Reaktion.
Alle drei Proben wurden zuvor im ELISA mit einem Faktor zwischen ca. 4,4 und 6,5 als
schwach positiv fur GLRaV-1 getestet (vgl. Tab. 2). Die groite Verdiinnungsstufe konnte
interessanterweise bei R6 nachgewiesen werden, die im ELISA am schwéchsten war
(Faktor: 4,446).

RT-PCR

Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse der RT-PCR, fur die gleichen Proben und
Verdunnungsstufen wie in der RT-LAMP. Die Proben wurden im Lightcycler mit
entsprechenden Primern und nach RNA-Extraktion (nach Gambino) gemessen. Neben den
Proben wurden eine positive Kontrolle, pro Probe eine Kontrolle mit dem SAND-Primer
und eine NTC eingesetzt. Die Darstellung der Ergebnisse in der Tabelle beinhaltet

folgende Werte:
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e die Uber die drei technischen Replikate gemittelten CP-Werte (also den Mittelwert)

¢ die Standardabweichung der drei CP-Werte

e die Differenz zum CP-Wert der vorherigen Verdinnungsstufe

e und den p-Wert, der gegentiber der NTC ermittelt wurde.

Tabelle 16: Sensitivitatsmessung in der RT-PCR mittels Verdinnungsreihe (Primer: eigener
Laborbestand). Proben: P5, P6, P15 (P = RT-PCR).Verdlinnung in gesundem Extrakt von NK;
Kontrollen: PK (P3), SAND, NTC (n=3; Messung im Lightcycler; + = positiv; - = negativ; X =

nicht berechnet)

Afeles el l\c/ltgt\ell\/vgig vorﬁg’fizzennélilf\r/nvert (\f)s-.vl\\ll?l'ré) STERIE
1 21,88 X 0,0002 +
10! 24,67 2,79 0,0000 +
102 28,31 3,64 0,0004 +
P5 103 30,89 2,58 0,0009 +
10+ 32,26 1,37 0,0063 +
10° 34,01 1,75 0,5672 -
10 35,38 1,37 0,0130 -
1 19,03 X 0,0000 +
101 22,46 3,43 0,0000 +
102 26,80 4,33 0,0003 +
P6 103 27,53 0,73 0,0001 +
10+ 29,15 1,62 0,0003 +
10° 30,41 1,26 0,0178 +
10° 34,78 4,37 0,1521 -
1 28,03 X 0,0064
10! 30,83 2,80 0,0037
102 34,09 3,27 0,9288 -
P15 103 34,37 0,28 0,1220 -
10* 35,03 0,66 0,0927 -
10° 34,39 0,64 0,1458 -
10° 34,54 0,15 0,0901 -
PK 1 19,67 X 0,0002 +
SAND P5 1 23,38 X 0,0002 +
SAND P6 1 21,70 X 0,0004 +
SAND +
P15 21,28 0,0001
NTC 34,07 X -
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Es zeigen sich in der RT-PCR (Tab. 16) Ergebnisse mit hoherer Sensitivitét als in der RT-
LAMP. Hier war GLRaV-1 in der Probe 5 noch bei einer Verdiinnung von 10 zuverlassig
(in allen drei Replikaten) nachweisbar. Bei R6 konnte das Virus sogar noch bis zu einer
Verdiinnung von 107° nachgewiesen werden. P15 war noch bis zu 10 nachweisbar.
Demnach ist die Sensitivitat in jeder Probe um eine Stufe hoher als bei der RT-LAMP. Die
SAND-Primer dienen nur als Kontrolle, ob die Reaktion generell funktioniert und konnte

bei allen drei Proben erfolgreich detektiert werden.

Im Vergleich der Empfindlichkeit der drei Methoden zeigt sich, dass die RT-PCR um eine
Verdlunnungsstufe sensitiver ist als die RT-LAMP. Der ELISA zeigt hinsichtlich der

Sensitivitatsmessung die schlechtesten Resultate.

64



4.4 Vergleich der Messgerate

Die zuvor ermittelten Ergebnisse wurden bis auf 4.1.3.1 (Versuch mit Pufferlésungen) alle
im Lightcycler gemessen. Es ist jedoch auch moglich die Fluoreszenz mithilfe eines
einfachen Tubescanners, wie dem ESEquant, zu ermitteln. Mit diesem Gerét konnen zwar
keine Schmelzkurven oder CP-Werte ermittelt werden, aber durch die Darstellung der
Amplifikationskurven kann ein schneller Nachweis ohne groRe Laborausstattung mithilfe
des Geréts ermdglicht werden. Um Unterschiede hinsichtlich der Empfindlichkeit und
Zuverlassigkeit der beiden Messgeréte, Lightcycler und ESEquant, herauszufinden,
wurden verschiedene Proben mit unterschiedlicher Viruslast in beiden Geréaten parallel
gemessen. Die Kontrollen zu den Versuchen im Lightcycler sind im Anhang aufgefuhrt
(8.3.10 bis 8.3.12).

4.4.1 Vergleich Lightcycler und ESEquant anhand einer starken ELISA-
Probe

Um die Sensitivitat beider Gerate vergleichen zu kénnen, wurde zunéchst die starke
ELISA-Probe 1 mittels Wasserextraktion in drei unterschiedlichen Verdinnungsstufen
aufbereitet. Der erhaltene Extrakt wurde anschliefend sowohl im Lightcycler (Abb. 14 A)
als auch im ESEquant (Abb. 14 B) gemessen. Die Proben und Kontrollen wurden als
Triplikate im Lightcycler bzw. aufgrund des geringeren Platzes in Duplikaten im ESEquant
gemessen. Die Kontrollen im Lightcycler zeigten keine Besonderheiten und sind demnach
nur in der Tabelle sowie als Graphen im Anhang (8.3.10) aufgefiihrt. Da die Schmelzkurve
keine Auffélligkeiten zeigte, wird diese ebenfalls nicht gezeigt. Zusétzlich sind die

Ergebnisse zur besseren Ubersichtlichkeit als Tabelle aufgefiihrt.
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Abbildung 14: Vergleich der Detektion von GLRaV-1 bei einer starken ELISA-Probe mittels RT-
LAMP gemessen im Lightcycler (A) bzw. ESEquant (B). Probe: Holzprobe 1, aufbereitet mittels
einfacher Wasserextraktion (W), unterschiedlich verdinnt (unverdiinnt, 1:10, 1:20). Kontrollen: PK
(W6), NK, NTC (Lightcycler: n= 3; ESEquant: n =2)

Anhand der Amplifikationskurven ist in Abbildung 14 zu erkennen, dass alle Proben
unabhéngig des Messgerdtes und der Verdlinnungsstufe nach spétestens 15 Zyklen
detektiert werden konnten. Der sigmoide Anstieg der Varianten erfolgte in beiden Geraten
eng beieinander. Auffallig ist, dass ein Replikat der NTC beim ESEquant einen Anstieg
nach etwa 40 Zyklen zeigt. Generell zeigt sich die Detektion von Probe 1 in beiden
Messgerédten zuverldssig und ohne Probleme. Dieser Versuch mit der starken ELISA-
Probe 1 wurde weder im Lightcycler noch im ESEquant aufgrund der eindeutigen
Ergebnisse wiederholt.

66



4.4.2 Vergleich Lightcycler und ESEquant anhand einer schwachen ELISA-
Probe

Zur Uberpriifung des GLRaV-1 Nachweises bei einer schwachen ELISA-Probe wurde in
diesem Fall Probe Nummer 2 eingesetzt, deren Messung im Lightcycler bereits vorgestellt
wurde (Abb. 8-10). Dort zeigte sich, dass nur wenige positive Replikate detektiert wurden.
Zur Uberprifung dieser Ergebnisse mittels ESEquant wurden die Proben ebenfalls nach
Wasserextraktion frisch aufbereitet und unverdinnt, 1:10 und 1:20 verdiinnt im Esequant
gemessen (Abb. 15). Zur Uberpriifung der Testsicherheit wurde auch hier in dreifacher
technischer Wiederholung gemessen (1, 2, 3). Die Proben bzw. Kontrollen wurden in
Duplikaten aufgetragen. Die Ergebnisse der drei technischen Wiederholungen sind jeweils
als Amplifikationskurven und als Tabelle abgebildet.
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Abbildung 15: Vergleich der Detektion von GLRaV-1 bei einer schwachen ELISA-Probe mittels
RT-LAMP im ESEquant. Probe: Holzprobe 1, aufbereitet mittels einfacher Wasserextraktion (W),
unterschiedlich verdunnt, in dreifacher technischer Wiederholung (1, 2, 3). Kontrollen: PK (W6),
NK, NTC (n =2)

68



Zusammenfassend ist festzustellen, dass gegeniiber der Messung im Lightcycler (Abb. 8-
10) mehr positive Replikate im ESEquant gemessen werden konnten (Abb. 15). Die
Variante 1:10 ist am h&ufigsten positiv und zeigt lediglich bei A in einem Replikat keinen
Anstieg. Die Variante 1:20 konnte in jeder Wiederholung nur einmal erfolgreich detektiert
werden. 4 von 6 Replikate der unverdunnten Variante sind positiv, in der ersten
Wiederholung erfolgte der Anstieg der Fluoreszenz erst nach dem Grenzwert. Auffallend
hinsichtlich der Kontrollen ist die Tatsache, dass bei der dritten Wiederholung des
Versuchs (3) zu erkennen ist, dass bei einem Replikat der NTC und einer negativen
Kontrolle ein Anstieg der Fluoreszenz nach etwa 45 Zyklen zu verzeichnen ist. Es
bestatigen sich auch hier die bisherigen Ergebnisse einer nicht ganz zuverl&ssigen
Nachweisbarkeit von GLRaV-1.

4.4.3 Empfindlichkeit der Messgerate

Um die Empfindlichkeit der beiden ,, Thermocycler* in Bezug auf die Detektion der Probe
zu ermitteln, wurde Probe 1, die sowohl im ELISA als auch in der RT-LAMP eindeutig
positiv detektiert werden konnte, in beiden Geraten gemessen. Dazu wurde die Probe in
verschiedenen Verdinnungsstufen gemessen. Die Aufbereitung der Probe R1 erfolgte
mittels RNA-Extraktion. Die Probe wurde dann in den Verdinnungsstufen (1:100, 1:500,
1:1.000, 1:2.000, 1:4.000, 1:8.000) in den beiden Cyclern amplifiziert. In Abbildung 16
sind die Ergebnisse im Lightcycler dargestellt, der besseren Ubersichtlichkeit wegen in
zwei Abbildungen geteilt (I: Verdunnungen 1:100 bis 1:1.000; I1: 1:2.000 bis 1:8.000). Die
Amplifikationskurven der Kontrollen sind aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit nur im
Anhang (8.3.11) aufgefihrt.

Wegen der Tatsache, dass im ESEquant zeitgleich nur zwolf Proben gemessen werden
kdnnen, wurden die Proben als Duplikate aufgetragen und der Versuch in zwei Teile
gegliedert (Abb. 17). Zuerst wurden neben den tblichen Kontrollen die Verdinnungsstufen
1:100 bis 1:1.000 gemessen (1), anschlieRend die Varianten 1:2.000, 1:4.000 und 1:8.000
(11). Links sind die jeweiligen Amplifikationskurven und rechts daneben die Ergebnisse als

Tabelle zur besseren Ubersicht dargestellt.
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Abbildung 16: Sensitivitatsvergleich der Thermocycler bis 1:8000: Amplifikation der RT-LAMP
im Lightcycler. Probe: R1 (R = RNA-Extraktion), unterschiedliche Verdinnung (n=3). I: 1:100 bis

1:1.000. I1: 1:2.000 bis 1:8.000 und Kontrollen (PK = R6, NK, NTC)
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Abbildung 17: Sensitivitatsvergleich der Thermocycler bis 1:8000: Amplifikation der RT-LAMP
im ESEquant. Probe: R1 (R = RNA-Extraktion), unterschiedliche Verdiinnung (n=3). I: 1:100 bis
1:1.000. I1: 1:2.000 bis 1:8.000 und Kontrollen (PK = R6, NK, NTC)

Im Lightcycler waren bis zu einer Verdinnung von 1:2.000 alle Replikate positiv
(Abb. 16). Bei der Variante 1:4.000 war lediglich ein Replikat positiv. Im Vergleich zum
Lightcycler war im ESEquant (Abb. 17) auch nach einer Verdinnung von 1:8000 noch
eine Detektion von GLRaV-1 mittels LAMP mdglich. Es ist dariiber hinaus noch zu
erwéhnen, dass die negativen Kontrollen im Lightcycler zwar einen Anstieg der

Fluoreszenz zeigten, aber erst nach 30 Zyklen (nicht dargestellt).

Der Test wurde mit starkeren Verdunnungsstufen wiederholt und wieder in beiden Geréten
die Amplifikation durchgefihrt. Da im Lightcycler bereits bei einer Verdinnung von
1:4.000 keine sichere Amplifikation mehr stattfand, wurden die Proben fiir den Lightcycler
nur bis 1:16.000 verdinnt (Abb. 18). Die Kontrollen sind im Anhang aufgefiihrt (8.3.12)
Um die Grenze des Thermocyclers ESEquant fiir diese Probe zu ermitteln, wurde die Probe
nochmal starker verdinnt: von 1:4.000 bis 1:128.000 (Abb. 19). Erneut wurde dieser

Versuch aufgrund des geringeren Platzes im Messgeréat aufgeteilt (1, 11).
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Abbildung 18: Sensitivitatsvergleich der Thermocycler: Amplifikation der RT-LAMP im
Lightcycler bis 1:16.000. Probe: R1 (R = RNA-Extraktion), unterschiedliche Verdinnung (1:2.000
bis 1:16.000; n = 3). Kontrollen: PK (R6), NK, NTC
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Abbildung 19: Sensitivitatsvergleich der Thermocycler: Amplifikation der RT-LAMP im
ESEquant bis 1:128.000. Probe: R1 (R = RNA-Extraktion), unterschiedliche Verdinnung (I:
1:4.000 bis 1:16.000; I1: 1:32.000 bis 1:128.000; n = 3). Kontrollen: PK (R6), NK, NTC

Bei Betrachtung der Ergebnisse des Lightcyclers (Abb. 18) féllt auf, dass bei dieser
Wiederholung, anders als im ersten Vergleich, auch die Replikate mit einer Verdinnung

von 1:4.000 noch zuverl&ssig detektiert werden konnten. Bei 1:8000 ist nur noch eins von
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drei Replikaten positiv und bei allen weiteren Verdiinnungsstufen konnte kein Virus mehr
detektiert werden. Vergleicht man die Ergebnisse des ESEquant (Abb. 19), so war hier eine
sichere Detektion noch bei einer Verdinnung von 1:8000 maoglich. Bis auf ein Replikat
von 1:16.000 war bei den héheren Verdinnungsstufen keine Detektion vor dem Grenzwert
mehr maoglich. Zudem ist bei Il aufféllig, dass die NK einen Anstieg nach etwa 35 Zyklen

zeigt.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Virusinfektion mit GLRaV-1 an Topfreben
erfolgreich durch die Verwendung einer RT-LAMP detektiert werden kann. Das
Ausgangsprotokoll konnte durch eine RNA-Extraktion optimiert werden und eine
zuverlassigere sowie gegenuber der RT-PCR und dem ELISA schnellere Methode etabliert
werden. Jedoch konnten neben den Mdoglichkeiten dieser Detektionsmethode auch deren

Grenzen aufgezeigt werden.

5.1 RT-LAMP-Protokoll zur Detektion von GLRaV-1

Das urspringliche Protokoll, das dem ,,Mast Isoplex Kit*“ beiliegt, sicht eine einfache
Extraktion in Wasser und eine Verdinnung des aufbereiteten Probenextrakts im Verhaltnis
von 1:10 in Wasser vor. Als Proben wurde Holz viruskranker Topfreben verwendet, das
zuvor bei den jahrlichen Routineuntersuchungen des Instituts fir Rebenzichtung mittels
ELISA-Test positiv auf GLRaV-1 getestet worden war. Flr die ersten Analysen zum
Einsatz der Extraktion in Wasser (Abb. 5-7) wurden zwei Proben eingesetzt: Dabei wurde
fir Probe 1 im Testjahr 2019/20 ein Faktor von 11,952 und fur Probe 2 ein Faktor von
3,000 gegeniiber der NK gemessen (vgl. Tab. 2).

Beim ELISA wird die Reaktionsrate der Enzymaktivitét, die fur die Farbung des Substrates
verantwortlich ist, als optische Dichte gemessen. Hohe Enzymkonzentrationen bedeuten
viele Sekundéarantikdrper mit entsprechend einer hoheren Konzentration an gebundenem
Enzym und damit einer stirkeren Substratumsetzung. Das Ergebnis sind hdohere
Extinktionswerte, die gemessen werden, und damit auch hohe Viruskonzentrationen
(Blouin et al., 2017). Die Auswertesoftware des Instituts setzt einen ,,cut off“ bei OD-
Werten, die um den Faktor 1,75 tber den Werten der Negativkontrolle liegen. Die OD-
Werte werden mit der Negativkontrolle ins Verhéltnis gesetzt, was einen bestimmten
Faktor ergibt, und hohe Faktoren bedeuten auch hohe OD-Werte. Aus diesen Griinden
kann Probe 1 aufgrund des Faktors als ,,starke ELISA-Probe* und Probe 2 als ,,schwache
ELISA-Probe* angesehen werden. Generell ist aber zu erwédhnen, dass der ELISA lediglich
eine quantitative Aussage Uber das VVorhandensein eines Virus gibt (Zherdev et al., 2018).
Auch die Ergebnisse der RT-LAMP sind nur quantitativer Art und es kann nicht auf die
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Hohe des Virustiters geschlossen werden (Frotscher et al., 2021). Daher kénnen qualitative
Aussagen wie ,,stark und ,,schwach® nicht eindeutig gemacht werden, es kann lediglich

von einer Tendenz gesprochen werden.

Hinsichtlich der Gegenuberstellung der Ergebnisse von ELISA und RT-LAMP ist ferner
darauf hinzuweisen, dass diese Methoden unterschiedliche Sachverhalte messen. Wéhrend
der ELISA die Hullproteine der Viren detektiert (Blouin et al., 2017), wird bei der RT-
PCR die Menge an vervielféltigter Virus-DNA ermittelt (Notomi et al., 2000). Daher
basiert die eine Methode auf der vorhandenen Menge an Virusproteinen und die andere auf
der Anzahl an Virusnukleinsauren. Da der ELISA-Test somit die Hillproteine und nicht
die Nukleinsduren nachweist, die anhand der Virus-RNA erstellt werden, sind die
Ergebnisse beider Tests nicht direkt vergleichbar. Lediglich die Aussage, dass Viren

vorhanden sind, kénnen getroffen werden.

Probe W1 konnte in allen Replikaten und technischen Wiederholungen der ersten
Versuche zur RT-LAMP, die nach Wasserextraktion aufbereitet und im Lightcycler
gemessen wurden (Abb. 5-7), als positiv fir GLRaV-1 detektiert werden. Hier konnte das
angewandte Protokoll zuverlassige, wiederholbare Ergebnisse liefern. Die schwache
ELISA-Probe W2 konnte dagegen nur in 4 von 9 technischen Replikaten als GLRaV-1-
krank ermittelt werden. Haufig ist zwar ein Anstieg der Fluoreszenzkurven zu erkennen,
der auch sigmoid ist. Jedoch wurde dieser in den meisten Fallen erst nach dem Grenzwert
von 30 Zyklen detektiert. 30 Zyklen wurden nach Vorversuchen als Grenzwert fur die
Beurteilung der Ergebnisse festgelegt, da nach dieser Zyklenzahl gehduft unspezifische
Reaktionen entstanden sind (nicht dargestellt). Dass dieser Anstieg der schwachen Probe
W?2 spéter erfolgt als der von W1, kann zum einen mit der niedrigeren Konzentration des
Erregers begriindet werden. Ist weniger Virus-RNA, also Templatemenge vorhanden, ist
die Wahrscheinlichkeit, dass die zugegebenen Primer die entsprechende Virussequenz
schnell erkennen und die Amplifikation auslésen kdnnen geringer als bei Proben, die viel
Virusmaterial bzw. einen hohen Titer enthalten (Gonzalez-Gonzélez et al., 2021; Meng et
al., 2017). Es dauert zu lange bis spezifisch amplifiziert werden kann, sodass offensichtlich
die Nachweissicherheit bei zu geringer Konzentration an Virus-Nukleinsauren in der Probe

nicht mehr sicher maoglich ist.
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Das Problem, dass nur starker mit dem Virus infizierte Proben eindeutig positiv detektiert
werden konnten, kénnte andererseits auch auf eine geringere Empfindlichkeit der LAMP
hindeuten, worauf in Abschnitt 5.3 eingegangen wird. Ein weiteres Problem stellt die
ungleichmaRige Verteilung der Viren innerhalb der Pflanze (Chooi et al., 2016) und tber
die Saison (Constable et al., 2012) dar, die zu Fluktuationen des Virustiters flhrt. Als
Grund fur die ungleichmaRige Verteilung wird die ineffiziente Verlagerung und
Reproduktion der Viren im Phloem vermutet (Monis & Bestwick, 1996).

Um eine zuverldssige Detektion zu ermoglichen, muss daher auf eine optimale
Probennahme (Zeitpunkt und Material) geachtet werden. Die hdchsten Titer fir GLRaV-1
kdnnen im ausgereiften Holz nach dem Blattfall (Oktober bis Februar) sowie in &lteren
Blattstielen nachgewiesen werden (Osman et al., 2018). Die beste Zeit fir Blatter ist fur
GLRaV-1 im Spatsommer/Herbst (Bioreba, 2018; Osman et al., 2018). In diesem Versuch
wurde zum optimalen Zeitpunkt im Winter die Probennahme durchgefiihrt. Dennoch kann
es vorkommen, dass einzelne Proben(teile) einen zu geringen Titer enthalten und deshalb
nicht detektiert werden. Dies kann beispielsweise an der Jahreswitterung oder der Vitalitat
der Pflanzen liegen (Chooi et al., 2016; Constable et al., 2012).

Da die Probennahme des ELISAs im gleichen Zeitraum und vom gleichen Material (Holz)
erfolgte und trotz des geringeren Titers das Virus dennoch eindeutig nachweisen konnte,
muss der Grund an anderer Stelle begriindet liegen. Es kann die Verdinnung des
Probenextrakts als mogliche Ursache fir eine spatere Detektion genannt werden. Um
auszuschliel3en, dass durch die Wasserzugabe zum Probenextrakt die Virus-RNA so stark
verdunnt wurde, dass der Titer zu gering war, wurde anhand von zwei Proben (Abb. 8 bis
11) die optimale Verdiinnungsstufe ermittelt. Nach Vortests (nicht dargestellt) zeigten die
drei Verdiinnungsstufen ,,unverdiinnt®, ,,1:10* und ,,1:20* die zuverldssigste Detektion von
GLRaV-1. Bei starkerer Verdinnung (ab 1:40) kann die sigmoide Amplifikation der
Fluoreszenz erst spat oder gar nicht detektiert werden. Auch hier ist nochmals zu
erwahnen, dass sich diese Angabe der Verdiunnung nur auf den Zeitraum nach der
Probenextraktion bezieht. Das Template muss selbstverstandlich vorher aus dem
Probenmaterial entnommen und in eine LOsung uberfuhrt werden. Daher ist die

Bezeichnung ,,unverdiinnt* nicht ganz zutreffend. Bei diesem Schritt wurde ebenfalls in
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Vortests mit unterschiedlichen Verdinnungsstufen und Extraktionspuffern gearbeitet, die

keine Verbesserung gegenuber dem Ausgangsprotokoll zeigten.

Anhand der Ergebnisse des Vergleichs unterschiedlicher Verdinnungsstufen (Abb. 8-11)
konnte keine eindeutig beste Verdunnungsstufe ermittelt werden. W2 konnte unverdunnt
nur in 1 von 9 Replikaten als positiv detektiert werden. Die 1:10-Variante von W2 konnte
dagegen genauso wie ,,1:20“ zweimal (von 9 Replikaten) erfolgreich positiv nachgewiesen
werden (Abb. 8-10). Bei W3 (Abb. 11) zeigte sich die 1:10-Variante als die beste und war
als einzige in allen drei Replikaten positiv. Bei der ersten Wiederholung zur Messung der
schwachen Probe W2 (Abb. 8) und bei der Messung der ebenfalls schwachen Probe W3
(Abb. 11) ist der Anstieg der Fluoreszenz der unverdinnten Probe linear und nicht
exponentiell. Demnach ist auch die Amplifikation der DNA-Stucke nicht exponentieller
Natur und es kann keine Aussage getroffen werden, ob die Detektion virusspezifisch ist.
Eine mdgliche Ursache konnten inhibierende Substanzen im Extrakt sein. Im
Pflanzengewebe der Reben sind hohe Gehalte an Polysacchariden, Phenolen und anderen
sekundéren Pflanzenstoffen enthalten, die die Reaktion PCR-basierter Methoden stdren
konnten. Phenole kdnnen Proteine und Nukleinsduren binden sowie Komplexe ausbilden,
Polysaccharide konnen die RNA ausfédllen. Dies hat zur Folge, dass der Extrakt
kontaminiert ist und die eigentliche Reaktion stort (Salzman et al., 1999). Um zu ermitteln,
ob solche Substanzen die LAMP-Reaktion bei den Wasserextrakten storen, wurde die
Detektion von Proben, die nach Wasserextraktion und RNA-Extraktion aufbereitet wurden,

miteinander verglichen (s. Seite 79 f.).

Der ELISA wird wegen der verschiedenen Puffer von solchen inhibitorischen Stoffen, die
die Empfindlichkeit verringern, weniger beeinflusst (Zherdev et al., 2018). Dies erklért,
warum die Detektion mittels ELISA moglich war und bei der RT-LAMP Schwierigkeiten
zeigte. Durch eine Verdinnung kann dieses Problem zwar nicht geldst, aber verbessert
werden und ist demnach einer nicht verdinnten Probe bei einer einfachen Extraktion in
Wasser vorzuziehen. Die Verdunnung konnte die Wirkung inhibitorischer Stoffe
reduzieren und so den geregelten Ablauf der Amplifikation mittels RT-LAMP mdglich

machen.
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Aufgrund der insgesamt leicht besseren Ergebnisse und den Resultaten aus den
Vorversuchen, wurde mit einer 1:10-Verdunnung bei der Wasserextraktion weiter
verfahren. Die generelle Empfehlung von Mast, die Proben 1:10 zu verdiinnen, kann
aufgrund der reproduzierbaren Ergebnisse nur bei starken Proben empfohlen werden.
Denkbar wére bei einer solchen starken Probe (wie bei Probe 1), dass die Affinitat der
Primersysteme aufgrund der hoheren Konzentration an spezifischen Nukleinsduren schnell
zum Start der Amplifikation fihrt, die dann nicht mehr unterbrochen wird. Dieser
Sachverhalt konnte beispielsweise bei einer LAMP mit anderen Viren beobachtet werden

(Gonzalez-Gonzalez et al., 2021).

Um die Probleme der inhibitorischen Stoffe bei der Detektion zu I6sen, wurde an der
Optimierung der Probenextraktion gearbeitet. Pufferlosungen wie PVP oder Tris kénnen
laut Literatur inhibitorische Substanzen binden bzw. unschédlich machen und so die bereits
aufgefiihrten Probleme durch inhibitorische Stoffe verringern. Also den gleichen Effekt der
Puffer wie beim ELISA erzielen. PVP kann phenolische Komponenten abbinden
(Gambino et al., 2008). Tris ist wie andere Puffer in der Lage das Milieu bei einem
konstanten pH-Wert zu halten und so gleichbleibende, optimale Bedingungen zu schaffen
(Tan, 2018). Die Verwendung der Pufferlésungen Tris und PVP zeigte gegentber der
einfachen Extraktion in Wasser keine Verbesserung der Detektion bei Probe W4 (Abb. 12).
Mit Ausnahme der Variante ,,PVP 3 % konnten alle Varianten nach etwa 20 Zyklen
positiv detektiert werden. Wirde es durch die Hinzunahme der Pufferlésungen zu einer
Verbesserung der Detektionsleistung kommen, missten diese Replikate einen friiheren
Anstieg der Amplifikation zeigen. Auch in anderen Versuchen an der Hochschule
Geisenheim (unveroffentlicht) zeigte sich keine Verbesserung durch die Verwendung

solcher Pufferlésungen anstelle von Wasser.

Da die Verwendung von PVP und Tris keine Verbesserung hinsichtlich der Detektion
erzielten, wurde eine weitere Methode zur Optimierung der Probenextraktion angewandt.
Um die Virus-RNA aufzureinigen, wurde eine Extraktionsmethode mittels magnetischer
Beads durchgefuhrt und mit den Ergebnissen der einfachen Extraktion in Wasser
verglichen (Tabelle 7). Mithilfe der magnetischen Kugeln kann die Ziel-RNA (also die
Virus-RNA) von den restlichen Nukleinsduren und anderen stérenden Komponenten

separiert werden. Durch die Aufreinigung kénnen daher stdrende Substanzen entfernt und
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die Detektion optimiert werden. Zusétzlich kommt es auch zu einer Aufkonzentrierung des
Templates, also der Virus-RNA (Little & Rezaian, 2006).

Der Vergleich von Beadextraktion und Wasserextraktion wurde mit der starken Probe 1
sowie den schwachen Proben 2 und 5 durchgefiihrt. Mithilfe der Beadextraktion konnte
jedoch nur bei Probe 2 (Tabelle 7) eine verbesserte Detektierbarkeit erreicht werden. Die
mit der einfachen Wasserextraktion aufbereitete Probe W2 konnte nur in einem Replikat
und zwar in der Variante 1:10 positiv nachgewiesen werden. Die CP-Werte von B2 sind
dagegen deutlich geringer, sodass bei der unverdiunnten Variante eine Verbesserung um
etwa 30 Zyklen in allen drei Replikaten erreicht werden konnte. Die Aufreinigung der
Virus-RNA und der damit einhergehenden besseren Detektierbarkeit konnte bei der stark
positiven Probe 1 nicht gezeigt werden. Die CP-Werte der einzelnen Verdlnnungsstufen
sind in jedem Replikat der Bead-extrahierten Probe 1 (B1) schlechter als in der
wasserextrahierten Probe 1 (W1). W1 ist die stark positive Probe, die bereits zuverlassig
mittels einfacher Wasserextraktion als GLRaV-1-positiv ermittelt werden konnte (Abb. 5-
7). Die im ELISA schwach positive Probe 5 zeigt im Vergleich der beiden
Extraktionsmethoden keine eindeutige Tendenz: manche Replikate von B5 zeigen einen
geringeren, manche einen héheren CP-Wert gegentber der gleichen Verdinnungsstufe von
WS5.

Die inhibitorischen Effekte bei der Wasserextraktion konnten somit nicht ganz mittels
Beadextraktion ausgeschlossen werden. Die Verbesserung der Detektion durch
Zuhilfenahme von magnetischen Kugeln durch Little & Rezaian (2006) kann hier nicht
bestatigt werden. Die Schwankungen in den Ergebnissen weisen darauf hin, dass auch
durch eine Reinigung der Extrakte durch Beads keine zuverldssige Verbesserung der
Nachweisbarkeit mittels RT-LAMP erreicht werden kann. Eine weitere Moglichkeit, die
neben der inhibitorischen Stoffe zu den Detektionsproblemen fuhren kann, stellen die im
Probenmaterial enthaltenen Nukleasen dar. Genauer gesagt handelt es sich bei diesen
Enzymen um Ribonukleasen (RNasen), die in der Lage sind RNA und damit auch die
Virus-RNA unspezifisch zu zerstéren (Salzman et al., 1999). Demnach ist es mdglich, dass
durch den Abbau keine Viren mehr im Probenmaterial nachgewiesen werden konnten.
Durch eine Inaktivierung mittels RNase-Inhibitoren und ein Nuklease-freies Laborumfeld

kann dies verhindert werden (New England Biolabs, 2021).
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Diese Schritte sind bei der ebenfalls durchgefihrten RNA-Extraktion enthalten. Eine
verbesserte Detektierbarkeit der Holzproben 1, 2 und 5 konnte mithilfe einer RNA-
Extraktion (R) erzielt werden (Tabelle 8). Alle Replikate zeigen in jeder Probe und jeder
Verdinnungsstufe einen niedrigeren CP-Wert als die Wasserextraktion. Die Probe 1, die
bereits mittels der einfachen Wasserextraktion zuverlassig detektiert werden konnte, war
bereits 11 Zyklen friher eindeutig detektierbar. Die im ELISA schwach positive Probe 2
konnte bisher nicht zuverldssig als GLRaV-1-positiv durch die RT-LAMP nach
Wasserextraktion nachgewiesen werden. Nach RNA-Extraktion (R2) ist die Probe jedoch
in allen drei Verdinnungsstufen nach spatestens 14,71 Zyklen positiv, also liegt deutlich
uber dem Grenzwert. Auch bei Probe 5 sind die Ergebnisse der RNA-Extraktion besser:
alle 9 Replikate sind positiv. Bei W5 sind es nur 5 von 9 Replikate. Da die niedrigsten CP-
Werte bei der unverdiinnten Variante gemessen wurden, wurden fur alle weiteren Versuche

die RNA-Extrakte unverdinnt eingesetzt.

Durch den Einsatz der RNA-Extraktionsmethode nach Gambino werden, anders als bei der
Wasserextraktion, Inhibitoren ebenso inaktiviert oder entfernt wie Ribonukleasen, die die
RNA sehr schnell degradieren konnen. Das Grundprinzip der RNA-Aufreinigung besteht
darin, dass die Zellen zuerst lysiert, RNasen und weitere Inhibitoren inaktiviert werden und
schlielllich RNA isoliert vorliegt. Die Ribonukleasen befinden sich Uberall, sodass beim
Umgang mit RNA auf die groRte Sorgfalt und Hygiene geachtet werden muss. Um
aufgereinigte RNA ohne solche Enzyme zu erhalten, werden diese bei der RNA-Extraktion
entfernt. Zunéchst wird das Probenmaterial in einer Guanidinisothiocyanatlésung lysiert.
Guanidinisothiocyanat (kurz: GTC) ist ein Salz, das Proteine denaturieren und inaktivieren
kann, auch RNasen (Mulhardt, 2009). Zuséatzlich ist PVP im Extraktionspuffer enthalten,
dessen Wirkung bereits erldutert wurde. Die Zentrifugationsschritte werden bei 4 °C
durchgefuhrt, da die geringe Temperatur den Abbau der RNA und Reaktionen zwischen
den Nukleinsdauren und phenolischen Komponenten verringert. Dies unterstiitzt die

Beseitigung der Phenole durch das Chloroform (Gambino et al., 2008).

Hinsichtlich der Extraktionsmethoden lasst sich zusammenfassen, dass eine einfache
Extraktion in Wasser nicht fur eine zuverldssige Detektion von GLRaV-1 mittels RT-
LAMP ausreicht. Inhibitorische Stoffe und RNasen storen die Reaktion und miissen

mithilfe einer RNA-Extraktion entfernt werden. Die RNA-Extraktion ist zwar mit etwa
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3,5 Stunden Extraktionszeit deutlich zeitaufwandiger als die einfache Extraktion in Wasser
(etwa 40 Minuten fur 10 Proben), ermdglicht aber mittels RT-LAMP einen sicheren
Nachweis von GLRaV-1. Lediglich bei Versuchen mit GFkV zeigt die einfache Extraktion
in Wasser zuverlassige Ergebnisse (Frotscher et al., 2021). In diesen Versuchen wurde aber
keine RNA-Extraktion verglichen. Fir die Rebviren GFLV, GFKkV und GLRaV-3 konnte
eine LAMP mit einer vorausgehenden RNA-Extraktion bereits erfolgreich eingesetzt
werden (Almasi, 2015, 2018; Walsh & Pietersen, 2013). Es wurden dabei Protokolle mit
teils kirzeren Detektionszeiten als im Protokoll der vorliegenden Arbeit verwendet. Bei
der Detektion von GRBV kann die Extraktion mithilfe einer ,,pin-prick“-Methode
durchgefihrt werden, bei der mithilfe einer Pipette Pflanzensaft entnommen wird (Romero
Romero et al., 2019). Die Detektion von GFLV und GFkV kann mithilfe einer
immunocapture RT-LAMP durch die Kombination mit einer serologischen Methode sogar
ohne RNA-Extraktion durchgefiihrt werden, die Extraktionszeit ist aber langer (Almasi,
2015, 2018). Auch diese Methode kdnnte bei weiteren, zukiinftigen Versuchen mit dem
hier gezeigten Kit angewandt bzw. kombiniert werden.
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5.2 Vergleich von frischen und eingefrorenen Proben

In den Versuchen in Tabelle 9 bis 12 kann grundsétzlich gezeigt werden, dass GLRaV-1
mittels RT-LAMP sowohl im Blatt als auch im Holz nachweisbar ist. Der optimale
Zeitpunkt der Probennahme von Holz- und Blattproben zur Detektion von Rebviren ist
bereits in vielen Versuchen untersucht worden und wurde in 5.1 aufgefiihrt. Das Sammeln
der Holzproben erfolgte nach dem Blattfall im Winter. Die Blatter wurden teilweise im
August, einige aber auch im Mai und Juli gesammelt. Dies ist gegentiber des optimalen
Zeitpunkts zum Ende der Saison (Bioreba, 2018; Gambino & Gribaudo, 2006; Osman et
al., 2018) etwas fruh. Jedoch stammen die Proben von Topfreben aus dem Gewéchshaus,
die gegenliber Reben aus dem Weinberg in ihrer jahreszeitlichen Entwicklung generell

einige Wochen fortgeschritten sind.

Das Ziel der Versuche zum Holz-Blatt-Vergleich bestand darin, die Lagerfahigkeit des
Probenmaterials ohne Verlust der Viruslast zu untersuchen. Dazu wurde ausreichend Holz-
und Blattmaterial gesammelt, kurzfristig bei 4 °C gelagert und in verschiedene Fraktionen
eingeteilt: eine Hélfte wurde sofort analysiert, die andere Halfte wurde fur mehr als 6
Monate bei -20 °C gelagert. Nach der Extraktion der frisch aufbereiteten Probe, wurde ein
Teil dieses Extraktes sofort untersucht, ein Teil des Extraktes eingefroren und erst zu

einem spateren Zeitpunkt mittels RT-LAMP analysiert.

Bei den Proben, die mittels RNA-Extraktion aufbereitet wurden, kénnen alle Replikate
unabhéngig des verwendeten Materials (Holz, Blatt) und der Verarbeitung (frisch,
eingefroren, eingefrorener Extrakt) nach spatestens 20 Zyklen als positiv fir GLRaV-1
detektiert werden (Tabelle 11 und 12). Auch in diesen Versuchen zeigt sich wieder, dass
die Resultate bei RNA-extrahierten Proben deutlich besser und zuverlassiger sind als bei
Proben, die mittels einfacher Wasserextraktion aufbereitet wurden. Die Griinde dafir
wurden bereits herausgestellt. Um Unterschiede hinsichtlich der Lagerfahigkeit der Proben
zu ermitteln, missen demnach die Ergebnisse der anderen, weniger zuverldssigeren

Methode verglichen werden.

Bei der einfachen Extraktion in Wasser zeigten sich Unterschiede zwischen Holz- und
Blattproben, sowie zwischen der Aufbewahrungsart bzw. Lagerung und naturgemald den

verschiedenen Proben. Zunédchst wird lediglich auf die Holzproben eingegangen. Wie auch
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bei der RNA-Extraktion wurden die (als Holzextrakt im ELISA) schwachen Proben 3 und
6 sowie die starke Probe 4 mittels RT-LAMP gemessen. Die schwache Probe 3 (W3)
konnte als Holzprobe in allen Varianten (frisch, eingefrorener Extrakt, eingefrorene Probe)
und Wiederholungen bis auf eine Ausnahme positiv detektiert werden (Tab. 9). Die
ebenfalls schwache Probe 6 zeigte dagegen Detektionsprobleme beim eingefrorenen Holz
(Tab. 10). Die groRten Schwierigkeiten zeigten sich aber Uberraschend bei der starken
Probe (W4). Die frische Variante sowie der eingefrorene Extrakt von W4 konnte nur in je
einem von drei Replikaten positiv detektiert werden (Tab. 10). Der Nachweis im
eingefrorenen Holz war daher in zwei Proben nicht méglich. Zusétzlich dazu zeigen sich
Unterschiede zwischen den untersuchten Proben und es kann erneut bestatigt werden, dass
von den ELISA-Ergebnissen nicht direkt auf die Virusdetektion der RT-LAMP

geschlossen werden kann.

Demnach kann festgestellt werden, dass der Extrakt durch das Einfrieren negativ
beeinflusst wird. Die Viren waren in der Holzprobe nach dem Einfrieren nicht mehr
nachweisbar. Es konnen Abbauprozesse, z. B. durch RNasen, (ber die lange
Aufbewahrungsdauer vermutet werden. In der Literatur ist jedoch kein Hinweis auf einen
Abbau bei einer langeren, aber gekihlten Lagerung zu finden. Eine Aufbewahrung von
Holzproben bei -20 °C bzw. -80 °C wird sogar empfohlen, wenn nicht frisch detektiert
werden kann (Blouin et al., 2017; Kogovsek et al., 2015). Holzproben sollten daher besser
frisch getestet oder zumindest aufbereitet und der Extrakt eingefroren werden. Schaut man
sich die Ergebnisse der Lagerung von Blattmaterial bzw. Blattextrakten an (Tab. 9 und 10),
so konnte auch an frischen Bléattern, ahnlich wie beim Holz, in den meisten Proben
GLRaV-1 mittels RT-LAMP zuverlassig nachgewiesen werden. Der eingefrorene Extrakt
erlaubt ebenfalls eine zuverlassige Detektion (auf3er bei Probe 4). Ebenso wie beim Holz,
konnte auch in eingefrorenem Blattmaterial kein GLRaV-1 mehr detektiert werden. Es
zeigt sich, dass fir die Detektion von GLRaV-1 am besten frisch aufbereitete Blatter
verwendet werden sollen. Auch hier kdnnten RNasen die Virus-RNA abgebaut haben,
sodass diese nach Aufbereitung mittels Wasserextraktion nicht mehr nachgewiesen werden
konnen. Ein kompletter Abbau hat nicht stattgefunden, da die Viren mittels RNA-
Extraktion noch in Holz und Blatt nachweisbar waren. Ist eine frische Testung nicht
maoglich, kdnnten die Proben mittels Calciumchlorid getrocknet und bei -80 °C aufbewahrt
werden (Almasi, 2015).
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5.3 Validierung und Vergleich mit anderen Methoden

Fur die Uberprifung der Validierung der RT-LAMP wurde die Methode hinsichtlich der
Spezifitat der Primer und der Sensitivitdt getestet. Die Zuverlassigkeit des Tests konnte
bereits anhand und ausschlieBlich mit RNA-extrahierten Proben gezeigt werden.

Zur Ermittlung der Primerspezifitat wurden Proben untersucht, die mit GLRaV-1 und/oder
anderen Viren (GLRaV-2, -3, GFkV, GVA, GVB, ArMV, GFLV) infiziert waren. Alle
Proben, die zuvor mittels ELISA als positiv fir GLRaV-1 ermittelt wurden, konnten auch
mit der LAMP positiv nachgewiesen werden (Abb. 13). Die verwendeten LAMP-Primer
detektierten spezifisch die GLRaV-1 kranken Proben, das heilt sie zeigten keine
Reaktionen mit Sequenzabschnitten anderer Virussequenzen. Jedoch ist zu erwéhnen, dass
es im ersten Durchgang Probleme bei der Detektion gab (nicht dargestellt). Alle Proben,
also auch die ohne GLRaV-1-Infektion, zeigten dabei einen eindeutigen Anstieg der
Fluoreszenz. Da aber auch die negativen Kontrollen einen Anstieg verzeichneten, wurde
eine Kontamination des Wassers oder der Raumluft im Labor vermutet und der Versuch
wiederholt. Generell ist die RT-LAMP sehr anféllig gegenuber Kontaminationen und
falschpositiven Ergebnissen (Walsh & Pietersen, 2013). Dies bestétigte sich in diesem

Beispiel.

Die hohe Variation in der RNA-Sequenz des GLRaV-1-Virus stellt ein weiteres Problem
dar, das den Nachweis von GLRaV-1 erschwert. Der Grund fur die groRe Variation ist ein
geringer selektiver Druck der meisten Viren (Little et al., 2001). In einem Weinberg
kdnnen viele unterschiedliche Variationen vorhanden sein (Le Maguet et al., 2013). Je
nachdem wie die Sequenzunterschiede sind, ist es moglich, dass die Primer die Varianten
nicht erkennen kdnnen. Das Primerdesign vom Mast Isoplex Kit basiert aber auf den zu
dieser Zeit 50 vorhandenen GLRaV-1-Sequenzen aus der GeneBank, sodass moglichst alle
Varianten abgedeckt werden. Die Primerspezifitdit konnte demnach auch fur die im
Versuch angewandten Proben bestatigt werden.

Ein weiterer, zu berticksichtigender Punkt, um die routineméafige Einsetzbarkeit der RT-
LAMP zu beleuchten, stellt die Frage der Detektion in Mischproben dar. Ist das
Primersystem in der Lage auch in Mischproben aus gesunden Pflanzen -eine

untergemischte GLRaV-1 infizierte Proben zu detektieren, eignet sich die Methode fiir
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routinemanige, groRere Testreihen. Dazu wurden unterschiedlich viele gesunde Proben mit
einer kranken Probe gemischt und diese Mischproben in der RT-LAMP untersucht. Die
Ergebnisse in Tabelle 13 zeigen, dass maximal eine Probe unter neun negativen (1+9 bzw.
1:10) bei Probe R12 detektiert werden konnte. Dies war aber auch nur in einer der beiden
Wiederholungen der Fall, also nur mit einer sehr geringen Sicherheit. Bei den anderen
Proben liegt der Endpunkt bei 1+4 (R13) und bei 1 bzw. 1+2 (R14). Trotz der Tatsache,
dass es sich bei der Probe R14 um eine starke ELISA-Probe handelt, konnte diese als
Mischprobe in einer Wiederholung nicht mittels der hier eingesetzten LAMP-Primer
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten eher darauf hin, dass trotz der RNA-
Extraktion und einer Aufkonzentrierung der Templatemenge nur eine geringe
Empfindlichkeit des Primersystems vorliegt. Die Verwendung von Mischproben zur
Verringerung von Aufwand und Kosten ist bei diesem Protokoll daher derzeit nicht zu
empfehlen. Hier sind weiterfihrende Untersuchungen notwendig bzw. missten weitere

RT-LAMP-Primer synthetisiert werden und deren Spezifitat untersucht werden.

In der Literatur gibt es keine Arbeiten zum GLRaV-1 Nachweis mittels RT-LAMP.
Allerdings finden sich Informationen zu solchen Tests bei GLRaV-3. In einer Mischprobe
von 49 gesunden Proben konnte eine GLRaV-3 infizierte Pflanze noch nachgewiesen
werden (Walsh & Pietersen, 2013). Eine solch hohe Empfindlichkeit des Tests kann bei
GLRaV-1 und den Versuchen in dieser Arbeit (Tab. 13) nicht bestétigt werden.
Grundsétzlich kann man mit gemischten Proben schneller und glinstiger eine groRere
Anzahl an Proben messen. Es ist jedoch so, dass dieses sogenannte Pooling in einer

geringeren Empfindlichkeit des Tests resultiert (Brinkhof et al., 2007).

Generell zeigt sich, dass das Protokoll der RT-LAMP wiederholbar und reproduzierbar ist.
Zuvor im ELISA positiv fur das Virus getestete Proben konnten auch in der RT-LAMP in
mehreren Replikaten, biologischen sowie technischen Wiederholungen, an verschiedenen
Tagen, in unterschiedlichem Probenmaterial und in verschiedenen Messgerdten positiv
detektiert werden. Jedoch kénnen auch hier die Grenzen der Methode aufgezeigt werden.
Es gibt teilweise groRe Unterschiede zwischen den Ergebnissen von biologischen und
technischen Wiederholungen. Ein Beispiel dazu gibt es im Mischprobenversuch aus
Tabelle 13. Probe R12 konnte in der ersten biologischen Wiederholung bis zu einem

Verhéltnis von 1:10 noch eindeutig positiv detektiert werden. In der zweiten Wiederholung
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liegt der Endpunkt nur bei 1:5. Dies konnte an der bereits erklarten, zu geringen
Viruskonzentration bzw. ungleichmaligen Verteilung der Viren innerhalb der
Phloemzellen liegen (Chooi et al., 2016).

Eine weitere Mdoglichkeit konnte in der Spezifitdt des Primers begriindet liegen. Bei
Sequenzunterschieden zwischen Varianten ist es moglich, dass die Primer nicht ganz
angepasst an die Zielsequenzen sind, sprich diese nicht passgenau zu den Basenpaaren
sind. Zwar wurde beim Primerdesign bereits eine grofle Bandbreite an Sequenzen
abgedeckt, vermutlich waren es nicht alle. Auch Mutationen an den Primerbindungsstellen
kdnnen flr falschnegative Ergebnisse verantwortlich sein (Frotscher et al., 2021). Fiir die
Zukunft wére daher die Synthese von weiteren Primerpaaren mit leicht abweichenden
Zielsequenzen wichtig, um die Spezifitdt und Sensitivitdt des Tests mittels LAMP zu
weiter zu optimieren. Auch Hemmungen durch RNasen konnten der Grund fir die
mangelnde Testsicherheit in diesem Versuch sein. Fir eine sichere, zuverlassige Detektion
von Mischproben ist die Methode daher noch unzureichend. Demnach mussten weitere
Optimierungen des Protokolls, z. B. der Zusatz von RNase-Inhibitoren bei der Extraktion,

vorgenommen werden.

Die Sensitivitat der Methode wurde auch mithilfe von Verdiinnungsreihen in der Arbeit
bestimmt. Dieselben Proben, die im ELISA als schwach positiv detektiert wurden, wurden
mit drei unterschiedlichen Methoden (RT-LAMP, RT-PCR und DAS-ELISA) aufbereitet
und die Ergebnisse miteinander verglichen. Die Nachweisgrenzen im DAS-ELISA
(Tab. 14) lagen maximal bei 10"t und zwar bei Probe E5, die in diesem ELISA sehr schnell
eine hohe Extinktion erreichte. E5 war bei einem Test zu einem friheren Zeitpunkt eher
schwach-positiv (Tab. 2). Die Probe E6 kann nur unverdinnt und E15 im ELISA sogar
(abgesehen von den Vorversuchen) gar nicht positiv detektiert werden. Ahnliche
Ergebnisse mit einer Sensitivitat von 10 fand auch Hildebrand (2017) fiir GLRaV-1.

Die Sensitivitat der RT-LAMP (Tab. 15) ist dagegen bei allen Proben hoher. Hier konnte
die Probe R5 noch bei einer Verdiinnung von 10 detektiert werden. Der Endpunkt fiir R6
liegt sogar bei 10 und R15 konnte nur unverdiinnt gemessen werden. Arbeiten bzgl. der
Sensitivitat anderer Rebviren zeigen eine dhnlich hohe Sensitivitat der Primersysteme. Fir
GFkV liegt der Endpunkt bei 102, fur GRSPaV (Grapevine rupestris stem pitting-
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associated virus) bei 10 (Fan et al., 2013). Generell wird die Empfindlichkeit der RT-
LAMP hoher als die des DAS-ELISA angegeben (Frotscher et al., 2021; Notomi et al.,
2015; Walsh & Pietersen, 2013), was auch hier bestatigt werden kann. Zusétzlich ist zu
beachten, dass die Nachweisgrenze von Probe zu Probe unterschiedlich und demnach
abhangig von der Viruskonzentration in der jeweiligen Probe ist, was bereits in 5.1

erlautert wurde.

Die Proben 5, 6 und 15 wurden auch mittels RT-PCR detektiert (Tab. 16). Zur Ermittlung
der Nachweisgrenze der RT-PCR werden im Allgemeinen zwei Kriterien herangezogen.
Zum einen muss sich der CP-Wert um den Wert 3,32 von der vorherigen
Verdlunnungsstufe unterscheiden (Ginzinger, 2002). Dem ist so, da bei einer idealen
Effizienz der PCR von 2 der Wert von 2332 gleich 10 entspricht (Hildebrand, 2017). Zum
anderen muss sich der gemittelte CP-Wert auf einem Signifikanzniveau von 95 % von der
NTC als Nullkontrolle unterscheiden (Bustin et al., 2009). Anhand Tabelle 16 kann
festgestellt werden, dass bei der Probe P5 und einer Verdinnung von 107 beide Kriterien
nicht mehr erflllt werden kénnen: die Differenz liegt unter dem Idealwert und auch der
p-Wert liegt mit 0,5672 deutlich tber der Grenze von 0,05. Demnach konnte diese Probe
bis zu einer Verdiinnung von 10 noch sicher detektiert werden. Die Nachweisgrenze von
Probe P6 liegt sogar bei 10°, die von P15 jedoch nur bei 10 Im Vergleich zu den
Ergebnissen beim DAS-ELISA und der RT-LAMP ist die RT-PCR damit empfindlicher.

Bei der in diesem Versuch angewandten RT-PCR wurde die Ausgangskonzentration von
300 ng (die Proben wurden immer auf 100 ng/ul verdiinnt und davon 3 pl eingesetzt) in
10er-Schritten verdinnt. Demnach konnten bei Probe P5 noch 30 pg, P6 3 pg und bei P15
30 ng RNA sicher nachgewiesen werden. In einem Versuch zur Bestimmung der
Empfindlichkeit der RT-PCR bei GLRaV-2 wurde RNA mit einer Konzentration von
12,5 ng pro Reaktion in unterschiedlichen Stufen verdiinnt. Bis zu einer 1.000-fachen (10°)
Verdunnung konnte das Virus noch nachgewiesen werden (Beuve et al., 2007). Es konnte
also noch eine RNA-Menge von 0,0125 ng bzw. 12,5 pg nachgewiesen werden. Bei

Probe 5 und 6 sind diese Werte vergleichbar.

In dieser Arbeit kann bestétigt werden, dass die Sensitivitat der RT-LAMP zwar geringer
ist als die der RT-PCR, aber hoher als die des DAS-ELISAs. Die Methoden unterscheiden
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sich zusétzlich in Zeitaufwand und Kosten fir die Durchfiihrung. Der Arbeitsablauf der
RT-LAMP setzt sich aus der Probenextraktion, der Herstellung des Mastermix (etwa
20 Minuten), der Probenzugabe (etwa 20 Minuten) und der eigentlichen Messung
(60 Minuten) zusammen. Fir die Extraktion werden je nach Methode zwischen
40 Minuten und 3,5 Stunden fiir 10 Proben bendtigt. Fir eine RT-LAMP mittels einfacher
Extraktion in Wasser (W) oder Extraktion mit Beads (B) werden aufgrund der kiirzeren
Extraktionszeiten insgesamt nur etwa 3,5 Stunden benétigt, also genauso viel wie allein fiir
die RNA-Extraktion nach Gambino benétigt wird. Da aber durch Wasserextraktion oder
den Einsatz der Beads keine zuverlassige Detektion erreicht werden konnte, ist eine RT-
LAMP mit RNA-Extraktion trotz des hoheren Aufwands klar vorzuziehen. Mit dieser
Methode ist ein Ergebnis nach etwa 5,5 Stunden vorhanden. Damit ist die RT-LAMP
trotzdem noch schneller als die RT-PCR, bei der die Umschreibung der cDNA die Dauer
auf knapp 7 Stunden verlangert. Etwa 10 Stunden wurden bei einer Real-Time-PCR fir die
Detektion von FD (flavescence dorée) bendtigt (Kogovsek et al., 2015). Mit Abstand die
langste Zeit wird fir den DAS-ELISA benétigt (2 Tage). Jedoch ist zu erwéhnen, dass in
den Wartezeiten auch weitere Téatigkeiten erledigen werden kdnnen. Zu berlcksichtigen
bleibt allerdings, dass in einem ELISA beim Ansatz von Doppelbestimmungen in einem
Arbeitsgang 46 Proben untersucht werden kénnen, wodurch bei groRen Untersuchungen

Zeit eingespart werden kann.

Das Protokoll bildet eine gute Basis, um an der Optimierung der Testsysteme zu arbeiten,
um in Zukunft auch bei Mischproben zuverlassige Ergebnisse erzielen zu kénnen. Die
Durchfiihrungszeit kdnnte noch verkirzt werden, da der Cut nach 30 Zyklen gemacht wird
und die Amplifikationszeit somit nur ca. eine halbe Stunde betrégt. In zukinftigen
Versuchen sollte man sich darauf fokussieren die Extraktionszeit zu verkurzen, um die RT-
LAMP als Schnellmethode etablieren zu konnen. In Zukunft konnten auch andere
Detektionsmethoden Verwendung finden. Zum Beispiel konnte man, wie bei Almasi
(2015) eine visuelle Detektion mittels bestimmter Farbstoffen durchfiihren und so die
Anschaffung teurer Analysegeraten umgehen. Auch weitere spezifische Primer fur andere
Rebviren sind bereits entwickelt worden, sodass das hier vorgestellte Protokoll auch zum
Nachweis anderer Viren Verwendung finden kann. Auch eine Multiplex-RT-LAMP ist
denkbar, aber schwierig und komplex im Essayaufbau. Dafiir mlsste neben der Zugabe

von weiteren Gensequenzen auch eine Detektion auf einem weiteren Farbkanal erfolgen.
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5.4 Vergleich der Messgeréate

Um Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitat der Messgerate zu Uberprufen, wurden die
Proben W1, W2 und R1 sowohl im Lightcycler als auch im ESEquant amplifiziert und
gemessen. In beiden Geraten konnte die Probe W1 in allen Replikaten und unabhéngig der
Verdinnungsstufe als positiv fur GLRaV-1 nachgewiesen werden (Abb. 14). Bei der
Detektion der Probe W2 dagegen zeigten sich in beiden Geraten auch negative Replikate
und damit Schwierigkeiten bei der Detektion. Hierbei konnte der ESEquant mehr Replikate
(12 von 18 Replikate, Abb. 15) als virusbelastet nachweisen als der Lightcycler (5 von 27
Replikaten, Abb. 8-10). Es wurde hier bei beiden Messgeraten mit der weniger
zuverlassigeren Wasser-Extraktionsmethode (W) gearbeitet. Dies erklart sicherlich die
vielen negativen Ergebnisse. Hier besteht weiterer Analysebedarf. Grundséatzlich sind
beide Gerédte flir den Einsatz in der RT-LAMP einsetzbar, wobei der ESEquant
offensichtlich einen empfindlicheren Nachweis ermdglicht, was mit Hilfe von

Verdlnnungsreihen belegt werden konnte.

Die Probe R1, die im ELISA einen hohen Faktor aufweist und mittels RNA-Extraktion
aufbereitet wurde, wurde in verschiedenen Stufen in Wasser verdunnt und erneut in beiden
Geraten gemessen (Abb. 16-19). Die letzte sichere Verdlnnung, bei der ein eindeutiges
positives Signal nachgewiesen werden konnte, liegt beim Lightcycler bei 1:2.000 in der
ersten Wiederholung und (Abb. 16) und 1:4.000 in der zweiten Wiederholung (Abb. 18).
Im ESEquant konnten noch bei einer Verdinnung von 1:8.000 Viruspartikel sicher

nachgewiesen werden (Abb. 19).

Hinsichtlich der Sensitivitat zeigt sich der ESEquant damit nach den besseren Ergebnissen
bei der Messung von Probe W2 und der hoheren Nachweisgrenze bei den
Verdunnungsreihen mit R1 sensitiver als der Lightcycler und kann demnach auch
geringere Titer besser nachweisen als der Lightcycler. Die geringere Empfindlichkeit beim
Lightcycler zeigte sich auch bei VVersuchen von Frotscher am Institut (nicht vertffentlicht),
bei welchen der hier verwendete Cycler schlechtere Ergebnisse brachte. Es bleibt unklar,
warum dieses Gerat weniger empfindlich hinsichtlich der Detektion der Fluoreszenz ist.
Zudem zeigte sich bei einigen Tests (z. B. Abb. 6), dass es Probleme im Cycler bei der
Detektion der genauen Ermittlung der Fluoreszenzwerte gibt, die sich als stark streuende

Messpunkte erkennbar machten.
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Neben der Empfindlichkeit unterscheiden sich die beiden Geréate noch in anderen Punkten.
Zum einen hat der Lightcycler den Vorteil, dass er auch eine Schmelzkurve abbilden kann.
Diese wird bendtigt, um zu zeigen, ob Primerdimere gebildet wurden oder die Primer
spezifisch binden. Bei unspezifischen Amplifikationen koénnen dann LAMP-Produkte
gebildet werden, deren Schmelzpunkt tber- oder unterhalb liegen (Ahmed et al., 2017).
Der Schmelzpunkt der Produkte, die bei der Reaktion fiir die Detektion von GLRaV-1 mit
der RT-LAMP entstehen, liegt bei etwa 86 °C (Abb. 5-7). Unspezifische Reaktionen, die
einen anderen Schmelzpunkt besitzen, kénnen so ausfindig gemacht werden. Dies ist
beispielsweise dann hilfreich, wenn die negativen Kontrollen einen friihen Anstieg der
Amplifikationskurve zeigen. Dies ist z. B. in Abbildung 5 der Fall. Da aber der
Schmelzpunkt der NTC geringer als der der positiven Kontrolle und Probe ist, kann hier
von einer unspezifischen Reaktion der Primer ausgegangen werden und die Kontrolle als
eindeutig negativ eingestuft werden. Der ESEquant kann keine Schmelzkurve erstellen,
sodass die Anstiege von negativen Kontrollen, wie z. B. in den Abbildungen 17 und 19,

nicht als unspezifisch gewertet werden kdnnen.

Gegenliber dem ESEquant hat der Lightcycler zwar einen deutlich hoheren
Anschaffungspreis, er kann aber fir viele unterschiedliche Untersuchungen (z. B. RT-
PCR) verwendet werden. Zum anderen hat der Lightcycler dahingehend Vorteile, dass er
mit 96 Wells ein groRes Platzangebot fiir Proben hat. Dadurch kdnnen zeitgleich mehr
Proben gemessen werden und so Zeit und Kosten gespart werden. Im ESEquant ist
lediglich Platz fir 12 Replikate. Wenn man bedenkt, dass die Proben mindestens in
Duplikaten gemessen und mit drei Kontrollen verglichen werden missen, ist das Gerat fur
grolRere Testreihen ungeeignet. Aufgrund der groBeren Testkapazitat und der Mdoglichkeit
unspezifische Proben mithilfe der Schmelzkurve zu erkennen, wurde in den hier gezeigten
Versuchen die Proben hauptsachlich im Lightcycler gemessen. Aufgrund der Aufreinigung
des Targets durch die RNA-Extraktion konnen damit trotz einer geringeren
Empfindlichkeit zuverlassige Ergebnisse erzielt werden. Fur eine schnelle Messung
einzelner weniger Proben ist der ESEquant jedoch aufgrund der htheren Empfindlichkeit

vorzuziehen.
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5.5 Fazit

Eine zuverlassige und schnelle Detektion von GLRaV-1 ist mittels RT-LAMP und
vorangestellter RNA-Extraktion maoglich. Mithilfe dieser Methode kénnen Viren sowohl
aus Blatt- als auch Holzproben nachgewiesen werden. Dabei spielt es keine Rolle, ob das
Probenmaterial nach der Aufbereitung direkt gemessen oder der Extrakt nach einer
Lagerung bei -20°C gemessen wird. Auch nicht aufgearbeitetes, eingefrorenes
Probenmaterial, das ca. ein halbes Jahr bei -20 °C aufbewahrt wurde, kann noch positiv
detektiert werden. Eine sofortige Extraktion und Testung ist jedoch vorzuziehen, um den

Virustiter nicht negativ zu beeinflussen.

Das Virus kann bis zu einer Verdiinnung von 107 noch erfolgreich nachgewiesen werden.
Fur die Detektion kann die RT-LAMP sowohl im Lightcycler als auch in kleineren
Tubescannern wie dem ESEquant erfolgen. Fir kleinere Probenmengen eignet sich der
ESEquant aufgrund seiner hoheren Empfindlichkeit besser. Bei groReren Ansatzen sollte
der Lightcycler wegen des Platzangebots von 96 Wells und auch aufgrund der
Madglichkeit, dass mittels einer Schmelzkurve falschpositive Proben erkannt werden
konnen, bevorzugt werden. Generell kann die Tatsache, dass die Ergebnisse der LAMP
einfach auszuwerten sind (Kogovsek et al., 2015), bestatigt werden. Gegeniiber dem DAS-
ELISA als Routineverfahren bei der Gesundheitsselektion, das standardméRig auch am
Institut fr Rebenzichtung in Geisenheim zur Virusdetektion eingesetzt wird, ist die RT-
LAMP schneller, empfindlicher und ebenfalls zuverlassig. Allerdings ist die Methode
deutlich stéranfalliger und zum jetzigen Zeitpunkt fiir grof3ere Testreihen mit Mischproben
noch nicht zuverlassig genug. Im Vergleich zur RT-PCR ist die RT-LAMP zwar schneller,

aber nicht ganz so empfindlich.

Neben diesen Mdoglichkeiten, die die RT-LAMP bei der Virusdetektion bietet, konnten
auch die Grenzen der Methode aufgezeigt werden. Zunéchst ist das System sehr
storanféllig, was zu falschpositiven Ergebnissen fiihrt. Dieses Problem tritt allgemein bei
der LAMP auf (Fischbach, 2017; Walsh & Pietersen, 2013) und stellt einen deutlichen
Kritikpunkt der Methode zum jetzigen Zeitpunkt dar. Mithilfe der Erstellung einer
Schmelzkurve ist dieses Problem zwar einfach zu erkennen, aber nicht zu verhindern.
Trotz sorgfaltigem Arbeiten, rdumlicher Trennung von Mastermix-Ansatz und

Probenzugabe sowie die Aufrechterhaltung der Hygienestandards im Labor, kdnnen
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Kontaminationen bei dieser wenig robusten Detektionsmethode nicht ausgeschlossen

werden. Die Robustheit des Systems (Francois et al., 2011) kann nicht bestatigt werden.

Grundsatzlich ist die RT-LAMP schnell, einfach durchzufihren und es werden keine
speziellen Geratschaften bendétigt (Notomi et al., 2015). Da jedoch eine RNA-Extraktion
anstelle der einfachen Extraktion in Wasser aufgrund der unsicheren Ergebnisse
vorzuziehen ist, ist die Schnelligkeit und Einfachheit der Methode nicht mehr gegeben.
Des Weiteren zeigen sich in den Ergebnissen grofle Streuungen hinsichtlich der
Empfindlichkeit (von 10° bis 107%) und zwischen biologischen Wiederholungen. Generell
kdnnte die Methode zukiinftig, nach weiteren Optimierungen zur Detektion nicht nur von
GLRaV-1, sondern verschiedener Viren eingesetzt werden. Die RT-LAMP hat vielleicht
eine Zukunft am Institut, wenn es um eine schnelle Uberpriifung von kritischen ELISA-
Ergebnisse geht oder ein zweites System eingesetzt werden soll.
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6 Zusammenfassung

Die Blattrollkrankheit gehort zu den wirtschaftlich bedeutendsten Krankheiten der Rebe
weltweit (DLR Mosel, 2021). Die am hdufigsten vorkommenden Blattrollviren sind
GLRaV-1 und -3 (Meng et al., 2017). Da die Ubertragung (ber infiziertes Pflanzgut
erfolgen kann und keine direkte Bekdmpfung im Bestand moglich ist (Naidu et al., 2014),
schreibt die Rebenpflanzgutverordnung in Deutschland zur Kontrolle der Blattrollkrankheit
eine Gesundheitsselektion des Rebpflanzguts vor. Zur Erzeugung von gesundem Pflanzgut
mussen diese auf die funf am hdufigsten vorkommenden Virusarten getestet werden
(RebPflV 1986, 1986). Da eine visuelle Detektion nicht ausreichend ist, sind fir eine
erfolgreiche Kontrolle der Krankheit zuverldssige Detektionsmethoden unabdingbar. Der
DAS-ELISA, der routinemaRig in den meisten Teststationen verwendet wird, ist eine
robuste, aber zeitaufwandige Methode. Die Alternativen zum ELISA sind PCR-Methoden,
mit denen eine spezifische und empfindliche Detektion mdoglich ist (Naidu et al., 2014).

Eine weitere Methode ist die RT-LAMP (reverse transkriptase loop-mediated isothermal
amplification method). Dabei handelt es sich um eine Schnellmethode, bei der Virus-
Nukleinsauren bei einer konstanten Temperatur spezifisch amplifiziert werden. Innerhalb
weniger Stunden kann die Ziel-RNA bis zu 10'°-fach vervielfaltigt und visuell, mittels
Fluoreszenz oder einer Gelelektrophorese ausgewertet werden (Notomi et al., 2000). Die
LAMP qilt als kostengunstig, einfach und schnell (Francois et al., 2011). Fir andere
Rebviren ist diese Detektionsmethode bereits erfolgreich etabliert worden (Almasi, 2015,
2018; Frotscher et al., 2021; Romero Romero et al., 2019; Walsh & Pietersen, 2013).
Bisher wurde jedoch noch kein LAMP-Protokoll zum Nachweis von GLRaV-1
veroffentlicht. Demnach besteht das Ziel dieser Arbeit darin, ein zuverlassiges Protokoll
fur die Detektion von GLRaV-1 zu etablieren und dabei die Mdglichkeiten und Grenzen
der Methode zu beleuchten. Zu diesem Zweck wurde Holz- und Blattmaterial von GLRaV-
1 infizierten Topfreben des Instituts flir Rebenziichtung, Geisenheim eingesetzt.

Das Ausgangsprotokoll sieht eine einfache Extraktion in Wasser vor. Anschlie(end wird
der Extrakt verdunnt, der Mastermix zu den Proben zugegeben und schliellich erfolgt die
Messung der Fluoreszenzamplifikation bei 64 °C in einem Tubescanner. Mittels Extraktion

in Wasser konnte jedoch kein zuverlassiger Virusnachweis erzielt werden. Auch die
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Versuche inhibitorische Stoffe mittels PVP oder Tris zu entfernen sowie der Einsatz von
Nukleinsdure-bindenden Beads zur Aufreinigung fuhrten nicht zu stabileren Ergebnissen in
der RT-LAMP. Mithilfe einer RNA-Extraktion nach Gambino konnten inhibitorische
Stoffe sowie RNasen entfernt werden, sodass reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden

konnten und diese Extraktionsmethode fiir die weiteren Versuche verwendet wurde.

Der Nachweis von GLRaV-1 war sowohl in frischen als auch in eingefrorenen Holz- und
Blattproben nach einer RNA-Extraktion moglich. Da sich der Virustiter bei einer l&ngeren
Lagerung bei -20 °C aber verringerte, ist eine Messung frisch gesammelter Proben zu
empfehlen. Ferner wurde gezeigt, dass die LAMP-Primer spezifisch fur GLRaV-1
detektieren. Allerdings war der Nachweis in Mischproben nicht in allen untersuchten
Proben sicher moglich, sodass in schwach infizierten Proben die Nachweissicherheit der
RT-LAMP derzeit noch zu gering ist. Hier wére die Synthese weiterer RT-LAMP-
Primersysteme in Zukunft wichtig. Im Vergleich zu anderen Methoden zeigte sich die RT-
LAMP mit einer Nachweisgrenze von bis zu 10 empfindlicher als der DAS-ELISA (107?),
aber weniger sensitiv als die RT-PCR (107). Fiir die Messung von 10 Proben werden beim
DAS-ELISA 2 Tage bendtigt. Im Gegensatz dazu sind die RT-PCR (ca. 7 Stunden) und die
RT-LAMP (5,5 Stunden) mit deutlich weniger Aufwand verbunden. Beim Vergleich der
Messgeréte zeigte sich der kostenglinstigere ESEquant zwar empfindlicher als der hier
eingesetzte Lightcycler. Jedoch kénnen lediglich drei Proben bei Zweifachbestimmung
gleichzeitig gemessen werden, sodass er nicht gentigend Platz fiir groRRere Testreihen wie

bei den Tests fiir die Gesundheitsselektion bietet.

In der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich ein Protokoll zur zuverldssigen Detektion
von GLRaV-1 mittels RT-LAMP und den Reagenzien aus dem ,Mast Isoplex Kit
etabliert werden. Ferner lag aber in einigen Versuchen eine mangelnde Testsicherheit vor,
da die Ergebnisse bei Mehrfachwiederholungen nicht immer reproduzierbar waren. Die
RT-LAMP kann als sehr stéranfallig beschrieben werden, was auch von weiteren Autoren
bestatigt werden kann (Fischbach, 2017; Walsh & Pietersen, 2013). Daher muss die
Methode aufgrund der geringeren Empfindlichkeit bei Mischproben und der Anfalligkeit
fir Kontaminationen noch verbessert werden. In weiterfihrenden Untersuchungen waére
ein moglicher Weg, die Extraktionszeit weiter zu verkirzen und durch die Synthese
weiterer LAMP-Primer fir GLRaV-1 die Methode zu verbessern, um zu einer héheren

Nachweissicherheit bei gleichzeitiger Verkirzung der Testzeit zu gelangen.
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8 Anhang

8.1 Ausgangsprotokoll der RT-LAMP der Firma Mast Diagnostica

GmbH

Herstellung der Extrakte aus Holz

1.

Extraktion von Virenpartikeln aus Holz Proben mittels eines Extraktionsbeutels

(BIOREBA).

Zwischen 0,5 und 1g Probe abwiegen, Rinde entfernen.

Zu den Proben in dem Beutel werden 2 mL Wasser geben. Beutel mit Programm 6

verschweifl’en und Proben mit einem Hammer zermatschen.

Das Extrakt mit einer Pipette abnehmen und in ein Reaktionstube tberfiihren.

Das Tube bei 6000 x g 1min zentrifugieren und den Probeniiberstand (ca. 500 pL)

abnehmen und in ein neues Tube Uberfihren.

Erhaltenen Extrakt zur langeren Aufbewahrung bei -20°C zu je 50 uL aliquotieren und

einfrieren.

Durchfihrung der LAMP

7. Primermix vor der Verwendung 5 min bei 95 °C aufkochen, 5 min auf Eis stellen.
8.

Mastermix zusammen pipettieren.

Tabelle 17: Mastermix fiir die RT-LAMP fiir ein Reaktionsvolumen von 25 ul (Template = 5 pl)

Reagenz 1x X
Reaktionsmix RM 125uL | pL
Primermix PM 2 uL uL
Fluoreszenz Day FD 1,0 uL puL
Bst Polymerase 1,0 uL pL
Reverse Transkriptase RT 0,5 pL puL
H20 30uL | pL
total 20,0 uL | pL
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Tabelle 18: Mastermix fur die RT-LAMP fiir ein Reaktionsvolumen von 10 ul (Template = 2 pul)

Reagenz 1x X
Reaktionsmix RM 5uL pL
Primermix PM 0,8 uL pL
Fluoreszenz Day FD 1,0 uL pL
Bst Polymerase 0,4 uL pL
Reverse Transkriptase RT 0,2 puL pL
Hzo 0,6 pL uL

total 8,0 uL uL

9. 20 bzw. 8 pl Mastermix auf die Reaktionstubes verteilen

10. 5 bzw. 2 pl Wasserprobe bzw. Holzextrakt in Mastermix pipettieren

11. Tubes in das Gerét stellen

12. LAMP unter folgenden Einstellungen laufen lassen: 60 Zyklen a 1 min, 64 °C,

Schmelzkurve von 60°C auf 99°C. Die Proben wurden unverdiinnt und 1:10 verdinnt

(Verdinnung mit Wasser) gemessen.
13. Datenauswertung
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8.2 ELISA-Protokolle fur den Ansatz der Pufferlésungen

8.2.1 Beladungspuffer

1. 1,8 Liter destilliertes Wasser in einen 2-Liter-Erlenmeyerkolben fillen.

2. Nacheinander 3,18 g Natriumcarbonat (Na2COs3) und 5,86 g
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) zum Erlenmeyerkolben geben und so lange
rihren, bis es komplett aufgeldst ist.

3. Mittels Salzsaure (HCI) den pH-Wert auf 9,6 einstellen.

4. Erlenmeyerkolben mit destilliertem Wasser auf 2,0 Liter aufftillen, vermengen und
in eine 2-Liter-Laborglasflasche umfllen.

5. Beladungspuffer bei 4 °C im Kuhlschrank lagern.

8.2.2 Extraktionspuffer

1. 1 Liter destilliertes Wasser in einen 2-Liter-Erlenmeyerkolben geben.

2. 121,0 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (CsH11NOs3) einwiegen, in den
Erlenmeyerkolben geben und verrihren bis alles aufgelost ist.

3. Mittels Salzséure (HCI) den pH-Wert auf 8,20 einstellen.

4. Nacheinander 40,0 g Polyvinylpyrrolidone (PVP 25), 20,0 g Polyethylenglycol
(PEG 6000) und 16,0 g Natriumchlorid (NaCl) zugeben und unter Rihren in den
Erlenmeyerkolben geben.

5. Erlenmeyerkolben mit destilliertem Wasser auf 2,0 Liter auffullen, erneut rithren
bis sich alles aufgeldst hat.

6. Inhalt in eine 2-Liter-Laborglasflasche umfullen, 1 ml Tween 20 hinzugeben,
verriihren.

7. Extraktionspuffer bei 4 °C im Kuhlschrank lagern.

8.2.3 Konjugatpuffer

1. Etwa 1 Liter destilliertes Wasser in einen 2-Liter-Erlenmeyerkolben fullen.

2. 16,0 g Natriumchlorid (NaCl) einwiegen und in den Erlenmeyerkolben geben, gut
verrihren.

3. 0,4 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) einwiegen und erneut unter Rihren
zum Erlenmeyerkolben zugeben.

4. 5,8 g Natriumhydrogenphosphat (NaHPO4*12 H20) einwiegen und in den
Erlenmeyerkolben geben, gut verrihren.

5. 0,4 g Kaliumchlorid (KCI) einwiegen und unter Rihren in den Erlenmeyerkolben
geben.

6. 40 g Polyvinylpyvvolidone (PVP 25) ebenfalls unter Rihren hinzugeben.

7. 4,0 g Rinderserumalbumin (Aufbewahrung im Kuhlschrank bei 4 °C) einwiegen
und in Erlenmeyerkolben geben, warten bis alles vermischt ist.

8. 0,4 g Magnesiumchlorid (MgCl2*12 H20) einwiegen und zum Erlenmeyerkolben
geben, alles vermischen lassen.

9. Mittels Salzsdaure (HCI) bzw. Natronlauge (NaOH) den pH-Wert auf 7,40 stellen.
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10. 1 ml Tween 20 zugeben und Erlenmeyerkolben mit destilliertem Wasser auf 2 L
auffullen.

11. Etwa 10 Minuten Ruhren lassen.

12. Zu je 130 ml in Honigglaser fullen und bei -18 °C lagern.

8.2.4 Substratpuffer

1. Etwa 0,9 Liter destilliertes Wasser in einen 1-Liter-Erlenmeyerkolben geben.

96 ml Diethanolamin (C4H1:NO2) zum Erlenmeyerkolben geben und verrihren.

Den pH-Wert mittels Salzséure (HCI) auf 9,80 stellen.

Erlenmeyerkolben mit destilliertem Wasser auf 1,0 Liter auffullen und etwa 5

Minuten mischen.

5. Ineine 1-Liter-Laborglasflasche umfullen und bei 4 °C im Kuhlschrank
aufbewahren.

Hon

8.2.5 Waschpuffer

1. Etwa 1,7 Liter destilliertes Wasser in einen 2-Liter-Erlenmeyerkolben geben.

2. 16,0 Natriumchlorid (NaCl) einwiegen und in den Erlenmeyerkolben geben.
Rihren lassen bis alles gelost ist.

3. 0,4 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) einwiegen und ebenfalls unter Riihren
zum Erlenmeyerkolben geben.

4. 5,8 g Natriumhydrogenphosphat (NaHPO4*12 H20) einwiegen und ebenfalls unter
Ruhren zum Erlenmeyerkolben geben.

5. 0,4 g Kaliumchlorid (KCI) einwiegen und ebenfalls unter Riihren zum
Erlenmeyerkolben geben.

6. Den pH-Wert mittels Salzsaure (HCI) auf 7,40 stellen.

7. Mit destilliertem Wasser auf 2 Liter auffullen und etwa 3 Minuten rihren lassen bis
alles vermischt ist.

8. In eine 2,0-L-Laborglasflasche umfullen, gut verriihren.

9. Zugabe von 1,0 ml Tween 20 zur Laborglasflasche, etwa 3 Minuten rithren lassen.

10. Bei 4 °C im Kuhlschrank aufbewahren.
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8.3 Ergéanzungen zu den Diagrammen

In diesem Kapitel werden die fehlenden Kontrollen von einzelnen Versuchen aufgefihrt.
Die Abkirzung PK steht dabei fir die Positivkontrolle, NK fur die Negativkontrolle und

NTC ist die Wasserkontrolle (no template control).

8.3.1 Kontrollen zum Kapitel 4.1.3, Tabelle 7
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Abbildung 20: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben 1 (A), 2 (B) und 5 (C) aus Tabelle 7
(n=3)

8.3.2 Kontrollen zum Kapitel 4.1.3, Tabelle 8

Abbildung 21: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben 1 und 5 (A) sowie 2 (B) aus Tabelle 8
(n=3)
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8.3.3 Kontrollen zum Kapitel 4.2, Tabelle 9
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Abbildung 22: Kontrollen zu den Versuchen mit der Probe W3 aus Tabelle 9. A: Frische

Blattprobe. B: Eingefrorene Blattproben. C: Frische Holzprobe. D: Eingefrorene Holzproben (n=3)

8.3.4 Kontrollen zum Kapitel 4.2, Tabelle 10
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Abbildung 23: Kontrollen zu den Versuchen mit der Probe W4 aus Tabelle 10. A: Frische
Blattprobe. B: Eingefrorene Blatt- und Holzproben. C: Frische Holzprobe (n=3)
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Abbildung 24: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben W4, W6 aus Tabelle 10. A: Frische
Blattproben. B: Eingefrorene Blattproben. C: Frische Holzproben. D: Eingefrorene Holzproben
(n=1)

8.3.5 Kontrollen zum Kapitel 4.2, Tabelle 11
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Abbildung 25: Kontrollen zu den Versuchen mit Probe R3 aus Tabelle 11. A: Frische Blatt- und
Holzprobe. B: Eingefrorene Blatt- und Holzproben (n=3)
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8.3.6 Kontrollen zum Kapitel 4.2, Tabelle 12

51000 PR S e i . - 2%

43000 A 3 o = 5 i i VR o —— A
e - e sTe et e — — S — =20 WD S e O 5 )
45000 / e ~ / < -

4300 / = 1332]
30w / / 7%
1 [ 1532 / gt e
£ / / f g
imm 'gnxzz
21000 {/ ; %2
= biw
13000] 52|

50| / 1%2] b spt oA
e / -l e —e— | S R SR e e e A

4163

7= Probe
3163 / l'/’
3 2 /] PK
Je= NK

1663, 1//
163 ’/"/‘,' NTC

8638,

16%) 4 ,/'7 - - —

Abbildung 26: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben R4, R6 aus Tabelle 12. A: Frische
Blatt- und Holzprobe, R4. B: Eingefrorene Blatt- und Holzproben, R4 und R6. C: Frische Blatt-
und Holzprobe, R6 (n=3)

8.3.7 Kontrollen zum Kapitel 4.3, Abbildung 13
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Abbildung 27: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben aus Abbildung 13 (n=3)
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8.3.8 Kontrollen zum Kapitel 4.3, Tabelle 13
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Abbildung 28: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben R12 (A), R13 (B), R14 (C) aus
Tabelle 13 (n=3)

8.3.9 Kontrollen zum Kapitel 4.3, Tabelle 15

Abbildung 29: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben R18 (A), R7 und R28 (B) aus Tabelle
15 (n=3)
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8.3.10 Kontrollen zum Kapitel 4.4, Abbildung 14
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Abbildung 30: Kontrollen zu den Versuchen mit Probe R1 aus Abbildung 14 (n=3)

8.3.11 Kontrollen zum Kapitel 4.4, Abbildung 16
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Abbildung 31: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben aus Abbildung 16 (n=3)
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8.3.12 Kontrollen zum Kapitel 4.4, Abbildung 18
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Abbildung 32: Kontrollen zu den Versuchen mit den Proben aus Abbildung 18 (n=3)
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