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Abstract

Rift Valley fever virus is an RNA virus transmitted by mosquitoes that mainly affects
livestock such as cattle, sheep and goats. In these animals, it can cause severe symptoms with
a high mortality rate. Since the disease can also be transmitted to humans through infected
tissue or body fluids, it is considered as zoonosis. In this work, a lateral flow assay (LFA) was
developed and established for the detection of Rift Valley fever virus. The assay bases on
antigen detection either the nucleocapsid protein (NP) or the glycoprotein (GN) of the virus.
Monoclonal antibodies directed against both proteins were used for this purpose and
successfully pre- tested for the corresponding antigen by a sandwich ELISA. In the LFA, the
primary antibody was fixed on the membrane and served as a capture antibody, while the
secondary antibody was coupled to colloidal gold particles which cause the color signal. The
manufacturing of the test strips including sample, conjugate and absorption pads as well as
test and control lines was successful. The corresponding recombinant antigens, as well as the
RVFV vaccine strains MP12 and Clone 13 could be correctly detected. However, due to the
handmade production process a high variance in sensitivity and specificity was observed. In
summary the obtained results were highly promising and a manufacturing process should be
optimized in cooperation with a commercial partner to enable a ready- to- use application in
the field.
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1 Einleitung

Das Rifttalfieber (RVF) ist eine zoonotische Krankheit, welche durch das Rifttalfieber- Virus
(RVFV) ausgelost wird. Dieses Virus gehort zur Gattung der Phleboviren aus der Familie der
Phenuiviridae und der Ordnung der Bunyavirales. Der Name des Virus leitet sich vom ersten
Entdeckungsort, dem Rift Valley in Kenia ab. Dort wurde das Virus erstmals 1930 detektiert.
Die Krankheit verbreitete sich in Afrika, sowie in Madagaskar und den Komoren und
erreichte 2000 die arabische Halbinsel (Sossah et al., 2019). Betroffen sind dabei
hauptséchlich Nutztiere, insbesondere werden Schafe, Rinder und Ziegen infiziert (Wright et
al., 2019). Da das Virus durch mehr als 30 Stechmickenarten tbertragen werden kann, ist die
Gefahr einer gréReren globalen Ausbreitung naheliegend. Zu den Hauptubertragern gehoren
die Stechmiicken der Gattung Aedes. Bei dieser Gattung kdénnen die Viren vom Multtertier auf
die Nachkommen, also transovarial, ibertragen werden, da das Virus in den Eiern lebensfahig
bleibt (Hartmann, 2017). Seit dem ersten Auftreten kam es zu zahlreichen Ausbriichen der
Krankheit, wobei 1974/ 1975 die ersten Todesfélle beim Menschen registriert wurden (Wright
et al., 2019). In den Jahren 1977 und 1978 kam es in Agypten zu einer Epidemie, in dessen
Verlauf circa 200.000 Menschen infiziert wurden, von denen etwa 600 verstarben (Domfe et
al., 2022). Dass die Muckenpopulationen nach starken Regenfallen steigen, fuhrte 1997- 1998
in Ostafrika zu einem Ausbruch mit 478 Todesfallen nach circa 89.000 Infektionen beim
Menschen (Wright et al., 2019). Doch nicht nur wegen der gesundheitlichen Gefahr flr den
Menschen stellt das RVFV ein hohes Risiko dar. Fir viele Menschen, die in der
Landwirtschaft in Afrika tatig sind, stellt die Viehzucht die Haupteinnahmequelle dar.
Ausbriiche des RVF fuhren zu hohen wirtschaftlichen Schéden und konnen in
Nahrungsmittelknappheiten minden (Domfe et al., 2022). Die Insekten, welche als Vektoren
fur das RVFV fungieren, wurden bereits in Europa und Amerika gefunden, wodurch eine
Ausbreitung der Krankheit moglich ist. Die Ausbreitung des West- Nil- Virus von Afrika
nach Europa und in die USA, welches ebenfalls durch Micken (bertragen wird,
veranschaulicht das Risiko einer solchen Verbreitung.

Das RVFV tritt bei vielen Wildtieren auf, verlauft hier jedoch meistens mild. Fir
domestizierte Wiederkduer, insbesondere Jungtiere und Foten, ist das Virus jedoch
hochpathogen. In diesen Wirten wird das Virus vermehrt und kann bei einem anschliefenden
Mickenstich von der Mucke aufgenommen und an ein weiteres Tier weitergegeben werden.
Zu den Symptomen gehoren Durchfall, Blutungen, Schwéche, Leberschéden, blutiger

Nasenausfluss, Erblindung und Enzephalitis. Besonders gefahrdet sind ungeborene Tiere, da



die Erkrankung sehr oft zum Tod des Fotus flhrt. Bei Schafen und Ziegen liegt die Abortrate
bei nahezu 100 % (Hartmann, 2017). Generell sind Schafe am anfalligsten fiir die Krankheit,
wobei die Sterblichkeitsrate bei neugeborenen Tieren mit 95- 100 % wesentlich hoher liegt als
bei erwachsenen Tieren mit 20- 30 %. Bei Ziegen zeigt sich ein dhnliches klinisches Bild wie
bei Schafen, jedoch sind die Auspragungen hier etwas schwacher. Erwachsene Rinder sind
am wenigsten anféllig. Die Sterblichkeitsrate liegt hier bei 0- 5 %.

Anders als bei den Nutztieren, erfolgt beim Menschen eine Infektion mit RVF in der Regel
Uber Kontakt mit infektiosem Material, wie Fleisch oder Korperflissigkeiten. Eine von
Mensch- zu Mensch Ubertragung konnte bisher noch nicht nachgewiesen werden. Eine
Infektion beim Menschen verlauft oft mild und selbstlimitierend (Wright et al., 2019). Die
Symptome sind in diesen Féllen grippedhnlich und mit Fieber verbunden. Da dies
unspezifisch ist, bleiben viele Erkrankungen wahrscheinlich unentdeckt (Petrova et al., 2020).
In seltenen Féllen (etwa 1- 2 %) kann es zu einer schweren Erkrankung kommen, welche mit
hamorrhagischem Fieber, Hepatitis, Augenkrankheiten, Enzephalitis und einem erhohten
Risiko fur Fehlgeburten einhergehen kann (Wright et al., 2019).

Das RVFV besteht aus einem dreiteiligen einzelstrangigen RNA- Genom, welches eine
negative Polaritat besitzt und kugelformig umhullt ist (Bird et al., 2009). Das Virusgenom
besteht aus drei verschiedenen Segmenten. Das kleinste Segment, S- Segment genannt,
codiert dabei das Nukleoptrotein NP, sowie ein Nicht- Strukturprotein (Nss). Es besitzt eine
ambisense Polaritdt. Das groRe Segment, L- Segment genannt, codiert die virale RNA-
Polymerase, wahrend das mittlere M- Segment die Glykoproteine Gc und Gn und ein Nicht-
Strukturprotein (Nsm), codiert. Die Glykoproteine Gn und Gc bilden Dimere, welche sich auf
der Hulle des RVFV anlagern und den Eintritt in die Wirtszelle erleichtern (Wright et al.,
2019).

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung und Optimierung eines Lateral- Flow- Assays zum
Nachweis des RVFV (ber gekoppelte Antikorper, die gegen zwei Antigene des Virus, das
Glykoprotein Gn und das Nukleokapsidprotein NP gerichtet sind. Dabei sollen die Proben in
Form der geldsten rekombinanten Proteine NP und Gn, als auch inaktive und aktive RVF
Virusstimme verwendet werden. Die fur den LFA verwendeten monoklonalen Antikorper
wurden in friiheren Arbeiten bereits hergestellt, indem Ma&use mit den entsprechenden
rekombinanten Proteinen NP und Gn immunisiert und anschlieBend mittels Hybridomtechnik
deren Antikorper produzierende B- Lymphozyten mit Myelomzellen fusioniert wurden. Dabei
wurden zahlreiche monoklonale Antikdrper gewonnen, die spezifisch gegen NP und Gn
gerichtet sind (Jackel et al., 2014). Bei den eingesetzten RVF- Virusstimmen handelt es sich



um MP12 und Klon 13. Beides sind attenuierte Lebendimpfstoffe gegen das RVFV, die
urspringlich aus humanen Isolaten stammen. Sie stellen eine abgeschwéchte Form des Virus
dar und werden der Risikogruppe 2 zugeordnet (Dungu et al., 2018). Als Negativkontrolle
dienen dabei unter anderem zwei andere Virusstamme, das Batai- und das Bunyamwera-
Virus. Beide Virusstimme werden ebenfalls der Ordnung der Bunyavirales zugeordnet und
wie auch das RVFV von Stechmuicken tbertragen (Mansfield et al., 2022; Kohl et al., 2004).
Die Sichtbarmachung des Nachweises erfolgt tiber die Kopplung der Antikorper an kolloidale
Goldnanopartikel. Das Gold ist aufgrund seiner Biokompatibilitadt und intensiven Farbe eine
héufig verwendete Markierungssonde (Ren et al., 2021). Um die immunchemische
Funktionalitat der Antigen- Antikorper- Paarungen vorab zu prifen, soll ein Sandwich-
ELISA durchgefiihrt werden. Die Arbeit stellt eine Zusammenarbeit der Hochschule
Neubrandenburg und des Friedrich- Loeffler- Institutes (FLI) dar, wobei die Laborarbeiten
am Institut fir Neue und Neuartige Tierseuchenerreger (INNT) durchgefiihrt wurden. Das

Institut stellte alle benétigten Reagenzien und Materialien bereit.

2 Stand der Wissenschaft und Technik

2.1 Verschiedene Nachweismethoden fur das RVFV

Da bei einem Ausbruch des RVFV sehr schnell viele Menschen und Tiere betroffen sein
konnen, sind Referenzlabore fiir einen schnellen Nachweis von groRer Wichtigkeit. Diese
Labore missen in der Lage sein, eintreffende Proben schnell und sicher analysieren zu
konnen. Da die Krankheit zu einer hohen Virdmie mit hohem Titer fuhrt sind viele
verschiedene Proben fiir die Diagnostik geeignet. Als Untersuchungsmaterial kann sowohl
Vollblut, als auch Serum und Gewebe dienen. Fir den Nachweis einer Infektion mit dem
RVFV koénnen verschiedene Methoden herangezogen werden, um entweder Nukleinséure,
Antigene oder Antikoérper nachzuweisen (Bird et al., 2009). Eine weitere Moglichkeit besteht
in der Virusanzucht und Isolierung aus Blutproben auf Zellkulturebene, zum Beispiel mittels
Vero- Zellen (Wright et al., 2019). Der serologische Nachweis einer RVFV- Infektion erfolgt
uber IgM- und IgG- Antikorper, wobei IgM- spezifische Antikorper gegen RVFV auf eine
akute Infektion hinweisen. Sie sind etwa 5 Tage nach Infektion bis 45 Tage im Tier
nachweisbar. 1gG- Antikorper kénnen noch Jahre nach der Infektion nachgewiesen werden
(Pepin et al., 2010). Eine andere Methode Antikdrper nachzuweisen sind Immunfluoreszenz-

Assays (IFA). Im ersten Schritt binden dabei spezifische Antikdrper aus der Blutprobe an das
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Substrat, in der Regel virusinfizierte Zellen. In einem weiteren Schritt bindet ein
fluoreszenmarkierter Antikorper an die spezifischen RVFV Antikorper aus der Probe, die im
Fluoreszenzmikroskop dann sichtbar gemacht werden (Petrova et al., 2020). Der serologische
Goldstandard ist der Virusneutralisationstest, bei dem neutralisierende Antikérper aus der
Probe die Virusreplikation in Zellkultursystemen spezifisch hemmen. Er ist jedoch mit 5- 7
Tagen Dauer sehr zeitaufwendig und kann nur in speziell ausgestatteten Laboren durchgefiihrt
werden (Fafetine et al., 2007).

Der molekulare Nachweis erfolgt tber die reverse transcriptase PCR (RT- PCR), bei welcher
die virale RNA nachgewiesen wird. Die RT- PCR ermdglicht einen hohen Probendurchsatz
und eine hohe Sensitivitdt. Jedoch konnen die viralen Nukleinsduren nur wahrend der
virdmischen Phase nachgewiesen werden, die bei Sdugetieren etwa 7- 8 Tage andauert (Bird
et al.,, 2009; Pepin et al., 2010). Eine weitere Mdglichkeit des Nachweises ist die
histopathologische Methode, bei welcher zum Beispiel die Leber auf spezifische Lasionen hin
untersucht wird oder immunhistopathologische Arbeiten, bei denen im Gewebe virale
Antigene mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden (Wright et al., 2019). Welche
Methode man flir den Nachweis von RVFV verwendet, hangt vom Zeitpunkt der
Probenahme, der Ausstattung des Labors, dem Krankheitsverlauf und generell der
diagnostischen Fragestellung ab. Ist der Zeitpunkt der Infektion unbekannt, ist es am
sinnvollsten eine Kombination aus molekularen und serologischen Tests anzuwenden
(Petrova et al., 2020). All diese Methoden missen unter Laborbedingungen durchgefiihrt
werden. Schnelltests zum Nachweis des RVFV sind in der Entwicklung, jedoch noch nicht im
Handel (Hartmann, 2017). Gerade Schnelltests konnen jedoch einige Nachteile der
konventionellen diagnostischen Methoden umgehen, die einen hohen Zeit- und
Kostenaufwand erfordern durch teure Analysegerdate und einen hohen Bedarf an fachlich
qualifiziertem Personal. Ein Lateral- Flow- Assay, welcher in dieser Arbeit hergestellt wird,
kann unter normalen Bedingungen von Laien durchgefiihrt werden und liefert sehr schnell ein
einfach abzulesendes Ergebnis. Dies ist gerade in La&ndern Afrikas von grof3er Bedeutung, um
eine Ausbreitung des Virus in der Bevolkerung oder einer Tierpopulation zu verhindern und

ein rechtzeitiges Eingreifen zu erméglichen.



2.2 Real- Time PCR

Die RT- PCR gehort zu den molekularen Testmethoden, bei welcher die Nukleinsauren des
Virus nachgewiesen werden. Dieses Verfahren ist sinnvoll wéahrend der Virdmie, wobei eine
quantitative RT- PCR eine genaue Diagnose mit hoher Sensitivitat und Spezifitat ermdglicht.
Fur die RT- PCR sind mehrere kommerzielle Kits im Handel erhdltlich (Petrova et al., 2020).
In dieser Arbeit wurde eine in- house RT- PCR mit den Primern und Sonden nach Bird et al.
durchgefiihrt, wobei das kommerziell erhéltliche Kit ,,QuantiTect® Probe RT-PCR Kit (200)*
der Firma Qiagen verwendet wurde. Die PCR l&uft in fiunf Stufen unterschiedlicher
Temperaturen ab. Wahrend der ersten Stufe erfolgt die reverse Transkription, bei welcher die
Virus- RNA in DNA umgeschrieben wird. In Stufe zwei wird die reverse Transkriptase
inaktiviert. In der nachsten Stufe erfolgt die Denaturierung der DNA, bei welcher der
Doppelstrang zu zwei Einzelstrangen aufgetrennt wird. Nach der Denaturierung lagern sich
die Primer in der Annealing- Phase an die entsprechenden DNA- Sequenzen an. Im letzten
Schritt, der Elongation, wird durch die Polymerase der DNA- Strang vervollstandigt und
amplifiziert. Stufe 3 bis 5 wird 44 Mal durchgefuhrt, es ergeben sich demnach 44 Zyklen. Die
Messung des Ergebnisses ist fluoreszenzbasiert, es wird also ein Fluoreszenzfarbstoff (FAM)

zur Quantifizierung verwendet (Bird et al., 2007).

2.3 Sandwich ELISA

Beim Sandwich ELISA wird das Antigen von zwei Antikérpern an verschiedenen Epitopen
gebunden. Dazu wird die ELISA-Platte mit dem primédren Antikorper (,,Capture Antibody*)
beschichtet und anschliefend mit der zu untersuchenden Probe (zum Beispiel Antigen oder
Virus) inkubiert. Danach erfolgt die Inkubation mit dem sekundédren Antikorper (,,Detection
Antibody*), der in der Regel mit einem Enzym konjugiert ist und eine quantitative
Auswertung ermoglicht. In Abbildung 1 erkennt man das Schema eines solchen ELISA,
wobei das Substrat von dem an den sekundaren Antikdrper gekoppelten Enzym umgesetzt

wird, was zu einem Farbumschlag fihrt.
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Abbildung 1: Schema eines Sandwich- ELISA (Molecular Devices, 2023)

In dieser Arbeit wurde ein Sandwich- ELISA, modifiziert nach Bormann durchgefuhrt, bei
welchem als Capture Antibody die monoklonalen Antikdrper (mAB) Gn32 und NP107
dienten. Als Probe diente sowohl das entsprechende Gn- und NP- Antigen, als auch inaktive
und aktive RVF Virusstamme. Die sekunddren Antikorper Gn168 und NP9 wurden an ein
Enzym, die Meerrettich- Peroxidase, gekoppelt und dienten als Detection Antibodys. Durch
Zugabe eines Substrates, welches vom gekoppelten Enzym umgesetzt wird, entsteht ein

messbarer Farbumschlag, welcher im Photometer quantifiziert wird (Bormann, 2018).

2.4 Lateral- Flow- Assay

Der Lateral- Flow- Assay (LFA) oder auch Lateral- Flow- Immunoassay ist ebenfalls eine
Methode, die sich die Antikorper- Antigen- Bindungen zunutze macht. Er ist ein einfacher
tragbarer Test und kann direkt vor Ort durchgefuhrt werden (Point- of- care- test). Die
Durchfiihrung muss demnach nicht im Labor erfolgen (Chotithammakul et al., 2021). Der
LFA findet in verschiedenen diagnostischen Bereichen Anwendung und wird im Bereich der
Biomedizin, Landwirtschaft und Umwelt- und Lebensmittelwissenschaft angewandt
(Koczula, Gallotta, 2016). Eine der bekanntesten Anwendungen ist der Schwangerschaftstest.
Doch auch zum Nachweis von Krankheitserregern und Kontaminationen, als Drogentest oder
zur Erkennung von Organversagen wird er herangezogen. Auch in der Lebensmittelindustrie
wird diese Methode zum Nachweis von toxischen Verbindungen in Lebens- oder
Futtermitteln verwendet (Fahlandt, 2016). Der LFA ist grundsétzlich ein papierbasiertes
Analysesystem, bei dem das Ergebnis nach 5- 30 min ohne weitere Hilfsmittel abgelesen
werden kann. Abbildung 2 veranschaulicht das Funktionsprinzip eines LFA.
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Abbildung 2: Schema eines Lateral- Flow- Assays (Koczula, Gallotta, 2016)

Die Probe bewegt sich dabei durch Kapillarkrafte durch die verschiedenen Bereiche des
Polymerstreifens, an welchen Molekiile gebunden sind, die mit dem Analyten reagieren. Dazu
wird die Probe auf das Sample Pad gegeben, wodurch der ,laterale Fluss® des
Probenmaterials in Laufrichtung beginnt und zu dem Konjugatpad (in Abb. 2 Conjugate
release pad) gelangt und es Uberstrémt. Dieses enthélt spezifische Antikorper, welche an
farbige Partikel gebunden sind, in diesem Fall kolloidales Gold. Die Probe bindet an den
markierten Antikorper und der Komplex aus beidem wandert tiber die Membran, welche auf
einer Backing card fixiert ist. Die Membran besteht meist aus Nitrozellulose. Auf dieser ist
auf Hohe der Testlinie ein zweiter Antikorper fixiert, an welchen der Antigen- Antikdrper-
Komplex bindet, wodurch dieser an der Stelle angereichert wird und ein sichtbares Signal
produziert. Die Kontrolllinie zeigt an, dass der Teststreifen ordnungsgemal funktioniert. Die
groRte Schwierigkeit beim Herstellen eines solchen LFA besteht in der optimalen Einstellung

aller verschiedenen Komponenten und Materialien (Koczula, Gallotta, 2016).
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Gerate und Chemikalien

In Tabelle 1 sind alle Gerate und Materialien aufgelistet,

Arbeit relevant waren.

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Materialien

welche fir die Versuche dieser

Gerat/ Material

Modellbezeichnung

Hersteller

Herstellersitz/
Land

Mikrotiterplatte Nunc- Immuno™ 96 | ThermoFisher Waltham/ USA
MicroWell™MaxiS | Scientific
orpTM

ELISA- Washer HydroFlex™ Tecan Ménnedorf/
Mikroplatten Schweiz
Washer

ELISA- Reader Infinite® 200 Pro Tecan Ménnedorf/

Schweiz
Sicherheitswerkbanke Safe 2020 1.8 ThermoFisherScienti | Waltham/ USA
fic

Heraeus Kendro HS Hanau/

12 Heraeus Deutschland

Préazisionswaage M- power AZ3102 Sartorius Gottingen/
Deutschland

Analysenwaage M- pact AX224 Sartorius Gattingen/
Deutschland

Zentrifuge Centrifuge 5430 R Eppendorf Hamburg/
Deutschland

Dialysemembran ZelluTrans 12,0 Roth® Karlsruhe/

Art Nr: E672.1;
MWCO: 12000-
14000 Dalton

Deutschland

Spektrophotometer Nanodrop 2000 ¢ ThermoFisher Waltham/ USA
Scientific
Peroxidase- Kit EZ- Link™ Plus ThermoFisher Waltham/ USA

Activated
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Peroxidase Kit Scientific
LFA- Membran Hi- Flow™ Plus 180 | Merck Millipore Burlington/
Membrane Cards USA
LFA- Konjugatpad Glass Fiber Merck Millipore Burlington/
Conjugate Pad USA
LFA- Sample Pad/ Cellulose Fiber Merck Millipore Burlington/
Absorbent Pad Sample Pad USA
Filterréhrchen fiir Amicon Ultra-15 Merck Millipore Burlington/
Aufkonzentrierung Zentrifugen USA

Filtereinheiten

PCR Cycler CFX96™ Real- Bio- Rad Hercules/ USA
Time System
PCR- Platten Perfect Spin P VWR International- | Radnor/ USA
Zentrifuge Peglab
Zentrifuge fir RNA- Centrifuge 5430 R Eppendorf Hamburg/
Extraktion Deutschland
RNA- Extraktionskit QlAamp® Viral Qiagen Venlo/
RNA Mini Kit (50) Niederlande
gPCR- Kit QuantiTect® Probe | Qiagen Venlo/
RT-PCR Kit (200) Niederlande

Tabelle 2 enthélt alle relevanten Chemikalien, welche fir die einzelnen Versuche verwendet

wurden.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Artikelnummer Hersteller Herstellersitz/
Land

Tween® 20 9127.1 Roth® Karlsruhe/

(Polyoxyethylen(20)- Deutschland

sorbitan-monolaurat)

BSA (Bovines 0163.4 Roth® Karlsruhe/

Serumalbumin), Deutschland

biotinfrei

ABTS (2,2-Azino-di(3- 002024 ThermoFisher Waltham/ USA

ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsaure))

Scientific
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SDS 2326.2 Roth® Karlsruhe/
(Natriumdodecylsulfat) Deutschland
Gold Colloid 40 nm EM.GC40 BBI Solutions Crumlin/ UK
Goat Anti- Mouse 1gG BA-9200 Vector Newark/
Deutschland

3.1.2 Reagenzien und Ldsungen fur den Sandwich ELISA

Um den PBS- Puffer herzustellen, wurden 8 g Natriumchlorid, 0,2 g Kaliumchlorid, 0,2 g
Kaliumdihydrogenphosphat und 1,15 g Di- Natriumhydrogenphosphat Dihydrat eingewogen
und mit Reinstwasser auf 1 | aufgefullt. Der 0,05 molare Carbonatpuffer wurde hergestellt,
indem 4,201 g Natriumhydrogencarbonat und 5,3 g Natriumcarbonat eingewogen, und mit
Reinstwasser auf 1 | aufgefillt wurden. Der Waschpuffer bestand aus PBS mit 0,05 % Tween
® 20. Fur die Blockierungslosung wurden 2 % BSA (bovines Serum Albumin) in PBS gel6st.
Fur die Stopplésung wurde eine 1 %- ige Losung von Natriumdodecylsulfat (SDS) in
Reinstwasser hergestellt. Das ABTS, welches als Substratldsung fungierte, war eine

gebrauchsfertige Ldsung.

3.1.3 Reagenzien und Loésungen ftr den LFA

Fur den Boraxpuffer (100 mM) wurden 9,53 g Natriumtetraborat in einem 250 ml
Messkolben eingewogen und mit Reinstwasser auf 250 ml aufgefillt. Fir die BSA in PBS-
Lésung mit 10 mg/ ml wurden 0,5 g BSA eingewogen und mit PBS auf 50 ml aufgefillt. Um
die 1 mg/ ml BSA in PBS Loésung herzustellen, wurden 0,05 g BSA eingewogen und
ebenfalls auf 50 ml aufgefillt. AuBerdem wurde eine Kaliumcarbonatldsung mit 100 mM

angesetzt. Des Weiteren wurden folgende Antikorper, Antigene und Virusstdmme verwendet:
Primare monoklonale Antikdrper:
anti- RVFV Gn mAB 32 (Gn 32)

anti- RVFV NP mAB 107 (NP 107)
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Sekundare monoklonale Antikorper:

anti- RVFV Gn mAB 168 (Gn 168)

anti- RVFV NP mAB 9 (NP 9)

rekombinante Proteine/ Antigene:

Gn Protein (Konzentration: 92 pg/ ml)

NP Protein (Konzentration: 4,365 mg/ ml)

Gc RVFV (Konzentration: 82 pg/ ml, Negativkontrolle)
Modifizierte Virusimpfstamme:

MP12 RVFV, Clone 13 RVFV (Proben)

Batai Virus, Bunyamwera Virus (Negativkontrollen)
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3.2 Dialyse der Antikodrper und Konzentrationsbestimmung

Fur die Durchfiihrung der Versuche mussten zuerst die zu verwendenden monoklonalen
Antikdrper mittels Dialyse aufgereinigt werden. Um die Gn- Antikérper zu dialysieren, wurde
Reinstwasser in Bechergldsern auf 4 °C gekuhlt. Waé&hrenddessen wurden die
Dialyseschlduche in Reinstwasser fir 20 min eingeweicht. Anschlielend wurden die
Schlduche in dem Wasser gespiilt und die unteren Enden mit Klammern verschlossen. Die
Antikdrper- Losungen wurden mit Pipetten in die Schlduche gefiillt, wobei der erste Schlauch
den Antikorper ,,anti- RVFV Gn mAB 168“ (Gn 168), wéhrend der zweite den Antikdrper
»anti- RVFV Gn mAB 32 (Gn 32) beinhaltete. Die Antikorper lagen als Zellkulturiiberstand
(ZKU) mit verschiedenen Konzentrationen vor, weshalb nach der Dialyse eine
Konzentrationsbestimmung vorgenommen werden musste. Die beflllten Schlauche wurden
auch am oberen Ende mit Klammern verschlossen, in die Becherglaser gelegt und fir
mindestens 24 h bei 4 °C unter Rihren dialysiert. Wahrend der 24 h wurde das Reinstwasser
in den Bechergldsern zwei Mal ausgetauscht. Nach der Dialyse wurden die Antikorper-
Losungen entnommen und in 5 ml SchraubgefaBe tberfiihrt. Die Konzentrationen wurden
mittels Nanodrop 2000 bestimmt, wobei der Blindwert aus Reinstwasser bestand. Die

gemessenen Werte sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Konzentrationen der Gn- Antikérper nach Dialyse

Arithmetisches Mittel

Antikorper-
Bezeichnung

Messung 1 in mg/ ml

Messung 2 in mg/ ml

in mg/ mi

Gn 32

1,30

1,26

1,28

Gn 168

311 3,13 3,12

Die Gn 32- Antikorperlésung wurde mit Reinstwasser auf eine Konzentration von 1 mg/ ml
eingestellt und bei 4 °C gelagert.

Die gleiche Prozedur wurde flr die NP- Antikdrper ,,anti- RVFV NP mAB 107¢ (NP 107)
und ,anti- RVFV NP mAB 9“ (NP 9) wiederholt. Diese Ldsungen verschiedener
Konzentrationen wurden wie bei dem Gn- Antikérper zusammengefihrt, dialysiert und die

entstandene Konzentrationen gemessen. Es ergaben sich folgende Werte im Nanodrop 2000:
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Tabelle 4: Konzentrationen der NP- Antikorper nach Dialyse

Antikdrperbezeichnung

Messung 1 in mg/ ml

Messung 2 in mg/ ml

Arithmetisches Mittel
in mg/ ml

NP 107

1,06

1,05

1,06

NP 9

2,13

2,19

2,16

Da die Konzentration des NP 107 Antikorpers, in Tabelle 4 zu sehen, bereits etwa 1 mg/ ml
betrug wurde dieser nicht weiter verdunnt. Dieser, sowie der Gn 32 wurden als primare

Antikorper im ELISA verwendet.

3.3 Peroxidase- Kopplung

Um von der Gn 168- Antikorperldsung eine Konzentration von 1 mg/ ml zu erhalten, mussten
etwa 320 pl der Losung auf 1 ml mit Reinstwasser aufgefullt werden. Diese 320 pl wurden in
ein 1,5 ml Eppi pipettiert und fur die Peroxidase- Kopplung bei -70 °C tiefgefroren. Am
néchsten Tag wurde der gefrorene Antikorper fur 2,5 h lyophilisiert. Fir die Kopplung des
Antikdrpers an das Enzym Peroxidase wurde das EZ- Link™ Plus Activated Peroxidase Kit
verwendet. Zuerst wurde das feste PBS in eine 500 ml Flasche gegeben und anschliel3end mit
500 ml Reinstwasser gelost. Dies wurde flr den Gebrauch bei 4 °C gelagert.

Zu dem gefriergetrockneten Antikorper wurde 1 ml der PBS- Lésung gegeben. Zu der bereits
in 1 mg Portionen abgefullten lyophilisierten Peroxidase wurden 100 pl Reinstwasser
gegeben. Die Antikdrper- PBS- Losung wurde dann zu der Peroxidase gegeben. Unter einem
Abzug wurden sofort 10 pl Natriumcyanoborhydrid dazugegeben und fur 1 h bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach wurden 20 pl Léschpuffer dazugegeben und fur 15
min bei RT inkubiert. Das fertige Konjugat wurde bei 4 °C gelagert.

Dieselbe Durchfiihrung wurde fir den NP 9 Antikorper wiederholt. Da bei diesem die
Ausgangskonzentration mit 2,16 mg/ ml niedriger lag als die des Gn 168 Antikorpers mit
3,116 mg/ ml, wurden fir die Peroxidase- Kopplung 463 ul des Antikorpers eingefroren und
lyophilisiert. Nach der Zugabe von 1 ml PBS betrug die Konzentration daraufhin ebenfalls 1

mg/ ml.
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3.4 Sandwich- ELISA

Um zu prifen, ob die Bindung von Antikérper an die entsprechenden Antigene funktioniert,
wurde im Vorfeld ein Sandwich- ELISA durchgefuhrt. Als primérer Antikorper, mit dem die
Platte beschichtet wurde, wurde der Gn 32 Antikorper mit einer Konzentration von 1 mg/ ml
genutzt. Als Probe, beziehungsweise Antigen, wurde das Gn- Antigen mit einer
Konzentration von 92 pg/ ml verwendet. Als sekundarer Antikérper wurde der Peroxidase-
gekoppelte Gn 168 mit einer Ausgangskonzentration von 1 mg/ ml genutzt. Zuerst wurde die
Platte mit 200 pl pro well des priméren Antikdrpers beschichtet, wobei dieser in einer Halfte
der Platte 1/ 100 und in der anderen Halfte 1/ 500 in 50 mM Carbonatpuffer (Coatpuffer)
verdunnt wurde. Fir die Positivkontrollen wurde die Platte direkt mit dem Antigen statt des
priméren Antikorpers beschichtet. Das Antigen wurde dazu einmal 1/ 10 und einmal 1/ 100
mit dem Carbonatpuffer verdiinnt, woraus sich Konzentrationen von 9,2 pg/ ml und 0,92 g/
ml ergaben. Die Platte wurde (ber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nichsten Tag folgte ein
Waschschritt, bei dem die wells der Platte drei Mal mit jeweils 300 pl Waschpuffer gespdilt
wurden. Um freie Bindungsstellen auf der Platte zu blockieren, wurden danach 200 pl pro
well der Blockierungsldsung aufgetragen und fir 1 h bei RT inkubiert. Darauf folgte ein
weiterer Waschvorgang. Nach dem Waschen wurden 150 pl der entsprechenden Antigen-
Verdiunnungen in die wells gegeben, wobei hier die Verdiinnungen 1/2, 1/ 5, 1/ 10, 1/ 100, 1/
1000 und 1/ 10000 in PBS eingesetzt wurden. Bei den Positivkontrollen, welche bereits mit
Antigen beschichtet waren, wurde stattdessen nochmal die Blockierungsldsung in die wells
gegeben, damit diese nicht austrocknen. Als Negativkontrollen diente das NP- Antigen,
welches auf eine Konzentration von 9,7 pg/ ml mit PBS verdinnt wurde, um eine &hnliche
Konzentration wie die des Gn- Antigens zu erhalten. Als Blindwert wurde nur PBS- Puffer
verwendet. Alle Verdiunnungsstufen, sowie Positiv- und Negativkontrolle und Blindwert
wurden in Doppelbestimmung aufgetragen. Die Platte wurde wieder fiir 1 h bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation erfolgte wieder ein Waschvorgang. Danach wurden je 150 pl des 1/ 100
in PBS verdunnten sekundéren enzymgekoppelten Antikorpers in die wells gegeben und fur 1
h bei RT inkubiert. Es folgte ein letzter Waschschritt, nach welchem je 100 pl der
Substratlosung (ABTS) in die wells pipettiert wurden. Die Platte wurde fir 25 min im
Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend mit je 100 ul Stopplésung gestoppt und
bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenldénge von 620 nm gemessen.
Bei der zweiten Platte mit den NP- Antikdrpern und Antigenen wurde die Platte wieder mit
dem primaren Antikérper (NP 107) in den Verdinnungsstufen 1/100 und 1/ 500 beschichtet,

19



wobei auch hier die Ausgangskonzentration 1 mg/ ml betrug. Der Peroxidase- gekoppelte
sekundare Antikorper NP 9 hatte ebenfalls die Ausgangskonzentration von 1 mg/ ml, was
durch die 1/ 100 Verdinnung eine Konzentration von 10 pg/ ml ergab. Fir die
Positivkontrollen wurden die wells entsprechend direkt mit dem NP- Antigen beschichtet.
Hier wurde die Ausgangskonzentration von 4365 pg/ ml soweit verdinnt, dass dhnliche
Konzentrationen wie bei den Positivkontrollen der ersten Platte verwendet wurden. Die
Konzentrationen der Positivkontrollen betrugen nach der Verdinnung 9,7 pug/ ml und 0,97 pg/
ml. Das Antigen, welches nach dem Blockieren auf die Platte gegeben wurde, wurde zuerst 1/
45 vorverdinnt, da es dadurch mit 97 pg/ ml eine dhnliche Ausgangskonzentration wie das
Gn- Antigen aufwies. AnschlieBend wurden dieselben Verdiinnungsstufen wie bei dem Gn-
Antigen verwendet (1/ 2, 1/ 5, 1/ 10, 1/ 100, 1/ 1000, 1/ 10000). Als Negativkontrolle diente
das Gn- Antigen in einer Konzentration von 9,2 pg/ ml. Fir den Blindwert wurde wieder
PBS- Puffer verwendet.

Um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten und zu festigen, wurden beide ELISA- Tests
einmal wiederholt, wobei zusétzlich zu den Verdinnungsstufen der Antigene noch eine
unverdinnte Stufe hinzukam. AuBerdem wurden alle Antigen- Verdinnungen als
Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

Um zu prifen, ob der ELISA- Test auch fur den Nachweis von Virusstdmmen in
Zellkulturtiberstand geeignet ist, wurde im ndchsten Schritt die Methode mit inaktiviertem
Virusstamm (MP 12) durchgefiihrt. Zur Inaktivierung wurden 2 ml des ZKU mit 2 ml PBS
plus 1 % Tween ® 20 gemischt und fur 1 h bei 56 °C erhitzt.

Die eine Hélfte der Kavitaten wurde mit dem Gn 32 Antikorper (1 mg/ ml) in einer
Verdinnung von 1/ 100 in Coatpuffer und die andere Héalfte mit dem NP 107 Antikorper (1
mg/ ml) in einer Verdinnung von 1/ 500 in Coatpuffer, beschichtet. Von dem MP 12- Stamm
wurde eine Verdinnungsreihe in 10er Schritten (1/ 10, 1/ 100, 1/ 1000, 1/ 10000) angefertigt,
wobei die ersten Kavitaten mit unverdunnter Losung gefillt wurden. Als Positivkontrollen
diente auf der Gn- Hélfte das Gn- Antigen (92 pg/ ml) in einer 1/ 10 Verdunnung in PBS (9,2
pg/ ml) und auf der NP- Seite das NP- Antigen (4365 pg/ ml) in einer 1/ 450 Verdinnung in
PBS (9,7 ug/ ml). Als Blindwert wurde wieder PBS verwendet. Als Negativkontrolle wurde
ZKU, welcher keinen Virus enthalt, unverdiinnt verwendet.

Der gleiche ELISA- Test wurde mit nicht inaktiviertem MP 12- Stamm wiederholt, wobei die
Verdinnungen und Kontrollen dieselben waren, wie bei der Platte mit dem inaktivierten
Stamm. Da das Material potentiell infektios ist, wurde dieser Versuch unter einer
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt.
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3.5 Herstellung des Goldkonjugates

Fur die Herstellung des Goldkonjugates wurden im Vorfeld mehrere Versuchsansatze
durchgefuhrt, um die richtigen Reagenzien und Volumina einzustellen. Dazu wurden
verschiedene Anleitungen nach Choi et al., Wang et al. und Bormann herangezogen. Eine
Fusionierung der Anleitungen nach Choi und Bormann fuhrte zum gewdinschten Ergebnis,
sodass diese beiden Anleitungen modifiziert angewandt wurden. Zunéchst wurde 1 ml der
kolloidalen Goldlésung mit der 100 mM Kaliumcarbonatlésung auf einen pH- Wert von 9
eingestellt. Es wurden 10 pl des sekundéren Antikorpers (Gn 168 1 mg/ ml in PBS/ NP 9 1
mg/ ml in PBS) dazugegeben und die Losung auf dem Vortexer durchmischt. Dann wurden
100 pl Boraxpuffer dazugegeben und die Losung fiir 30 min auf dem Schattler bei RT bei 750
rpm inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl 10 % BSA in Boraxpuffer dazugegeben und
wieder auf dem Schittler bei gleichbleibenden Parametern inkubiert. Im nédchsten Schritt
wurde das Konjugat bei 8800 rpm und 4 °C fir 60 min in der Klimazentrifuge zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 1 ml 5 % Saccharose- 1 % BSA- 0,5 %
Tween 20 in PBS- Losung resuspendiert. Das Goldkonjugat wurde nochmal auf dem Vortexer

gemischt und bei 4 °C gelagert.

3.6 Durchfuhrung des LFA

Die primdren Antikorper, welche zur Erstellung der Testlinien auf den Streifen genutzt
wurden, mussten zundchst aufkonzentriert werden. Dazu wurden 500 pl des Gn 32 (1 mg/
ml), sowie des NP 107 (1 mg/ ml) gefriergetrocknet. In Abbildung 3 sieht man die Struktur
der Antikorper nach der Lyophilisation. Diese ist blattrig transparent und schillert leicht in

verschiedenen Farben.
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Abbildung 3: Gefriergetrockneter Antikorper

AnschlieRend wurden die gefriergetrockneten Antikorper in 50 pl Natriumcarbonatldsung 50
mM gel0dst, sodass eine Konzentration von 10 mg/ ml entstand. Der Anti- Mouse- 1gG-
Antikorper fiir die Kontrolllinie wurde zundchst, da es sich um 1,5 mg Feststoff handelte, mit
1,5 ml Reinstwasser gelost (ergab 1 mg/ ml) und anschlieRend 1/ 10 in 50 mM
Natriumcarbonatlosung verdiunnt. Die Membran wurde fir die Teststreifen in 6,0 cm x 0,6 cm
Streifen geschnitten. Das Konjugatpad wurde auf die Malte 2,0 cm x 0,6 cm zugeschnitten,
das Sample Pad auf 1,7 cm x 0,6 cm und das Absorbent Pad auf 4,0 cm x 0,6 cm. Von dem
priméren Antikérper wurden 2,5 ul mit der Pipette auf die Membran aufgetragen. Von dem
Anti- Mouse- 1gG- Antikdrper wurden ebenfalls 2,5 ul etwa einen cm (ber der Testlinie
aufgetragen. Die Membran wurde 5 min bei RT vorgetrocknet und im Anschluss fir 1 h bei
36 °C getrocknet. Danach wurde die Membran mit 1 % BSA in PBS fur 30 min bei RT
geblockt. Im Anschluss wurde die Membran mit Reinstwasser abgespult und zum Trocknen
uber Nacht auf Pipettenspitzen gelegt und bei RT getrocknet.

Das zugeschnittene Konjugatpad wurde mit einer sterilen Pipette in die Goldkonjugatldsung
getaucht und vollstandig vollgesogen. AnschlieBend wurde es genau wie die Membran auf
Pipettenspitzen gelagert Gber Nacht bei RT getrocknet.

Am néchsten Tag wurde der LFA zusammengebaut. Daflir wurden die Klebestreifen ober-
und unterhalb der Membranfldche entfernt und zuerst das Konjugatpad etwa 1 mm
membrantberlappend aufgeklebt. Dartiber wurde das Sample Pad aufgebracht, welches
einerseits an der ubrigen Klebeflache haftet und durch das Auftragen der Probe an das
Konjugatpad klebt. Auf der anderen Seite (oben) wurde das Absorbent Pad, ebenfalls 1 mm

membrandberlappend, aufgeklebt. Zum Schluss wurden 200 ul Probe aufgetragen und
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gewartet, bis diese durchgelaufen und ein  Ergebnis zu sehen  war.
Als Probe dienten zundchst die entsprechenden Gn- und NP- Antigene. Diese wurden in
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, wobei PBS als Diluent diente.

Nach den Versuchen mit den Antigenen als Probe wurden die LFAs mit inaktivem und
aktivem MP12- und Klon 13- Stammen durchgefiihrt. Diese ZKU wurden fir die
Testdurchfuhrungen 1/ 2 in PBS verdlnnt. Da die aktiven Stamme potentiell humanpathogen
sind, wurde diese Arbeit unter der Sicherheitswerkbank durchgefihrt.

Als Negativkontrollen fir die Virusstimme wurden zwei andere aktive Virusstimme in ZKU
(Batai- Virus und Bunyamwera- Virus), ebenfalls 1/ 2 in PBS verdiinnt, sowie virusfreies
Medium verwendet.

Als Negativkontrolle fur die Antigene wurde ein anderes Antigen beziehungsweise

Glycoprotein, Gc, als Probe verwendet.

3.7 Virusanzucht und Aufkonzentrierung

Da die ZKU, die in den LFA als Probe dienten recht gering konzentriert sind, wurden beide
Virusstamme neu angezichtet und aufkonzentriert. Dazu wurden Vero 76 Zellen verwendet,
welche bereits 69 Mal passagiert wurden. Bei diesen Zellen handelt es sich um Nierenzellen
der afrikanischen griinen Meerkatze, welche die am h&ufigsten verwendete Zelllinie fir die
Anzucht von Viren darstellt (Kiesslich, Kamen, 2020). Diese Zellen stellte die Zellbank des
FLI zur Verfugung. Sie lagern in Cryorohrchen in flussigem Stickstoff und werden fur den
Gebrauch aufgetaut und in 37 °C warmem Medium in Flaschen angeséat. Bei dem Medium
handelt es sich um ZB 5 Medium mit 10 % fotalem Kalberserum (FKS). ZB 5 lag als
gebrauchsfertige Losung vor und besteht aus 5,32 g Hank’s Salzen, 4,76 g Earles® Salzen,
1,25 g Natriumhydrogencarbonat, 10 ml nichtessentielle Aminosduren und 120 mg
Natriumpyruvat auf 1 |. Das FKS dient als Né&hrstoffzusatz, wobei das 10 %- ige zur
Vermehrung und 2 %- iges FKS zur Erhaltung der Zellen eingesetzt wird. Nach etwa 24 h
wird das Medium mit eventuell vorhandenen toten Zellen abgesaugt und durch frisches
Medium ausgetauscht. Dann wartet man, bis sich ein dichter Zellrasen bildet. Wenn dies
geschehen ist, mussen die Zellen passagiert werden.

Dazu wurde das Medium der Vero 76 Zellen, welche in einer T25 Flasche vorlagen,
abgesaugt und die Flasche 2 Mal mit etwa 3 ml PBS ausgewaschen. Danach wurde 1 ml
ATV-D in die Flasche gegeben und geschwenkt. AnschlieRend wurden 0,5 ml wieder
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abgesaugt, sodass 0,5 ml ATV-D (brig blieben, welches die Zellen benetzt. Die Flasche
wurde fir 3 min bei 37 °C in den Brutschrank gestellt. Das ATV sorgt in dieser Zeit daftr,
dass sich die Zellen vom Flaschenboden Idsen und vereinzeln, wobei das D fir eine doppelte
Konzentrierung steht. Es ist eine fertige Losung und besteht aus 8,5 g Natriumchlorid, 0,4 g
Kaliumchlorid, 1,0 g Dextrose, 0,58 g Natriumhydrogencarbonat, 1,0 g Trypsin (1/250) und
0,2 g EDTA auf 1 I. Danach wurden die Zellen durch Klopfen vom Boden gel6st und 4,5 ml
Medium in die Flasche gegeben und geschwenkt. In funf neue Flaschen wurde jeweils 1 ml
der Zellsuspension und 7 ml Medium gegeben. Die Flaschen wurden mehrere Tage bei 37 °C
im Brutschrank gelagert, bis sich ein dichter Zellrasen bildete. Fur die Virusanzucht wurde
das alte Medium abgesaugt und 1 ml ZB 5 mit 2 % FKS und Penicillin und Streptomycin in
jede Flasche gegeben. Die Konzentration des Penicillins betrug dabei 1 pl pro 1 ml Medium
und die des Streptomycins 0,5 pl pro 1 ml Medium. AnschlieBend wurde in zwei Flaschen je
100 pl des MP12 ZKU gegeben und in zwei weitere Flaschen je 100 pl des Klon 13 ZKU.
Die funfte Flasche wurde nicht mit Virus beimpft und diente als Negativkontrolle. Es erfolgte
eine Inkubation bei 37 °C fur 1 h. In dieser Zeit wurden die Flaschen 4 Mal geschwenkt. Nach
der Inkubation wurden in jede Flasche 9 ml Medium mit 2 % FKS und den beiden Antibiotika
gegeben. Dann wurden die Flaschen bei 37 °C gelagert und jeden Tag der cytopathische
Effekt unter dem Mikroskop kontrolliert. Bereits nach 4 Tagen konnte der ZKU der mit MP12
infizierten Zellen geerntet werden. Die Klon 13 Zellen wurden nach 7 Tagen geerntet. Durch
das Mikroskop war bei beiden Virusstammen zu dem Zeitpunkt der Ernte der zytopathische
Effekt gut sichtbar.
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Abbildung 4: Negativkontrolle Zellzucht Tag 4

In Abbildung 4 erkennt man die Negativkontrolle, also Zellen, welche nicht mit Virus infiziert

wurden. Es ist deutlich ein dichter gleichmaRiger Zellrasen zu erkennen.

Abbildung 5: MP12- Zellen Tag 4

25



Abbildung 6: Klon 13 Zellen Tag 4

In Abbildung 5 erkennt man die Zellen, welche mit MP12 infiziert wurden, vier Tage nach
dem Animpfen. Bei den Zellen ist ein deutlicher zytopathischer Effekt zu sehen, was an den
Lochern im Rasen ersichtlich ist, sodass sie an Tag 4 nach Infektion geerntet werden konnten.
Die Zellen, die mit Klon 13 infiziert worden waren (Abb. 6), zeigten keinen so starken
zytopathischen Effekt, sodass sie erst vier Tage spater geerntet wurden. Fir  die  Ernte
wurden die anhaftenden Zellen mit einem Scraper abgekratzt und das Medium mit den
geldsten Zellen abgesaugt und in 15 ml Falcons tberfuhrt und bei -20 °C eingefroren.

Fur die Aufkonzentrierung der ZKU wurden diese aufgetaut und jeweils 10 ml der
Suspensionen in ein Amicon Ultra- 15 Filterrohrchen gegeben. Anschlieend wurden diese
bei 3320 g fur 40 min bei 4 °C zentrifugiert. Anschlieend wurde neue Suspension zugegeben
und wieder zentrifugiert. Das Ganze wurde wiederholt, bis die ursprunglichen etwa 20 ml
Suspension pro Virusstamm auf 2 ml aufkonzentriert waren. Die Virussuspensionen wurden
demnach um den Faktor 10 aufkonzentriert. Fir die Konzentrationsbestimmung der
aufkonzentrierten Virus- ZKU, sowie der Ausgangs- ZKU wurde die quantitative Real- Time-
PCR durchgefiihrt.

26



3.8 RNA- Extraktion und PCR

Um genaue Konzentrationswerte zu erhalten, anhand welcher die verschiedenen ZKU der
Virusstamme verglichen werden kénnen, wurde von den verschiedenen Suspensionen eine
quantitative PCR durchgefihrt.

Dazu musste zundchst die RNA isoliert werden. Fir diese Isolierung wurde das RNA-
ExtraktionskitQlAamp® Viral RNA Mini Kit der Firma Qiagen verwendet. Zuerst wurde die
Carrier RNA in der AVL- Losung geldst. AnschlieRend wurden von dem Gemisch Aliquotes
von 560 pl in 2 ml Eppis angefertigt und eingefroren. Fur den Gebrauch wurden diese
Aliquotes fur 2 min bei 80 °C im Thermoblock aufgetaut. Dabei I6sten sich die ausgefallenen
Prézipitate. Danach wurden die Aliquotes auf dem Vortexer gemischt, kurz zentrifugiert und
5 min bei Raumtemperatur abgekuhlt. Zu diesen 560 pl wurden unter der Werkbank 140 pl
der Virussuspensionen gegeben, gemischt und ebenfalls kurz zentrifugiert. Die Proben
wurden 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden jeweils 560 pl 99,8 %- iger
Ethanol dazugegeben, gemischt und kurz zentrifugiert. Je 640 pl Probe wurde auf eine Saule
pipettiert und diese bei 8000 rpm fur 30 s bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und die Sdule in ein neues Tube aus dem Kit gestellt. Der Vorgang wurde
einmal wiederholt, wobei die restliche Menge der Proben auf die Sdulen gegeben wurde.
AnschlieBend wurden 500 pl AW1 Puffer auf die Sdule gegeben und wieder fiir 30 s bei 8000
rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen und die Sdule in ein neues Tube
eingesetzt. Es folgten 500 pl AW2 Puffer und eine Zentrifugation bei 13000 rpm fur 2 min.
Nachdem der Durchfluss wieder verworfen wurde und die Sdule in ein Eppi gesetzt wurde,
wurden 50 pul AVE Elutionspuffer auf die Saule gegeben und 1 min inkubieren gelassen. Das
Ganze wurde nochmals fiir 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert und anschlieRend die Saule
verworfen, da die extrahierte RNA sich nun im Durchfluss in dem Eppi befand. Dieser
Vorgang wurde fiir alle Proben durchgefiihrt. Es handelte sich um 8 verschiedene Proben und
eine Negativkontrolle.

Fur die Durchfuhrung der quantitativen Real- time PCR wurde das QuantiTect® Probe RT-
PCR Kit der Firma Qiagen verwendet. Der Mastermix wurde fiir 29 (circa 10% Uberschuss)

wells nach folgendem Pipettierschema in Tabelle 5 angesetzt.
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Tabelle 5: Pipettierschema fiir den PCR- Mastermix

Bestandteil Volumen in pl
QuantiTect Probe RT- PCR Master Mix 181,23

QiantiText RT Mix 3,63

RVFV- Mix 29

H20 76,13
Gesamtvolumen 290 (10 pl pro well)

Alle Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. VVon dem fertigen Master- Mix wurden
10 pl in jedes well pipettiert. AnschlieBend wurden 2,5 pl der entsprechenden Probe
dazugegeben. Die Platte wurde mit einer Folie versiegelt und kurz zentrifugiert. Danach
wurde die Platte in den PCR- Cycler gesetzt und die Analyse nach dem in Tabelle 6
aufgefiihrten Temperaturprogramm durchgefuhrt.

Tabelle 6: PCR- Cycler- Programm

Stufe Dauer Temperatur in °C

1 30 min 50

2 15 min 95

3 15s 95

4 30s 55 44
5 30s 72

Die Ergebnisse der PCR sind in Tabelle 7 aufgelistet.
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Tabelle 7: CT- Werte der PCR

Probe CT- Wert (arithmetisches Mittel der
Doppelbestimmung)

MP12- 1 20,50

MP12- 2 18,32

MP12- 3 15,94

MP12- 4 0,00

Klon 13- 1 20,61

Klon 13- 2 14,18

Klon 13- 3 14,20

Klon 13- 4 0,00
Negativkontrolle destilliertes Wasser 0,00
Negativkontrolle Medium 0,00

MP12- und Klon 13-1 stellen den Original- ZKU dar, Probennummer 2 die Konzentration der neu angeziichteten
Virusstamme vor der Aufkonzentrierung, Probennummer 3 die Konzentration nach der Aufkonzentrierung und

Probennummer 4 ist der Durchfluss der Aufkonzentrierung

Die CT- Werte einer PCR geben den Schnittpunkt der Amplifikationskurve mit der
Schwellenwertlinie an. Je niedriger der CT- Wert, desto hoher die Konzentration der
Probensequenz, da diese bereits nach wenigen PCR Zyklen in einer nachweisbaren Menge
vorhanden ist. Die Amplifikationskurve schneidet die Schwellenwertlinie also néher dem
Koordinatenursprung (Thermo Fisher Scientific, 2016). Der CT- Wert des MP12 nach der
Aufkonzentrierung sank um etwa zwei CT- Werte von 18,32 auf 15,94, wie man Tabelle 7
entnehmen kann. Die Konzentrierung war demnach erfolgreich. Der Durchfluss, sowie die
Negativkontrollen zeigten wie erwartet ein negatives Ergebnis. Bei der Klon 13-
Versuchsreihe ergab die neue Virusanzucht eine Erhdhung der Viruskonzentration, wie man
am Vergleich der CT- Werte von 20,61 fir den Original- ZKU mit 14,20 fir die neu
produzierten ZKU erkennen kann. Es kam jedoch zu keiner weiteren Aufkonzentrierung

durch die Membranfiltration.
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In der folgenden Abbildung 7 sind die zu der PCR gehdrenden Amplifikationskurven
dargestellt.

Amplification

2000 4

0 10 20 30 40
Cycles

Abbildung 7: Amplifikationskurven PCR

Die X- Achse gibt hier die Zyklen an, wahrend die Y- Achse das Fluoreszenzsignal des
Farbstoffes darstellt. Die Schwellenwertlinie ist parallel zur X- Achse zu erkennen. Die
Kurve, welche ebenfalls parallel zur X- Achse bei dem Y- Wert null verlauft, beinhaltet die
Negativkontrollen, sowie die Durchflisse. Man erkennt die gleichméRigen Abstande der
Kurven zueinander, was man bereits der Tabelle 7 entnehmen konnte, bei welcher die CT-
Werte des MP 12 beispielsweise immer einen Abstand von etwa 2 CT- Werten zueinander
aufweisen.

Um genauere Konzentrationswerte zu erhalten, wurde anhand einer gegebenen Standardkurve

eine Funktionsgleichung zum Errechnen der Kopienzahl erstellt.
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Abbildung 8: Standardkurve RVFV Standards

Anhand der in Abbildung 8 dargestellten Funktionsgleichung wurde durch das Einsetzen der
erhaltenen CT- Werte als X- Wert die Kopienzahl der einzelnen Proben berechnet. Diese

Werte sind der Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Kopienzahlen der Proben

Probe CT- Wert Kopienzahl in cop/ ul RNA
MP12- 1 20,50 1.479.735,53= 1,5*10°
MP12- 2 18,32 5.729.586,58= 5,7*10°
MP12- 3 15,94 25.118.971,00= 25,1*10°
Klon 13- 1 20,61 1.382.029,92= 1,4*10°

Klon 13- 2 14,18 74.932.175,48= 74,9*10°
Klon 13- 3 14,20 74.007.273,39= 74*10°

Der Wert mit dem niedrigsten CT- Wert hat wie zu erwarten die hochste Kopienzahl pro pl
RNA. Dies ist der ZKU Klon 13-2, also das neu angezogene Virus vor der Aufkonzentrierung
mit einer Kopienzahl von 74*10° cop/ pl RNA.

Da die LFA mit dem inaktivierten MP12- Stamm gut funktionierten, wurden diese Proben

ebenfalls in der PCR analysiert. Hier ergab sich ein durchschnittlicher CT- Wert von 26,92,
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was zu einer Kopienzahl von 27,5*10° cop/ pl RNA fiihrt. Dieser Wert liegt deutlich unter
den Werten der aktiven Virusstamme. Jedoch lagen auch die CT- Werte der Standards und

Positivkontrollen in dieser PCR wesentlich héher als in den vorherigen Durchgangen, was die
Ursache fiur die hohen Werte sein kann.
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4 Ergebnisse

4.1 Sandwich ELISA

Sowohl der ELISA- Test mit dem Gn- Antigen- Antikorper- Paar als auch der Test mit den
NP- Proteinen erbrachten das erwartete Ergebnis. Mit zunehmender Antigen- Konzentration,

stieg auch das Farbsignal, was bereits mit bloRem Auge zu erkennen war.

Abbildung 9: Gn- basierter ELISA
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Abbildung 10: graphische Darstellung Gn- ELISA
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In Abbildung 9 erkennt man die Ergebnisse des Gn- basierten ELISA- Tests in der Platte. Die
Spalten 1 und 2 wurden mit dem priméren Antikérper Gn 32 in der Verdiunnung 1/ 100
beschichtet, also 10 pg/ ml, die Spalten 3 und 4 mit der 1/ 500 Verdinnung, folglich 2 g/
ml. Spalte 5 enthielt die Positivkontrollen, das Gn- Antigen als Beschichtung mit 9,7 pg/ ml
und 0,97 pg/ ml. Die Konzentration des als Probe eingesetzten jeweiligen Antigens lag in
Zeile 1 A bei 46 pg/ ml, wahrend die Konzentration in Zeile 1 H 0,92 pg/ ml und in Zeile 2 D
nur noch 0,0092 pg/ ml betrug. Man kann erkennen, dass die Abstufung zwischen den
einzelnen Konzentrationen in Spalte 1 kaum wahrnehmbar waren. Es lasst sich aulRerdem
ablesen, dass das Farbsignal bei der Beschichtung mit dem 10 pg/ ml konzentrierten Gn 32
starker war als bei der 2 pug/ ml Konzentration. Diese auf bloRem Sehen beruhenden
Vermutungen wurden durch die Messung im Photometer bestatigt. Das zeigt das Diagramm in
Abbildung 10. Man erkennt sofort, dass die OD- Werte bei der 1/ 100 Verdinnung des
primédren Antikorpers hoéher sind, als bei der hdheren Verdinnung. Der OD- Wert flr die
Antigenkonzentration von 46 pg/ ml liegt bei der 1/ 100 Verdinnung bei 0,8 und bei der 1/
500 Verdinnung bei 0,5. Bei der héheren Verdinnung steigen die OD- Werte bis zu einer
Antigenkonzentration von etwa 1 pg/ ml an und bleiben anschliefend trotz steigender
Konzentration auf einem konstanten Level. Bei der 1/ 100 Verdiunnung des primaren
Antikdrpers ist bei der Erhohung der Antigenkonzentration von 1 pg/ ml auf 10 pg/ ml noch
ein Anstieg des OD- Wertes zu erkennen, danach jedoch steigen auch hier die Werte der

Farbintensitat nicht mehr weiter an.
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Abbildung 11: NP- basierter ELISA
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Abbildung 12: graphische Darstellung NP- ELISA

In Abbildung 11 sind die sichtbaren Ergebnisse des NP- ELISAs in der Mikrotiterplatte
dargestellt, welche die gleiche Belegung wie der Gn- basierte ELISA aufwies. Man erkennt
sofort, dass in diesem ELISA die Farbabstufungen in Spalte 1 deutlicher zu erkennen sind als
bei dem Gn- ELISA. Aullerdem scheint die Konzentration des priméren Antikorpers NP 107
keinen Einfluss auf die Starke des Farbsignals zu haben. In der 1/ 100 Verdinnung betrug die
Konzentration ebenfalls 10 pg/ ml und in der 1/ 500 Verdinnung 2 pg/ ml. Diese
Beobachtungen decken sich mit den Werten des Diagrammes in Abbildung 12. Beide

Graphen mit den unterschiedlich konzentrierten primaren Antikérpern liegen nah beieinander.
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AuBerdem ist in diesem Fall ein linearer Anstieg der OD- Werte von 0,2 auf 0,7 mit
steigender Antigenkonzentration ersichtlich. Demnach ist die Abstufung zwischen den
verschiedenen Konzentrationsstufen hier konstanter als bei dem Gn- ELISA.

Bei dem Gn- ELISA ist demnach eine Sattigung der Antigen- Antikérperbindung bereits bei
10 pg/ ml erreicht, wahrend bei dem NP- ELISA ein linearer Anstieg der OD- Werte bis zu

einer  Antigenkonzentration von circa 50 pg/ ml zu verzeichnen st
Im Anschluss wurden die Sandwich- ELISAs mit dem inaktivierte MP12 ZKU mit einem CT-
Wert von 26,92 und einer Kopienzahl von 27,5*10° cop/ pl RNA durchgefiihrt. Das Ergebnis
der Platte ist in Abbildung 13 zu sehen.

Abbildung 13: ELISA mit inaktiviertem MP12

Die vier dunkler gefarbten wells C2/ D2 und C4/ D4 enthielten die Positivkontrollen. In allen
anderen Kavitaten sind keine Farbabstufungen zu erkennen. Aufierdem sind die Werte alle
negativ, obwohl der ZKU teilweise unverdiinnt eingesetzt wurde. Es konnte demnach keine

Bindung der Antikorper an das Virus nachgewiesen werden.
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ELISA mit inaktiviertem MP12
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Abbildung 14: graphische Darstellung ELISA mit inaktiviertem MP12

Das Diagramm in Abbildung 14 zeigt das Ergebnis deutlich. Es ist keine Abhéngigkeit
zwischen der Probenkonzentration und den OD- Werten ersichtlich. Die OD- Werte sind so
gering, dass keine Aussagekraft besteht. Den hochsten OD- Wert besitzt die Negativkontrolle

mit einem Wert von 0,186.
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Abbildung 15: graphische Darstellung ELISA mit aktivem MP12

In Abbildung 15 erkennt man die Ergebnisse des ELISA- Tests mit dem nicht inaktivierten
MP12 ZKU, welcher einen CT- Wert von 20,5 und eine Kopienzahl von 1,5*10° cop/ pl RNA
aufwies. Das Ergebnis ist &hnlich dem inaktiven MP12. Auch hier sind die Werte sehr niedrig
und zeigen keine Korrelation. Genau wie vorher stellt die NP- Negativkontrolle den héchsten

Wert dar.
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4.2 Lateral- Flow- Assay

Nach den Vorversuchen, in welchen die Zusammensetzung des Goldkonjugates und die
Konzentrationen der priméren und sekunddren Antikérper angepasst wurden, ist es gelungen,

funktionierende LFA- Streifen herzustellen. Zunéachst wurden die Streifen, wie auch die

ELISA- Tests mit den entsprechenden Antigenen als Probe getestet.

Abbildung 16: Gn- LFA, Probe Antigen 1/ 10 Abbildung 17: NP- LFA, Probe Antigen 1/ 10

In Abbildung 16 und 17 erkennt man jeweils einen Gn- LFA und einen NP- LFA mit deutlich
sichtbaren Kontroll- und Testbanden. In beiden Fallen wurde das entsprechende Antigen 1/ 10
in PBS verdinnt und in Konzentrationen von 436,5 pug/ ml fir NP und 9,2 pg/ ml fir Gn
aufgetragen. Man erkennt im Vergleich der Abbildungen, dass die Testbande des schwécher
konzentrierten Gn- Streifens stérker sichtbar ist, als die des NP- Streifens. Im Anschluss
wurden Verdunnungsreihen der Antigene hergestellt und auf den jeweiligen Teststreifen

untersucht.
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Abbildung 18: Gn- Antigenverdunnungsreihe

In Abbildung 18 sind die LFA der Gn- Antigenverdiinnungsreihe dargestellt. Alle Streifen
wiesen starke Kontrollbanden auf, was auf die Funktionalitat der Streifen schlieRen l&sst. Bei
der 1/ 10 Verdinnung mit einer Konzentration von 9,2 ug/ ml ganz links ist eine sehr starke
Testbande zu sehen, wahrend diese in den né&chsten beiden Verdinnungsstufen 1/ 50
(Konzentration 1,84 pg/ ml) und 1/ 100 (Konzentration 0,92 pg/ ml) nur noch sehr schwach
zu erkennen ist. Jedoch sind auch bei diesen Konzentrationen noch Testbanden sichtbar. In
der letzten Verdinnungsstufe von 1/ 500 (Konzentration 0,184 pg/ ml) ist keine Testbande
erschienen. Man erkennt auBerdem gut, dass, je starker die Testbande, desto schwécher
erscheint die Kontrollbande, da bei einer starken Kontrollbande weniger Goldpartikel fur die

Kontrolllinie zur Verfligung stehen.
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Abbildung 19: NP- Antigenverdiinnungsreihe

In Abbildung 19 ist das Ergebnis der NP- Antigenverdiinnung dargestellt. Aufgrund der
hoheren Konzentration des Antigens wurde hier bei der 1/ 50 Verdinnung, also einer
Konzentration von 87,3 pg/ ml, begonnen. Die Konzentration der 1/ 100 Verdinnung betrug
43,65 pg/ ml, die der 1/ 200 Verdinnung 21,83 pg/ ml und die der 1/ 500 Verdinnung 8,73
pg/ ml. Bei den ersten drei Verdiinnungen ist eine sehr schwache Testbande zu erkennen, in
der 1/ 500 Verdiinnung ist nur die Kontrollbande ersichtlich. Jedoch sind keine Abstufungen
zwischen den drei verschieden konzentrierten Proben zu erkennen, da die Banden dazu zu
schwach sind. Als Negativkontrolle zu den beiden Antigenen wurde ein weiteres RVFV
Antigen verwendet, welches jedoch nicht an die Antikorper binden sollte. Das Ergebnis der
LFA mit diesem Protein war wie erwartet negativ.

Im Anschluss folgten die Testdurchflihrungen mit dem inaktivierten MP12- RVFV-
Impfstamm mit dem CT- Wert von 26,92 und der Kopienzahl von 27,5%10° cop/ pul RNA.
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Abbildung 20: Gn- LFA MP12 inaktiv Abbildung 21: NP- LFA MP12 inaktiv

In Abbildung 20 ist das Ergebnis des Gn- LFA, in Abbildung 21 das des NP- LFA zu sehen.
Bei dem Gn- Streifen zeigte sich erst nach einer Wartezeit von 1,5 h eine schwache
Testbande. Diese ist jedoch eindeutig zu erkennen. Bei dem NP- Teststreifen bildete sich die
Testlinie sofort nach Durchlaufen der Losung. Der Versuch, die LFA- Streifen mit einem
Virusstamm zu testen, war demnach erfolgreich.

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der Versuche mit dem aktiven MP12-
Virusstamm zu entnehmen, welcher einen CT- Wert von 20,5 mit einer Kopienzahl von

1,5%10° cop/ ul RNA aufwies.
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Abbildung 22: Gn- LFA MP12 aktiv Abbildung 23: NP- LFA MP12 aktiv

Beide LFA mit aktivem MP12- Stamm waren positiv, wobei der Gn- LFA in Abbildung 22
eine schwachere Testbande zeigte, als der NP- LFA in Abbildung 23. Die Kontrolllinien sind
bei beiden Streifen deutlich sichtbar. Das gleiche Ergebnis erzielten die Durchgénge, bei
welchen der RVF- Virusstamm Klon 13 verwendet wurde. Auch hier ergab der Gn- LFA ein

schwach positives Ergebnis, wahrend der NP- LFA eine starkere Testlinie hervorrief.
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Abbildung 24: Gn- LFA Klon 13 Abbildung 25: NP- LFA Klon 13

In Abbildung 24 und 25 sind die positiven Ergebnisse mit dem Klon 13 als Probe zu sehen.
Die Banden sind schwach zu erkennen, obwohl die NP- Testbande deutlich war. Aufgrund
von Belichtungsproblemen unter der Sicherheitswerkbank, ist die Bande auf der Fotografie
schwécher zu sehen.

Als Negativkontrolle zu den viralen ZKU diente virusfreies Medium, sowie die beiden
Virusstéamme Batai- Virus und Bunyamwera- Virus. Die beiden Virusstdamme zeigten wie
erwartet ein negatives Ergebnis. Jedoch erschien bei den NP- LFA bei der Negativkontrolle
mit Medium ein positives Ergebnis. In dem folgenden Bild in Abbildung 26 ist dies deutlich

zu erkennen.
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Abbildung 26: NP Medium und Positivkontrolle

Der linke Streifen zeigt den NP- LFA mit Medium als Probe, der rechte zeigt die
Positivkontrolle mit dem NP- Antigen.

Alle Versuche wurden mehrmals wiederholt, sodass jede Probe mindestens drei Mal getestet
wurde. Es kam dabei jedoch teilweise zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die folgende Tabelle

9 gibt eine Ubersicht uiber die erhaltenen Ergebnisse wieder.

Tabelle 9: LFA- Ergebnisse der einzelnen Versuche

Probe Datum Ergebnis
MP12 inaktiv 8.12.22 Positiv
Gn 10.01.23 Positiv
11.01.23 Positiv
MP12 inaktiv 5.12.22 Positiv
NP 8.12.22 Positiv
10.01.23 Positiv
11.01.23 Positiv
MP12 aktiv 14.12.22 Nicht auswertbar
Gn 15.12.22 schwach positiv
5.01.23 Negativ
24.01.23 Nicht auswertbar
MP12 aktiv 14.12.22 Positiv
NP 05.01.23 Positiv
13.01.23 Negativ
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24.01.23 Positiv
Klon 13 22.12.22 Schwach positiv
Gn 05.01.23 Schwach positiv
13.01.23 Schwach positiv
Klon 13 22.12.22 Schwach positiv
NP 05.01.23 Positiv
13.01.23 Schwach positiv
24.01.23 Positiv
Medium 22.12.22 Negativ
Gn 05.01.23 Negativ
10.01.23 Negativ
11.01.23 Negativ
13.01.23 Negativ
Medium 22.12.22 Negativ
NP 05.01.23 Positiv
10.01.23 Positiv
11.01.23 Schwach positiv
13.01.23 Negativ
24.01.23 Positiv

Die neu geziichteten Virusstimme von MP 12 und Klon 13, sowie die aufkonzentrierten ZKU
erzielten im LFA keine auswertbaren Ergebnisse. Die Ursache bestand darin, dass zu dem
Zeitpunkt die monoklonalen Antikorper bereits denaturiert waren. Folglich wurden die LFA-
Teststreifen ausschlieRlich mit den Original- ZKU durchgefiihrt. Fur weiterfihrende Arbeiten
miissen die Antikorper neu hergestellt und anschlieRend mit den konzentrierteren ZKU

getestet werden.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse aus den ELISA- Tests zeigen, dass beide Antikérperpaarungen (Gn 32/ Gn
168 und NP 107/ NP 9) spezifisch ihre Antigene detektieren konnen. Im Fall des Gn-
basierten ELISA erfolgt die Sattigung der Bindung bereits im Bereich von 10 pg/ ml des
Antigens, wahrend im NP- basierten ELISA eine lineare Zunahme bis zu 50 pg/ ml zu
beobachten ist. Die OD- Werte beider ELISA liegen dabei im Bereich von 0,2- 0,8. Die
Ergebnisse lassen erkennen, dass mit den NP- Antikdrpern ein grofRerer Messbereich
abgedeckt werden kann, die Gn- Antikorper jedoch eine hohere Sensitivitat besitzen. Dabeli
hat die Konzentration des priméren Antikorpers nur bei dem Gn- ELISA einen Einfluss auf
die Hohe des ELISA- Signals und fuhrt bei htherer Konzentration zu einem Anstieg der OD-
Werte. Dass die NP- Paarung generell zu hdheren OD- Werten fiihrt, wie es bei Bormann der
Fall war, konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (Bormann, 2018). Die ELISA- Tests
mit inaktiviertem und aktivem MP12 fihrten zu keinen auswertbaren Ergebnissen,
offensichtlich aufgrund einer zu geringen Viruskonzentration. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse aus den ELISA- Untersuchungen, dass beide Antikdrperpaarungen fiir den Einsatz
in einem LFA geeignet sind.

Mit den in der Arbeit genutzten Materialien und Antikdrpern konnten zwei funktionsféhige
Lateral- Flow- Assay- Teststreifen erfolgreich aufgebaut und etabliert werden. Zwei
unterschiedliche Virusantigene, das NP- und das Gn- Protein konnten dabei mit deutlich
sichtbaren Testbanden spezifisch nachgewiesen werden. Auch die Kontrollbanden waren
eindeutig sichtbar. Das schwacher konzentrierte Gn- Antigen mit einer Konzentration von 92
pg/ ml fihrte jedoch zu starker sichtbaren Banden als NP mit 4365 pg/ ml, weshalb NP
starker konzentriert eingesetzt wurde als Gn. Das bedeutet, dass der Gn- basierte LFA
generell eine hohere Sensitivitdt besitzt. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen der
ELISA- Tests. Auch hier konnten die Gn — Antikorper Konzentrationsabstufungen im
niedrigen Konzentrationsbereich nachweisen, wéhrend die Bindungen im hoheren
Konzentrationsbereich unspezifisch wurden. Da der LFA jedoch nur eine absolute Aussage
Uber ein positives oder negatives Ergebnis trifft und nicht zur Quantifizierung geeignet ist,
wirde dies in einem kommerziellen Streifen ausreichen. Fur den Nachweis von reinem
Antigen sind demnach beide Antikorperpaarungen geeignet.

Beide LFA konnten zudem die RVF- Virusstamme MP 12 und Klon 13 eindeutig detektieren.
Die Testbanden waren hier jedoch deutlich schwécher als bei den verwendeten Antigenen,

was jedoch zu erwarten war, da die Viruskonzentration in Zellkulturiberstdnden niedriger ist
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als reine Antigenproteine. Jedoch zeigten sich die Testbanden der Gn- Streifen in allen dieser
Versuche frihestens nach 1,5 h. Bei den NP- Teststreifen erschien die Bande sofort nach
Durchlaufen der Probe. Der Grund dafir ist unbekannt und l&sst sich mdéglicherweise mit
unterschiedlichen Bindungskinetiken der Gn- Antikdrper an die entsprechenden Virusepitope
erklaren. Im Unterschied zu dem rekombinanten, bakteriell exprimierten Gn- Protein liegt das
funktionelle Virusprotein im Virus in einer glykosylierten Form vor, die die schnelle
Antikorperbindung behindern konnte. Aufféllig ist, dass der Virusnachweis im LFA im
Gegensatz zum ELISA moglich war, obwohl beide Methoden prinzipiell auf der Kopplung
zwischen Antikorper und Antigen beruhen. Es gibt jedoch grofRe Unterschiede bei der
Nutzung. Sédmtliche Puffer und Reagenzien, die fir die Herstellung der Streifen verwendet
wurden sind andere als bei den ELISA Tests. Die Kopplung des sekunddren Antikorpers und
der damit verbundenen Signalgebung erfolgt bei den LFA an Nanogoldpartikel statt an die
Peroxidase, was zu einem vollig anderen Farbsignal fiihrt. AuBerdem sind die LFA eine Form
von Chromatographie, bei der die Wechselwirkungen zwischen Antigenen und Antikorpern
wahrend des Durchflusses durch eine Membran stattfinden, wéahrend die Reaktionen bei den
ELISA- Tests alle in einem well ablaufen.

Auffallig war auch die geringere Sensitivitdit der LFA beim Nachweis von aktiven
Lebendviren im Vergleich zu inaktivierten Viren. Hier war der NP- LFA der Test, der
héufiger positive Ergebnisse lieferte, wéhrend die Gn- basierten LFA eine deutlich geringere
Sensitivitat zeigten. Die NP- basierten LFA lieferten zwar mehr positive Ergebnisse bei dem
aktiven MP12 als Gn, jedoch waren auch hier die Banden schlechter sichtbar. Die
unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich wahrscheinlich auf die Inaktivierungsmethode
zuruckfuhren. Durch diese Inaktivierung des Virus wird dessen raumliche Struktur geéndert
und in Bruchsticke geteilt. Dadurch kénnen mehr Bindungsstellen, also Epitope flr die
Antikorper zugénglich gemacht und deren Affinitat generell erhoht werden, was zu einer
besseren Nachweisbarkeit fuhrt. Auch Klon 13 lieferte in beiden LFA positive Ergebnisse,
hier jedoch waren die Testbanden auf den NP- Streifen deutlicher und starker sichtbar als auf
den Gn- basierten Streifen. Insgesamt lieferte der NP- LFA, anders als in den Antigen-
Versuchen deutlichere Testbanden als Gn. Die NP- basierten LFA weisen jedoch eine
geringere Spezifitat auf, was bei der Testung von reinem Zellkulturmedium beobachtet wurde.
Dies lasst sich darauf zurlckfiihren, dass Zellkulturmedium ein komplexes Gemisch aus
verschiedenen Salzen und Proteinen darstellt, darunter fotales Kélberserum, mit denen die
NP- Antikorper unspezifisch reagieren kdnnen. Auch PBS, das als Diluent eingesetzt wurde,
kann eine weitere mogliche Ursache fiir die falsch positiven Ergebnisse sein. Ren et al. fanden
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bei ihrer Studie 2021 heraus, dass PBS als Verdinnungsmittel in ihren LFA- Tests zu falsch
positiven Ergebnisse flhrte, woraufhin sie Kochsalz als Verdinnungsmittel verwendeten.
Allerdings nutzten sie Blut als Probenmaterial um bestimmte fettsaurebindende Proteine
nachzuweisen. Da Blut eine andere Zusammensetzung aufweist, als die in dieser Arbeit
eingesetzten Proben, kann der Einfluss des Verdinnungsmittels vollig unterschiedlich sein.
Daher sollte man in weiterfuhrenden Arbeiten diesen Punkt als Fehlerursache ausschliel3en
und auch andere Diluenten vergleichend verwenden (Ren et al., 2021). Die Ursache fur die
generell unterschiedlichen Ergebnisse bei den aktiven MP12- Versuchen sowie den
Negativkontrollen bei NP, kénnen auch in der Komplexizitit der Streifen liegen. Da jeder
einzelne Streifen von Hand hergestellt wurde und aus vielen verschiedenen Komponenten
besteht, konnten kleine Abweichungen zu verschiedenen Ergebnissen fuhren. Eine
Mdoglichkeit, diese Fehlerursache zu verhindern ware, die Streifen, sowie auch die
Antikorper- Lésungen maschinell zu fertigen, um Abweichungen zu minimieren. Auch die
Herstellung der Goldkonjugate ist sehr komplex und abhéangig von der GroRe der Goldpartikel
und der Menge und Konzentration der verwendeten Antikorper. Safenkova et al. fanden 2010
in ihrer Studie heraus, dass eine starke Abhéngigkeit zwischen der Grofe der Gold-
Nanopartikel und der Affinitat des entstehenden Goldkonjugates besteht, abhangig von den
verwendeten Antikorpern (Safenkova et al., 2010). Da in dieser Arbeit nur kolloidales Gold
mit einem bestimmten Durchmesser verwendet wurde, sollte in zukinftigen Versuchen
analysiert werden, bei welcher PartikelgroRe des Goldes die bestmdgliche Affinitat der
Antikdrper- Konjugate unter Berticksichtigung der Spezifitat erzielt werden kann.

Die Virusanzucht und Aufkonzentrierung filhrte zu konzentrierteren ZKU von MP12 und
Klon 13, was zu deutlichen Banden im LFA hétte fuhren kénnen. Allerdings war es zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr mdglich funktionierende Streifen herzustellen, da die Antikorper Gber
die Zeit denaturiert sind und nicht mehr einsatzbereit waren. Das zeigte sich daran, dass alle
nach der Virusanzucht hergestellten Streifen kaum noch zu sichtbaren Banden fiihrten. Auch
die Kontrollbanden waren sehr schwach zu sehen, sodass mit diesen Streifen keine Aussage
mehr getroffen werden konnte. Da die Herstellung neuer monoklonaler Antikorper sehr
zeitaufwendig ist, war dies im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr mdglich. Weiterfiihrende
Arbeiten sollten die aufkonzentrierten ZKU nochmals mittels LFA testen, bei welchen dann
neue Antikdrper eingesetzt werden kdnnen.

In der Arbeit von Sossah et al. 2019 wurde ebenfalls ein NP- basierter LFA zum Nachweis
des RVFV hergestellt. In der Studie wurde das NP- Protein, sowie spezifische monoklonale
Antikorper hergestellt und verwendet. Auch hier erfolgte die Kopplung des einen Antikorpers
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an kolloidales Gold. Die Antikorper flr die Test- und Kontrolllinie wurden hier mit einer Bio-
Dot- Airbrush- Ausriistung aufgetragen, was zu deutlich klareren Linien fuhrt als in dieser
Arbeit, bei der die Linien per Hand mit der Pipette aufgetragen wurden. Die restliche
Durchfiihrung von Sossah et al. ist der in dieser Arbeit sehr &hnlich, jedoch wurden andere
Materialien fiir die Streifen, sowie andere Reagenzien fur die Losungen verwendet. Die
Sensitivitat der Streifen wurde mit 100 % angegeben, da alle positiven Proben auch von den
Referenzmethoden als positiv detektiert wurden, die Spezifitat mit 98,88 %, da es auch in
dieser Studie zu falsch positiven Ergebnissen kam (Sossah et al., 2019).

Domfe et al. fuhrten 2022 eine Studie durch, bei der sie ebenfalls einen RVFV LFA
herstellten, mit dem jedoch nicht Antigene, sondern RVFV- spezifische Antikorper
nachgewiesen werden kdnnen. Die Bindung erfolgte dabei an das Staphylococcus- Protein A
(ProA), das sowohl als Immobilisierungsreagenz fur die Kontrolllinie, als auch als Konjugat
verwendet wurde, um den Gebrauch von spezifischen Antikdrpern zu umgehen. Da das ProA
eine sehr hohe Affinitat gegentiber 1gG- Antikorpern aufweist, kann es diese an der Testlinie
einfangen und fixieren. Zur Erstellung der Testlinie diente hier das NP- Protein. Die
Kontrolllinie, sowie das mit Gold konjugierte Nachweisreagenz, bestand aus ProA. Die
hergestellten Streifen dieser Studie konnten erfolgreich eingesetzt werden, wobei eine
Nachweisgrenze von 0,125 mg/ ml RVFV- Antikorper berechnet wurde.
Auch diese Art LFA birgt grolles Potential, gerade weil die aufwendige Herstellung
monoklonaler Antikdrper umgangen werden kann (Domfe et al., 2022).

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die in dieser Arbeit hergestellten LFA- Teststreifen
vielversprechende Ergebnisse lieferten und prinzipiell erfolgreich waren. Jedoch missen in
zukinftigen Versuchen die zahlreichen Einflusse samtlicher Parameter auf das Ergebnis
untersucht werden. Dies beinhaltet den Einsatz unterschiedlicher Materialien der einzelnen
LFA- Komponenten beziehungsweise deren Vorbehandlung und deren mogliche
Wechselwirkungen. Des Weiteren kann untersucht werden, welche Partikelgrole der
kolloidalen Goldlésung optimal zu den monoklonalen Antikorpern passt. Dies ist einer der
wichtigsten Parameter fur den optimierten LFA, da die Herstellung des Goldkonjugates sehr
komplex ist und kleine Unterschiede der Zusammensetzung das Ergebnis stark beeinflussen.
Dies ist besonders wichtig hinsichtlich der Spezifitat des LFA. Falsch positive Ergebnisse, die
gerade bei dem NP- basierten LFA gesehen wurden, sollten durch weitere Optimierungen
reduziert werden. Fur den Gn- basierten LFA missen weitere Arbeiten dessen Sensitivitat
erhohen.

Da die Antikorper flur die Versuche mit den aufkonzentrierten Virusstdmmen nicht mehr
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geeignet waren, dieser Ansatz jedoch vielversprechend war, wére eine weitere Moglichkeit
fir zukinftige Tests, die monoklonalen Antikérper neu herzustellen und aufzureinigen und
anschlieBend die LFA- Tests mit diesen zu wiederholen.

Insgesamt besitzen die LFA ein grolRes Potential und sind- wenn optimal eingestellt- eine
schnelle und einfache Methode, das RVFV vor Ort und ohne Laborausristung oder
Vorkenntnisse nachzuweisen. Dies wére gerade in Landern von grofRem Vorteil, die die
klassischen Mdglichkeiten der Virusdiagnostik nicht besitzen, um Krankheitsféalle schnell zu

identifizieren und dadurch eine Ausbreitung durch Vorbeugungsmalinahmen zu verhindern.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei Lateral- Flow- Assays zur Detektion des Rifttalfiebervirus
hergestellt und etabliert. Dazu wurden Antigen- Antikérper- Bindungen untersucht, welche
zum Einen auf dem Nukleokapsidprotein NP und zum Anderen auf dem Glykoprotein Gn
beruhten. Dabei konnte mittels Sandwich- ELISA gezeigt werden, dass die monoklonalen
Antikdrper Gn 32/ Gn 168 spezifisch das Gn- Antigen und die NP 107/ NP 9 spezifisch das
NP- Antigen binden kénnen. Fir die Herstellung der LFA wurde ein detailliertes Protokoll
etabliert, wobei die priméren ,,capture” Antikérper Gn 32 und NP 107 in einer Konzentration
von 10 mg/ ml als Testlinie aufgetragen wurden. Fir die Kontrolllinie wurde ein Goat Anti-
Mouse- 1gG Antikorper eingesetzt, welcher die Funktionalitat des Streifens nachweist. Die
sekundaren ,.detection” Antikérper Gn 168 und NP 9 wurden mit kolloidalem Gold
konjugiert, welches als Farbemittel der Sichtbarmachung der Kopplung dient. Als Probe
dienten die entsprechenden Antigene Gn und NP, die als rekombinante Proteine in
verschiedenen Konzentrationen vorlagen, sowie die inaktiven und aktiven Virusstdamme
MP12 und Klon 13 aus Zellkulturiiberstanden. Die Versuche mit den Antigenen als Probe
waren erfolgreich und lieferten eindeutige gut sichtbare Banden, wobei der Gn- LFA eine
hohere Sensitivitat im Vergleich zum NP- LFA aufwies. Auch die zwei Virusstimme MP12
und Klon 13 konnten mit beiden LFA erfolgreich nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich,
dass durch die vorherige Virus- Inaktivierung eine insgesamt bessere Nachweisbarkeit
erreicht wurde. Bei den Versuchen mit den Virusstammen zeigte der NP- LFA insgesamt eine
hohere Sensitivitat, wies jedoch im Vergleich zu dem Gn- LFA eine geringere Spezifitat auf.
Der inaktivierte Vakzine- Stamm MP12 wurde von beiden LFA richtig positiv detektiert,
wahrend das aktive unbehandelte MP12 bei beiden Teststreifen zu schlechteren Ergebnissen
fihrte und von dem Gn- basierten LFA nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte. Der
Grund dafur kénnte sein, dass bei der Inaktivierung durch die Zerstérung der Virusstruktur
und Modifikation viraler Proteine die Bindestellen (Epitope) des Antigens fiir die Antikdrper
frei werden und es so besser detektierbar ist. Klon 13 wurde in beiden LFA richtig detektiert,
jedoch mit schwachen Signalen auf der Testlinie. In weiterfihrenden Arbeiten missen die
einzelnen Materialien und Herstellungsschritte optimiert werden, um einen erfolgreichen und
routineméligen Einsatz im Feld zu ermdglichen. Eine Zusammenarbeit mit einem

kommerziellen Anbieter ware dabei sinnvoll.
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