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1. Einleitung 

1.1. (molekulare) Diagnostik im Scheinwerferlicht – In Zeiten einer 
Pandemie 

Zum Jahresende 2019 häuften sich Meldungen aus Wuhan, der Hauptstadt der chinesischen Provinz 

Hubei, zum vermehrten Auftreten eines neuartigen humanpathogenen Virus, welches offenbar eine 

ernstzunehmende Erkrankung der Atemwege verursachte (Zhu et al., 2020). Am 9. Januar 2020 wurde 

ein neuartiges Betacoronavirus als Verursacher dieser unbekannten Krankheit beschrieben. In den 

folgenden Tagen und Wochen häuften sich nationale aber auch internationale Nachweise des 

sogenannten severe acute respiratory coronavirus 2 (SARS-CoV-2), welches die Krankheit 

coronavirus disease 2019 (COVID-19) verursachte (Coronaviridae Study Group of the International 

Committee on Taxonomy of Viruses, 2020). Am 11. März 2020 definierte die World Health 

Organization COVID-19 als Pandemie. Nur fünf Monate später wurde laut COVID-19 dashboard der 

Johns Hopkins Universität SARS-CoV-2 in 216 Ländern auf allen sechs Kontinenten der Erde 

nachgewiesen, wobei mehr als 20 Millionen Infektionen und mehr als 730.000 Todesfälle 

dokumentiert werden konnten (Dong et al., 2020 / Hu und Guo et al., 2020). Seither beherrscht die 

stetige Gefahr der unkontrollierten Ausbreitung dieses neuartigen Virus das Leben vieler Menschen 

auf der ganzen Welt (Yüce et al., 2021).  

Bereits zu Beginn der Pandemie kristallisierte sich heraus, dass eine schnelle Diagnose von COVID-

19 essentiell für die Eindämmung der Ausbreitung des Virus zu sein schien (Lohse et al., 2020). 

Dieser Umstand rückte die molekulare Virusdiagnostik in den wissenschaftlichen und öffentlichen 

Fokus. Die polymerase chain reaction (PCR), eine molekularbiologische in vitro DNA-

Vervielfältigungstechnik, entwickelte sich rasch zum Goldstandard der SARS-CoV-2 Diagnostik 

(Mullis und Faloona, 1987 / Jayamohan et al., 2020). Eine spezielle Form der PCR, die quantitative 

Real Time PCR (qRT-PCR) entwickelte sich binnen weniger Wochen zu einem der bedeutendsten 

Werkzeuge für die Überwachung und Bekämpfung der Pandemie (Hu und Guo et al., 2020). Die 

beeindruckende Empfindlichkeit und Genauigkeit sind wichtige Charakteristika dieser Methodik. Die 

PCR im Hochdurchsatz erfordert allerdings die Abarbeitung durch geschultes Personal in einem 

spezialisierten diagnostischen Labor, was die Komplexität dieser Methode unterstreicht 

(Paul et al., 2020.). Allein in Deutschland wurden im November 2020 in etwa 226.000 PCR-Analysen 

für den Nachweis von SARS-CoV-2 an einem einzigen Tag durchgeführt 

(https://ourworldindata.org/coronavirus-testing). Im letzten Quartal des Pandemie-Jahres 2020 rückte 

ein zusätzliches diagnostisches Werkzeug in den Fokus der öffentlichen Wahrnehmung. Lateral Flow 

Immunoassays (LFIAs) wurden für den einfachen, schnellen, laborunabhängigen Nachweis des Virus 

verfügbar und offenbarten sehr schnell Vor- und Nachteile der verschiedenen Nachweisplattformen 

(Corman et al., 2020). Die sogenannten Antigen-Schnelltests für den Nachweis von SARS-CoV-2 

https://ourworldindata.org/coronavirus-testing
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basieren zumeist auf einer Antikörper-vermittelten „Erkennung“ charakteristischer viraler Proteine 

und generieren mit bloßem Auge auswertbare Resultate in etwa 10 bis 15 Minuten (Mak et al., 2020 / 

Corman et al., 2020.). 

 
 

Abbildung 1 - SARS-CoV-2 Detektion mittels qRT-PCR und Lateral Flow Schnelltest. qRT-PCR-Analyse erfordert zahlreiche 

komplexe Arbeitsschritte (Probentransport, -lagerung und RNA-Extraktion, cDNA-Synthese und DNA-Amplifikation mit 

Fluoreszenz-basierten Detektion). Die Abarbeitung erfordert Expertise geschulter Mitarbeiter eines diagnostischen Labors, 

wodurch eine sehr empfindliche und genaue Virusdiagnostik gewährleistet werden kann. Der Point-of-Care taugliche 

Antikörper-basierte Schnelltest ist  einfacher in der und ermöglicht eine schnelle, Labor-unabhängige, jedoch insensitivere 

Diagnostik.  

Diese robuste, kostengünstige, weitestgehend Geräte-unabhängige diagnostische Plattform kann 

entkoppelt von einem spezialisierten Labor als echter Point-of-Care oder Point-of-Need Test 

verwendet werden (Bruning et al., 2017). Folglich definierten diese Merkmale rasch den politischen 

und öffentlichen Diskurs bezüglich möglicher SARS-CoV-2 Nachweisstrategien. LFIAs fungierten als 

wichtige Werkzeuge für die schnelle Testung von Klinik- und Pflegepersonal, um das Infektionsrisiko 

für besonders vulnerable Gruppen zu senken. Im Vergleich zu DNA-Amplifikationsmethoden, wie der 

PCR, zeigen klassische LFIAs i.d.R. eine reduzierte Sensitivität und ein gewisses Maß an Unspezifität 

(Mak et al., 2020 / Bruning et al., 2020). Diese Limitationen begrenzen nicht nur den möglichen 

Einsatz dieser Tests, sondern insbesondere deren Aussagekraft. So gelingt es mit Hilfe eines SARS-

CoV-2 LFIAs infektiöse Personen zu erkennen, jedoch kann aufgrund der Nachweisempfindlichkeit 

gelegentlich nicht sicher zwischen infiziert und nicht-infiziert differenziert werden 

(Corman et al., 2020). Nachweismethoden wie die PCR und Lateral Flow Immunoassays haben 

bewiesen, wie wichtig vielfältige und sichere Diagnostik für das Leben gerade in der Pandemie ist 

(Yüce et al., 2021). Nichts desto trotz offenbaren diese diagnostischen Plattformen klare Grenzen 

hinsichtlich ihrer Anwendung, Aussagekraft und ihres Einsatzspektrums (Benzigar et al., 2020).  

Die hier vorgelegte Arbeit widmet sich der „Verbindung beider Welten“. Die Kombination aus DNA-

Amplifikation und LFIA verspricht Vorteile der methodischen Herangehensweisen zu nutzen. Das 

Beispiel der aktuellen pandemischen Situation unterstreicht die übergeordnete Bedeutung der hier 

bearbeiteten und diskutierten Thematik.  
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1.2. Lateral Flow Assays – Aufbau und Funktion 

„Schwanger oder nicht schwanger“ ist die wohl am häufigsten gestellte Frage, bevor die meisten 

Menschen bewusst das erste Mal mit einem Lateral Flow Assay (LFA) konfrontiert werden. Dieser 

Umstand verdeutlicht die vielseitige Nutzbarkeit dieser einfachen, robusten und schnellen 

Analyseplattform. LFIAs sind zumeist Papier-basierte Analysewerkzeuge, die für die spezifische 

Erkennung von Analyten aus z.T. heterogenem und komplexem Probenmaterial genutzt werden 

(Posthuma-Trumpie et al., 2009). Ein Lateral Flow Device (LFD) kann als 

immunochromatografischer Schnelltest in Form eines Teststreifens beschrieben werden (Koczula und 

Gallotta, 2016). Die Erkennung eines Analyten beruht dabei sehr häufig auf Antikörper-Antigen-

Interaktionen, die binnen weniger Minuten zu einer sichtbaren Ausprägung einer Testlinie und einer 

Kontrolllinie auf dem LFD führen, sodass eine schnelle Auswertung mit bloßem Auge vorgenommen 

werden kann (Posthuma-Trumpie et al., 2009 / Koczula und Gallotta, 2016). 

1.2.1. Aufbau eines klassischen Lateral Flow Tests 

Ein LFD besteht zumeist aus mehreren überlappenden Schichten (Koczula und Gallotta, 2016 / 

Posthuma-Trumpie, 2009 / Andryukov, 2020). Auf einer backing card wird mittig eine analytische 

Membran (häufig Nitrocellulose) aufgebracht, auf der Fängerelemente wie spezifische Antikörper an 

definierten Stellen immobilisiert wurden. Im oberen Bereich des LFD wird ein aus Cellulose 

bestehendes Saugpad (wicking pad) überlappend zur analytischen Membran aufgeklebt. Ein weiteres 

entscheidendes Element eines LFD ist das conjugate release pad (CRP), welches als Trägerschicht für 

das Konjugat dient. Eben jenes besteht zumeist aus (Gold-) Nanopartikeln, an welche 

Detektorelemente wie spezifische Antikörper konjugiert wurden. Das sample application pad wird im 

unteren Bereich des LFD überlappend zum CRP positioniert. Um das Konjugat bzw. die analytische 

Membran vor Beschädigung zu schützen, werden LFDs häufig in einem Plastikgehäuse positioniert 

oder aber mit einer Schutzfolie überklebt (Andryukov, 2020 / Posthuma-Trumpie et al., 2009). Diese 

Beschreibung kann nur als Orientierung für den möglichen Aufbau eines LFD dienen und somit zum 

grundlegenden Verständnis beitragen. Die Abbildung 2 verbildlicht den exemplarischen Aufbau eines 

LFDs. Die Vielfalt an Modifikationen auf allen beschriebenen Ebenen eines LFD ist wesentlicher 

Bestandteil der LFA-Entwicklung und ermöglicht zahlreiche Einsatzmöglihckeiten von Lateral Flow 

Tests (Koczula und Gallotta, 2016). 

1.2.2. Funktionsweise eines klassischen Lateral Flow Tests 

Das Zusammenwirken von Aufbau und Funktionsweise eines LFD erschließt sich am ehesten anhand 

einer praxisnahen Beschreibung des Ablaufs eines exemplarischen Schnelltests. Repräsentativ wird 

hierbei das Nachweisprinzip des bereits erwähnten SARS-CoV-2 Antigen-Schnelltests genutzt, um die 

Funktionsweise zu verdeutlichen. 
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Abbildung 2 – Aufbau ,Funktionsweise und Interpretation eines klassischen Lateral Flow Assays 
am Beispiel eines möglichen SARS-CoV-2 Antigen-Schnelltests, bei dem das spezifische 
Nucleocapsid Protein (NCP) durch spezifische Antikörperinterkation detektiert wird. (ms – aus 
Maus stammend, n.i. bedeuted nicht interpretierbar, LR bedeutet Laufrichtung). 

Im Falle des beschriebenen Praxisbeispiels geht dem Probenauftrag eine schnelle und einfache 

Probenvorbereitung von Nasen-/ Rachenabstrich oder Speichel voraus (Azzi et al., 2021 / 

Gremmels et al., 2021). Nachgewiesen wird häufig das Virus-spezifische Nucleocapsid Protein 

(NCP), welches durch die Probenvorbereitung freigesetzt und somit für die LFA zugänglich gemacht 

wird (Corman et al., 2020). Im Anschluss kann eine definierte Probenmenge auf das sample 

application pad gegeben werden, wodurch der „laterale Fluss“ des Probenmaterials in Laufrichtung 

initiiert wird. Durch Kapillarkräfte überströmt die Probe das CRP und interagiert mit dem Antikörper-

Goldnanopartikel-Konjugat (Koczula und Gallotta, 2016 / Posthuma-Trumpie, 2009). Sofern das 

spezifische Antigen (NCP) in der Probe enthalten ist, wird dieses spezifisch durch die Konjugat-

assoziierten anti-NCP Antikörper gebunden. Dieses Gemisch überströmt die analytische Membran. 

Dabei kommt es auf der Höhe der Testlinie (T) erneut zur spezifischen Interaktion des Antigens mit 

den immobilisierten anti-NCP Antikörpern. Dadurch wird nicht nur das in der Probe enthaltene NCP 

gestoppt, sondern auch das bereits gebundene mobile Goldkonjugat. Die zunehmende Akkumulation 

von Goldnanopartikeln auf Höhe der Testlinie führt ab einem gewissen Schwellenwert zur 
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Ausprägung eines sichtbaren Signals (Koczula und Gallotta, 2016 / Posthuma-Trumpie, 2009). Die 

meisten LFDs besitzen darüber hinaus eine Kontrolllinie (C). Dabei werden sehr häufig immobilisierte 

Fängerelemente genutzt, die eine direkte Affinität zum mobilen Konjugat besitzen (Wen et al., 2020). 

Dadurch käme es zum „Abfangen“ des Konjugats auf Höhe der C-Linie, was mit einem entstehenden 

Signal einhergehen würde. Folglich versteht sich die C-Linie als eine Art Funktionskontrolle des 

LFDs und bestätigt die Validität des Testergebnisses (Wen et al., 2020).  

1.2.3. Interpretation eines „klassischen“ Lateral Flow Tests 

Die Interpretation eines LFD kann auf verschiedenen Wegen erfolgen (Posthuma-Trumpie, 2009). Die 

qualitative Auswertung nach einer definierten Analysezeit mit bloßem Auge ist dabei der einfachste 

Weg zu einem Ergebnis (O’Farrell, 2009). In den meisten nicht-kompetitiven Assayformaten 

korreliert die Anwesenheit einer Testlinie mit einem positiven Testergebnis. Die Abwesenheit der 

Testlinie ist folglich Voraussetzung für ein Negatives. Entscheidend ist, neben der Testlinie, die 

Anwesenheit der Kontrolllinie. Diese gibt Aufschluss über die Funktionalität des LFD und somit über 

die Validität des abgeleiteten Resultats. Im Falle des beschriebenen exemplarischen SARS-CoV-2 

Antigen-Schnelltests wird ein Test positiv gewertet, sobald eine sichtbare T-Linie und eine deutlich 

erkennbare C-Linie erscheinen. Bleibt die T-Linie aus, aber die C-Linie ist deutlich erkennbar, wird 

der Test valide negativ gewertet. Bei ausbleibender C-Linie wird der Test in jedem Fall als nicht 

interpretierbar (n.i.) gewertet, was bedeutet, dass kein eindeutiges Ergebnis abgeleitet werden kann 

(Posthuma-Trumpie, 2009). Neben der qualitativen Interpretation können LFAs auch semi-quantitativ 

mit Auswertekarten oder quantitativ durch die Nutzung von Lesegeräten ausgewertet werden 

(Serebrennikova et al., 2019 / Urosov et al., 2019). 

1.2.4. Die Vielseitigkeit von Lateral Flow Assays  

Die Nutzbarkeit dieser analytischen Plattform ist insbesondere durch die Einfachheit geprägt. 

Ungeschulte Nutzer werden in die Lage versetzt einfach und schnell bestimmte Fragestellungen ohne 

besonderen Geräteaufwand mittels LFA zu beantworten (O’Farrell, 2009 / Posthuma-Trumpie, 2009 / 

Koczula und Gallotta, 2016). Aber auch die Robustheit, sowie die einfache und kostengünstige 

Produktion machen LFDs zu weltweit bedeutsamen diagnostischen Werkzeugen (Koczula und 

Gallotta, 2016). So existieren zahlreiche LFAs für human- und veterinärmedizinische Fragestellungen, 

für Qualitätskontrollen der Lebensmittelindustrie oder Umwelt (Nielsen et al., 2009 / 

Van Dam et al., 2013 / Ching et al., 2015 / Mei et al., 2013). Via LFA werden Krankheiten 

diagnostiziert, Pathogene identifiziert, Chemikalien, Toxine oder andere Umweltschadstoffe 

nachgewiesen (Kim et al., 2015 / Shukla et al., 2014 / Morales-Narváez et al., 2015 / 

Ngom et al., 2010 / Shyu et al., 2002). Die Robustheit dieses diagnostischen Analayseformats 

gegenüber der zu analysierenden Probenmatrix spiegelt sich besonders im medizinischen Sektor 

wider, da Direktanalysen aus Vollblut, Serum, Plasma, Urin, Schweiß, Speichel oder Abstrichen 
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genutzt werden (Moreno et al., 2017 / Carrio et al., 2015 / Pacifici et al., 2001 / 

De Giovanni et al., 2013 / Magambo et al., 2014 / Schramm et al., 2015 / Ang et al., 2016). 

Insbesondere können universell nutzbare LFDs verwendet werden, um sehr gezielt Nukleinsäuren 

bzw. Produkte aus Nukleinsäure-basierten Amplifikationsmethoden nachzuweisen. Diese Abwandlung 

klassischer Lateral Flow Immunoassays werden als nucleic acid lateral flow immunoassays 

(NALFIAs) beschrieben (Posthuma-Trumpie et al., 2009). 

1.2.5. Nucleic Acid Lateral Flow (Immuno-) Assays 

Die Untersuchung von Nukleinsäuren (DNA und RNA) erfolgt zumeist über Techniken, die in 

speziellen Laboratorien mit entsprechender Ausstattung und Expertise genutzt werden 

(Mothershed and Whitney, 2006 / Espy et al., 2006). So lassen sich. Nukleinsäuren bspw. über 

interkalierende Farbstoffe, gelelektrophoretische Auftrennung, Blotting-Verfahren und bestimmte 

Hybridisierungs – oder Sequenzierungsmethoden beurteilen (Kricka, 2002). Das Spektrum 

molekularbioligischer Techniken zur Visualisierung und Beurteilung von Nukleinsäuren ist sehr groß 

und geht zumeist mit einer starken Technisierung und beachtlichem Arbeits- und Zeitaufwand einher 

(Kricka et al., 2002). LFAs grenzen sich wegen ihrer charakteristischen Eigenschaften von 

aufwändigen und komplizierten Nachweistechniken durch Einfachheit, Geschwindigkeit und 

Laborunabhängigkeit deutlich ab (O’Farrell, 2009 / Posthuma-Trumpie, 2009 / Koczula und Gallotta, 

2016). Die Kombination aus Nukleinsäure-assoziierter Analytik mit der Lateral Flow Technologie ist 

die Grundidee sogenannter nucleic acid lateral flow assays (NALFA). 

 
Abbildung 3 - Übersicht zweier NALFA-Nachweisstrategien. Unterschieden werden kann zwischen Antikörper-basierten 

Nachweissystemen, die zumeist universell nutzbare Markierungen adressieren (A und B; NALFIA) und i.d.R. Assay-spezifische 

LFDs, die definierte DNA-Sonden für das Abfangen und Erkennen im LFA nutzen (NALFA).  

Gemäß Posthuma-Trumpie (2009) wird zwischen zwei grundsätzlichen LFD-Formaten unterschieden. 

Der Verzicht auf Antikörper und der „Einbau“ von DNA-Sonden in das Lateral Flow System erlaubt 

durch Sequenz-spezifische Hybridisierung die Detektion einzelsträngiger unmarkierter DNA bzw. 

RNA (Abbildung 3, unten). In diesen zumeist Assay-spezifischen Teststreifen werden DNA-Sonden 

zum einen an Nanopartikel konjugiert (mobile Phase des LFD), und darüber hinaus direkt oder 
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indirekt auf der analytischen Membran immobilisiert (stationäre Phase des LFD). Bei erfolgreicher 

„Sandwich“-Hybridisierung entsteht ein visuell erkennbares Signal auf Höhe der Testlinie (Aveyard et 

al., 2007). Das zweite LFD-Format versteht als universelles Nachweissystem, welches definierte 

Label wie Biotin oder Digoxygenin über spezifische Antikörper analog zu einem „klassischen“ Lateral 

Flow Testsystem erkennt (Abschnitt 1.2.1. bis 1.2.3.). Gelingt es innerhalb der Nukleinsäure-basierten 

Nachweisführung etwaige Markierungen einzufügen, ist das universelle LFD befähigt, den dual 

markierten Analyten auf der Testlinie zu binden (Abbildung 3, oben). Die Nutzung Label-spezifischer 

Antikörper für Nachweis von Nukleinsäuren via Lateral Flow verleiht diesen Testsystemen nicht nur 

den Namen nucleic acid lateral flow immunoassay (NALFIA), sondern insbesondere den universellen 

Charakter (Posthuma-Trumpie, 2009 / Andruykov, 2020). 

1.2.6. Universelle LFDs für NALFIA-Entwicklungen 

Die NALFIA-Strategie bietet den entscheidenden Vorteil, dass die genutzten Teststreifen universell 

sind, und damit eine konstante Komponente im Entwicklungsprozess zur Beantwortung Nukleinsäure-

assoziierter Fragen darstellen (Zheng et al., 2021). Hersteller universeller LFDs können diese zudem 

jederzeit an Lager halten, womit eine ständige Verfügbarkeit gegeben ist. Ferner können Entwickler 

ohne spezielles Lateral Flow Knowhow eigene NALFIA-Entwicklungen anstoßen. Daraus ergeben 

sich Vorteile hinsichtlich Entwicklungsgeschwindigkeit, Übertragbarkeit einer Methode auf multiple 

Fragestellungen, sowie Upscaling, sowie die Kommerzialisierung eines Assays. In der Konsequenz 

ergeben sich auch spezifische Limitationen (z.B. Anzahl auswertbarer Signale je LFD, zu 

verwendende Markierungen). In der Tabelle 1 sind fünf relevante und häufig verwendete, 

kommerzielle LFDs aufgelistet.  

Tabelle 1 – Übersicht relevanter kommerziell verfügbarer universeller LFDs für die individuelle NALFIA-Entwicklung. 

[*] symbolisiert die Markierung, die durch das mobile Konjugat (Streptavidin, Antikörper) adressiert wird. Die übrigen 

Markierungen werden in der stationären Phase des LFD „erkannt“.  

Name LFD Format 
Anzahl 

Testlinien 
Immunoassay-

Kontrolle 
genutzte 

Markierungen 
Hersteller 

repräsentative 
Referenz 

HybriDetect 
(MGHD) 

dipstick 1 ja Biotin, FITC* 
Milenia Biotec 
GmbH, Gießen 

Myhrvold et al., 
2018 

HybriDetect2T 
(MGHD2) 

dipstick 2 ja 
Biotin, 

Digoxygenin, 
FITC* 

Milenia Biotec 
GmbH, Gießen 

Loose und 
Breitbach et al., 

2020 

PCRD /   
PCRD Flex 

Testkasette / 
dipstick 

2 ja 
Biotin*, 

Digoxygenin, 
FITC 

Abingdon Health 
plc, York, UK 

Rani et al., 2021 

Ustar "Strip" dipstick 1 ja Biotin, FITC* 
Ustar 

Biotechnologies, 
Hangzou, China 

Wu et al., 2020 

Ustar "Device" Kartusche 1 ja Biotin, FITC* 
Ustar 

Biotechnologies, 
Hangzou, China 

Hammond und 
Zhang, 2016 

Auf dem Markt existieren verschiedene LFDs, die sich für die Entwicklung von NALFIAs eignen 

(Wu et al, 2020 / Rani et al., 2021 / Myhrvold et al., 2018). Die am häufigsten in Publikationen 

erwähnten Universal-LFDs sind in der Tabelle 1 aufgelistet und erfordern Biotin- und FITC/FAM-
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Markierungen für die Erkennung eines Analyten auf der Testlinie. Weiterhin sind allen LFDs die 

interne Immunoassay-Kontrolle, sowie das dipstick-Format gemein. Ein dipstick wird hier als freier 

Teststreifen definiert, der weder in einer Kartusche, noch in einer Testkassette vorplatziert wurde 

(Abbildung 4). In dieser Arbeit wurden universelle, Antikörper-basierter LFDs favorisiert, sodass der 

überwältigende Teil der Ergebnisse dieser Arbeit mit den Universalteststreifen der HybriDetect-

Plattform (Milenia Biotec GmbH, Gießen) generiert wurde. Die Abbildung 4 zeigt den Aufbau und 

das Erscheinungsbild der Teststreifen. 

 

Abbildung 4 –Aufbau und Erscheinungsbild der Universalteststreifen MGHD(1) und MGHD2. (A) Abmessungen und 
Zusammensetzung der LFDs (B) Teststreifen in Anwesenheit der Testlinien nach LFA (C) . Aufbau und Funktionsweise des 
MGHD und (D) MGHD2. [AuNP – Goldnanopartikel, rb – rabbit, gt – goat, LR - Laufrichtung] 

Zum Einsatz kamen zwei verschiedene LFDs, die sich in Aufbau und Funktionsweise unterscheiden 

(Abbildung 4). Der Teststreifen mit je einer Test- und Kontrolllinie wird als HybriDetect bzw. MGHD 

bezeichnet, besitzt eine grüne Deckfolie und kann Biotin- und FITC- bzw. FAM- markierte Analyten 

auf der Testlinie detektieren. Das zweite LFD (HybriDetect 2T bzw. MGHD2, 2 Testlinien und 

1 Kontrolllinie, blaue Deckfolie) erkennt zusätzlich einen Digoxygenin und FITC- bzw. FAM- 

markierten Analyten. Beide Teststreifen verfügen über eine Immunoassaykontrolle, wobei 

immobilisierte Konjugat-spezifische Antikörper für das Abstoppen des mobilen Goldkonjugates 

genutzt werden. Eine Besonderheit dieser LFDs ist der Verzicht auf ein sample application pad, 

sodass bei diesen Teststreifen die Probe direkt auf das conjugate release pad appliziert werden kann, 

bzw. der gesamte Streifen in eine Probe gedippt werden kann (dipstick, Abbildung 4).  
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1.3. DNA-Amplifikationsmethoden als NALFIA-„Baustein“ 

Um Nukleinsäuren auf einem universellen, Antikörper-basierten LFD sichtbar zu machen, ist es 

notwendig die für das LFD erforderlichen Markierungen zu einzubauen (Posthuma-Trumpie, 2009). 

So werden auf Ebene der Nukleinsäure-basierten Analytik häufig DNA-Amplifikations- oder 

Hybridisierungsmethoden genutzt, um gezielt die für die Detektion relevanten Label einzufügen 

(Posthuma-Trumpie, 2009 / Zheng et al., 2021). In der Abbildung 5 werden drei grundlegende und 

häufig verwendete Strategien beschrieben, bei der einzel- oder doppelsträngige DNA, bzw. RNA auf 

einem universellen LFD durch verschiedene Markierungsmuster via LFA sichtbar gemacht werden 

können.  

 
Abbildung 5 – Drei grundlegende Strategien für die Inkorporation LFD-relevanter Label in NALFIAs. Die blauen Linien 

symbolisieren Primer bzw. Sonden samt Biotin-Markierungen, die roten Linien hingegen FITC-/FAM-markierte Primer bzw. 

Sonden. RT steht für reverse Transkription.  

Der spezifische Nachweis von DNA-oder RNA-Sequenzen beruht häufig auf einer DNA-

Amplifikationsreaktion. In jener Amplifikationsreaktion können, z.B. durch markierte Primer, 

relevante Label in das Amplifikat eingebaut werden. Auf dem LFD würde letztlich ein dual markiertes 

Amplikon (dsDNA) nachweisbar (Pecchia et al., 2019, Janz et al., 2018). Alternativ können 

Hybridisierungsprodukte aus markiertem Amplikon (ssDNA) und markierter Sonde auf einem 

universellen LFD visualisiert werden (Loose und Breitbach  et al., 2020). Durch die Verwendung 

zweier unterschiedlicher markierter Sonden gelingt über die sogenannte Sandwich-Hybridisierung die 

Visualisierung einzelsträngiger, unmarkierter DNA oder RNA (Aveyard et al., 2007, Pöhlmann et al., 

2014). Die gewählten Beispiele verdeutlichen nicht nur die Relevanz der genutzten 

Markierungsstrategie für die Performance der Gesamtanalyse, sondern unterstreichen zudem die 

Vielfältigkeit der Lateral Flow-basierten Nukleinsäure-Analytik. Gerade in den vergangen zwei bis 
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drei Jahren gab es eine Vielzahl an NALFIA-assoziierten Innovationen in diesem Feld 

(Zheng et al., 2021). 

Der Begriff NALFIA wird in dieser Arbeit wie folgt definiert: Ein nucleic acid lateral flow 

immunoassay ist die methodische Kombination aus Nukleinsäure-basierter Präanalytik, die eine 

Auswertung via Lateral Flow, bei der ein Antikörper-basiertes LFD genutzt wird, ermöglicht. 

NALFIAs umfassen also nicht nur die Erkennung markierter Nukleinsäuren, sondern die Gesamtheit 

des damit verbundenen Nachweisverfahrens.  

1.3.1. NALF(I)A-assoziierte Amplifikationsmethoden – Eine Orientierung an der 
Fachliteratur 

Im Rahmen dieser Arbeit steht die Kombination aus DNA-Amplifikation und LFA im Fokus. Aus 

diesem Grund wird im Folgenden auf die bedeutendsten NALFIA-assoziierten 

Amplifikationstechniken eingegangen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden über 300 Veröffentlichungen 

herangezogen, die diese Methodik verwendeten. Eine Kategorisierung dieser Publikationen 

entsprechend der verwendeten Amplifikationstechniken ergab ein interessantes Bild (Abbildung 6). 

Grundsätzlich lässt sich festhalten, dass bis zum Jahr 2020 zahlreiche DNA-

Vervielfältigungstechniken mit Lateral Flow-basiertem Detektion kombiniert wurden. Dazu zählt die 

älteste und bekannteste Amplifikationsmethode, die PCR. Interessanterweise wird die PCR nicht sehr 

häufig in Kombination mit LFAs verwendet. In lediglich 11,5% der betrachteten Veröffentlichungen 

kam die PCR zum Einsatz. Vielmehr wurden sogenannte isothermale Amplifikationsmethoden 

verwendet. Bei diesen Techniken gelingt die Vervielfältigung der DNA bei einer konstanten 

Temperatur. Auf kontinuierliches Heizen und Kühlen der Probe kann verzichtet werden. Zwei 

wichtige isothermale DNA-Amplifikationsmethoden im Lateral Flow Kontext und darüber hinaus sind 

die loop mediated isothermal amplification (LAMP) und die recombinase polymerase amplification 

(RPA). Fast zwei Drittel aller hier betrachteten Publikationen nutzen entweder die RPA oder die 

LAMP für die Entwicklung von NALF(I)As. Weitere isothermale Amplifikationstechniken wie die 

strand displacement amplification (SDA), helicase dependent amplification (HDA), rolling circle 

amplification (RCA) oder multi cross displacement amplification (MCDA) wurden bereits erfolgreich 

mit einem Lateral Flow readout kombiniert, finden sich aber verhältnismäßig selten in der 

Fachliteratur (Abbildung 6, Sonstige, 11,5%).  
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Abbildung 6 - Häufigkeit NALFIA-assoziierter Amplifikationsmethoden in peer review Veröffentlichungen. Das Kreisdiagramm 

beschreibt die prozentuale Verteilung der Amplifikationsmethoden, die einer Lateral Flow-basierten Auswertung „vorgeschaltet 

werden. Dabei wurden 304 begutachtete Publikationen berücksichtigt. Der Großteil dieser Veröffentlichungen entstammt den 

Jahren 2012-2020, woraus sich das Balkendiagramm (blauer Kasten) ableitet. Dargestellt ist die Anzahl jährlich erschienener 

Publikationen je genutzter Amplifikationstechnik (Sonstige Techniken umfasst die HDA, SDA, RCA, MCDA).  

Zurückzuführen ist dieser Umstand insbesondere auf zwei grundlegende methodische Ansätze. Zum 

einen nahm die Zahl der RPA-LFA Veröffentlichungen drastisch zu und zum anderen rückte eine 

2017 erstmalig beschriebene, CRISPR-Cas-basierte Methodik in den wissenschaftlichen Fokus. 

Hierbei handelt es sich um eine Kombination aus DNA-Amplifikation und einer Amplikon-Erkennung 

durch einen definierten CRISPR-Cas-Komplex, der bei erfolgreicher Detektion des Amplikons eine 

starke Nukleaseaktivität entfaltet (Myhrvold et al., 2018). Die Mischung aus DNA-Amplifikation und 

Nukleaseassay kann via Lateral Flow ausgewertet werden und beschreibt einen wichtigen NALFIA-

Trend der vergangenen Jahre (Abbildung 6; 11,8%). Im Folgenden werden die hier hervorgehobenen 

Amplifikationsmethoden genauer erklärt. Neben der PCR wird auf die LAMP, RPA und CRISPR-

Cas-basierte Nachweistechniken eingegangen.  

1.3.2. Polymerase Chain Reaction 

Das Konzept der Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde in den frühen 

1980er Jahren durch Kary Mullis entwickelt und später veröffentlicht (Mullis et al., 1986 / Mullis und 

Faloona, 1987). Im Jahr 1993 erhielt Mullis mit Michael Smith den Nobelpreis für Chemie. Fortan hat 

die PCR die Molekularbiologie revolutioniert (Surzycki, 2000). 

Die PCR definiert sich als in vitro DNA-Amplifikationsmethode, bei der durch zyklisches Erwärmen 

und Abkühlen der Probe ein definiertes DNA-Fragment Enzym-vermittelt vermehrt werden kann 

(Mullis und Faloona, 1987). In diesem Zusammenhang erwies sich der Einsatz einer thermostabilen 

DNA-Polymerase aus dem thermophilen, gram-negativen Bakterium Thermus aquaticus als 
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wesentlicher technischer Fortschritt für die PCR (Saiki et al., 1988). Inzwischen existieren unzählige 

Abwandlungen der PCR, die für unterschiedliche Zwecke optimiert wurden. Von diagnostischen 

Nachweisverfahren, forensischen Analysen bis hin zu Klonierungen, Sequenzierungen, 

Genexpressionsanalysen oder Mutagenese-Experimenten ist die PCR oft essentieller Bestandteil 

(Jeffreys et al., 1988 / Marchuk et al., 1991 / Shimada, 1996 / Ståhlberg et al., 2017). Bis heute, fast 

40 Jahre nach den ersten Beschreibungen dieser Methode gilt die PCR als eines der vielfältigsten und 

wichtigsten methodischen Werkzeuge in Laboratorien auf der ganzen Welt (Zhu et al., 2020). 

1.3.2.1. Der grundlegende Mechanismus einer PCR 

Template DNA, kurze einzelsträngige Oligonukleotide (Primer), DNA-Bausteine (dNTPs), sowie eine 

hitzestabile DNA-Polymerase sind die essentiellen Bestandteile einer PCR (Mullis und Faloona, 

1987). Durch Erhitzen dieser Komponenten in einem Reaktionsgefäß über 90°C kann die 

doppelsträngige template DNA in ihre Einzelstränge aufgeschmolzen werden. Dieser erste Schritt wird 

als Denaturierung bezeichnet und ermöglicht das spezifische Binden zweier Primer durch Abkühlen 

der Reaktion auf eine definierte Annealing-Temperatur, die i.d.R. zwischen 50 und 70°C liegt.  

 
Abbildung 7 - Amplifikationsmechanismus der „klassischen“ Polymerase Chain Reaction (PCR). DNA fungiert als template für 

die Amplfikationsreaktion, bei der durch Hitze (>90°C) ds DNA denaturiert wird. Durch Abkühlen des Reaktionsgemisches 

können Primer (blaue und rote Pfeile) spezifisch an die Primerbindestellen (rote und blaue Balken) bindet, was als Annealing 

beschrieben wird. Die Elongation durch eine thermostabile DNA-Polymerase (Pol.) wird durch das Erwärmen der Reaktion auf 

eine Temperatur zwischen 68-72°C initiiert. Durch mehrmalige Wiederholung dieses 3-stufigen Zyklus kommt es exponentiellen 

Vermehrung eines durch die Primersequenzen definierten PCR-Produktes. 

Dem Primer-Annealing folgt die DNA-Polymerisation, welche an den freien 3’OH-Enden der 

gebundenen Primer durch eine i.d.R. thermostabile DNA-abhängige DNA-Polymerase katalysiert wird 

(Saiki et al., 1988). Diese sequenzspezifische Verlängerung der Primer ist innerhalb der PCR als 

Elongation definiert. Das daraus hervorgehende Produkt steht in der weiteren Reaktion als template 
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DNA zur Verfügung. Folglich kommt es innerhalb eines Zyklus, welcher sich aus Denaturierung, 

Annealing und Elongation zusammensetzt, zu einer Verdopplung der Ziel-DNA (Mullis und Faloona 

et al., 1986). Durch mehrmaliges Durchlaufen dieses Zyklus (i.d.R. 25- bis 40-mal) wird das PCR-

Produkt exponentiell vervielfältigt, wodurch innerhalb einer Amplifikationsreaktion mit 30 Zyklen 

rechnerisch aus 1 Kopie dsDNA weit mehr als 100 Milliarden Kopien entstehen können (Templeton, 

1992). Die Abbildung 7 bildet den grundlegenden Ablauf der PCR ab. 

1.3.2.2. PCR und Lateral Flow 

Wie bereits beschrieben kann die PCR, als älteste und wahrscheinlich facettenreichste DNA-

Amplifikationstechnik beschrieben werden (Zhu et al., 2020). Über die Jahre konnten zahlreiche 

Abwandlungen der ursprünglichen Methode erarbeitet werden, sodass immer mehr Bereiche in der 

Wissenschaft und weit darüber hinaus maßgeblich profitierten (Powledge, 2004). Die Entwicklung 

von Real Time PCR oder digitaler PCR, bei der durch Bestimmung der Fluoreszenzänderung 

innerhalb einer Amplifikationsreaktion quantitative Analysen ermöglicht werden, ist nur ein 

Meilenstein der PCR-Geschichte (Higuchi et al., 1993 / Morley, 2014). Die Modifizierung und 

Optimierung aller relevanter PCR-Komponenten, die Kombination mit anderen Enzymen, sowie die 

Entwicklung multipler Auswerteformate zur Beurteilung einer PCR sind als wichtige Bausteine dieser 

vielseitigen Methode einzuordnen (Imanaka, 2011 / Zhu et al., 2020). Allerdings wird die PCR bisher 

vergleichsweise selten mit Lateral Flow-basierter readout verknüpft (Abschnitt 1.3.1., Abbildung 7). 

Diese Kombination scheint jedoch nicht zuletzt aus aktuellem Anlass besonders an Bedeutung zu 

gewinnen. 

Bereits 2007 präsentierte Aveyard et al. eine NALFA-Technologie, bei der unmarkierte 

Amplifikationsprodukte ausschließlich über Hybridisierung mit spezifischen Sonden visualisiert 

werden konnten (LFD gemäß Abbildung 3). So gelang die Etablierung einer MRSA spezifischen PCR 

und nachgeschalteter Nachweis-spezifischer LFA zur Detektion des Amplikons. Eine 

Weiterentwicklung dieser Technik wurde u.a. durch Ang et al. (2016) präsentiert. Hier wurde eine 

asymmetrische PCR-Variante, die sogenannte LATE-PCR (linear after the exponential polymerase 

chain reaction), genutzt, um den Anteil einzelsträngiger Amplikons zu erhöhen (Sanchez et al., 2004). 

In der abschließenden LFA hybridisierten die einzelsträngigen PCR-Produkte der duplex LATE-PCR 

an immobilisierte, spezifische DNA-Sonden. Durch Nutzung FITC-markierter Primer in der 

Amplifikation gelang die universelle Detektion der Hybridisierungsprodukte durch anti-FITC 

Antikörper, welche an Goldnanopartikel konjugiert wurden. Es handelt sich um eine Mischform aus 

Sonden-basierter Detektion und Immunoassay (Abbildung 3). Diese Arbeit unterstreicht zwei wichtige 

Aspekte, die mit PCR-LFAs einhergehen. Zum einen können bereits existierende Abwandlungen der 

Amplifikationsmethode mit Eigenschaften der Auswerteplattform verbunden werden. Zum anderen 

handelt es sich bei der PCR um eine Technik, die multiplexing, also die parallele Amplifikation 
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verschiedener PCR-Produkte, erlaubt. Dies ist ein wichtiger Punkt, der im Lateral Flow-Kontext 

genutzt werden kann (Mens et al., 2012 / Roth et al., 2018).  

Spezifität, Sensitivität, multiplexing und der direkte Probeneinsatz sind nur einige Vorteile, die die 

PCR mit sich bringt (Franzo et al., 2018). Das Maß an erforderlicher Expertise und der 

Technisierungsgrad einer PCR verleihen dieser Technik aber den Ruf, eine reine Labormethode zu 

sein, die sich weniger für Feldanwendungen eignet, was den Fokus auf alternative 

Amplifikationsmethoden lenkt (Kim und Easley et al., 2011). 

1.3.3. Isothermale DNA-Amplifikationsmethoden 

Der Verzicht auf komplexere Gerätschaften ist eine Grundidee, die der Entwicklung isothermaler 

DNA-Amplifikationstechniken zugrunde liegt (Gill und Ghaemi, 2008). Die PCR verlangt nicht nur 

genaues und reproduzierbares, sondern vor allem schnelles Heizen und Kühlen der Probe. Diese 

Anforderungen verdeutlichen den nicht zu vernachlässigenden Geräteaufwand, der mit einer PCR 

einhergeht (Kim und Easley et al., 2011 / Gill und Ghaemi, 2008). 

Seit den frühen 1990er Jahren wurden zunehmend isothermale Nukleinsäure- Amplifikationstechniken 

präsentiert (Li et al., 2018). Durch das Nachahmen von in vivo DNA-Vervielfältigungsmechanismen 

kann bspw. über die Nutzung spezieller Enzyme wie Helicasen, Recombinasen oder 

Einzelstrangbindeproteinen ein initiales Annealing von Primern ohne vorherige Temperatur-abhängige 

Denaturierung erfolgen (Piepenburg et al., 2006 / An et al., 2005). Auch die Verwendung erhöhter 

Temperaturen in Kombination mit Reaktionsadditiven wie bspw. Betain kann die partielle 

Denaturierung von template DNA ermöglichen, sodass eine Amplifikation initiiert werden kann 

(Notomi et al., 2000 / Liu et al., 2005). Die Verwendung spezieller DNA-Polymerasen kann dabei als 

eine Schlüsselkomponente betrachtet werden, die eine DNA-Vervielfältigung bei einer konstanten 

Temperatur erlaubt. Dabei ist die starke Strangverdrängungsaktivität und die fehlende                         

5‘ → 3‘ Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase zumeist ein entscheidendes Charakteristikum der 

isothermalen Amplifikation (Notomi et al., 2000 / Piepenburg et al., 2006 / Wang et al., 2015). In der 

Tabelle 2 sind verschiedene isothermale Amplifikationstechniken aufgelistet, die erfolgreich mit einer 

Lateral Flow-basierten Amplikon-Erkennung kombiniert wurden. Im Folgenden wird detaillierter auf 

die bedeutendsten beiden isothermalen Amplifikationsmethoden RPA und LAMP eingegangen 

(Abbildung 6). 

  



15 
 

Tabelle 2 – Übersicht isothermaler DNA-Amplifikationsmethoden (LFA-kompatibel) 

Vollständiger Name 
der Methode 

Abkürzung T in °C 
Anzahl 
Primer 

Relevante Enzyme 
Referenz 
Methode 

Referenz 
NALFA 

loop mediated 
isothermal amplification  

LAMP 60-65°C  4 bis 6 Bst Polymerase 
Notomi et al., 

2000 
Allgöwer et 
al., 2020 

strand displacement 
amplification 

SDA 37°C 2 
Endonuklease HincII, E. 
coli  DNA Polymerase I 

(exo- Klenow) 

Walker et al., 
1992 

Fang et al., 
2014 

thermophilic helicase 
dependent amplification 

tHDA 60-65°C 2 

Tte-UvrD Helicase, Bst 
Polymerase oder 

Fusionsprotein aus 
beiden 

An et al., 
2005 / Motré 
et al., 2008 

Zasada et 
al., 2018 

multi cross 
displacement 
amplification 

MCDA 61-65°C 10 Bst Polymerase 
Wang et al., 

2015 
Wang et al., 

2018 

recombinase 
polymerase 
amplification  

RPA 37-42°C 2 

T4 UvsX Recombinase, 
T4 UvsY, T4 Gene 32 

Protein, Bsu DNA 
Polymerase I 

Piepenburg 
et al., 2006 

Piepenburg 
et al., 2006 

polymerase spiral 
reaction  

PSR 60-65°C 2 Bst Polymerase 
Liu et al., 

2015 
Lin et al., 

2021 

nucleic acid sequence-
based amplification 

NASBA ca. 41°C 2 
RNaseH, reverse 

Transcriptase, RNA-
Polymerase 

Compton, 
1991 

Yrad et al., 
2019 

cross priming 
amplification 

CPA 60-68°C 
5 oder 
mehr 

Endonuklease und Bst 
Polymerase 

Xu et al., 
2012 

Huang et al., 
2014 

1.3.3.1. Loop mediated isothermal Amplification - LAMP 

Die loop mediated isothermal amplification (LAMP) wurde erstmalig durch Notomi et al. (2000) 

beschrieben. Im Gegensatz zur PCR wird bei der LAMP nicht nur bei einer konstanten Temperatur 

von etwa 60°C bis 65°C DNA amplifiziert, sondern darüber hinaus sind vier bis sechs Primer, die 

sechs bis acht spezifische Sequenzbereiche adressieren, für eine effiziente Vervielfältigungsreaktion 

erforderlich (Notomi et al., 2000). Dieser Umstand verdeutlicht die, im Vergleich zur PCR, gesteigerte 

Komplexität hinsichtlich des erforderlichen Primerdesigns (Abbildung 8 A). Die Kombinierbarkeit mit 

der reversen Transkription als one pot System ist ein wichtiges Charakteristikum der LAMP und 

gerade für die Virusdiagnostik von großer Bedeutung (Lee et al., 2017 / Dong et al., 2021). Zudem 

haben optimierte LAMP Polymerasen ggf. eine eigene RT-Aktivität, die durch Zugabe von reverser 

Transkriptase zusätzlich verstärkt werden kann (Wang et al., 2017). Die Auswertung einer LAMP-

Reaktion kann sehr vielfältig erfolgen. Genutzt werden dabei AGE, Fluoreszenz-basierte Detektion 

(RT-Cycler, Blau- oder UV-Licht), Eintrübungen, sowie Lateral Flow Tests oder Indikator-vermittelte 

Farbumschläge (Peng et al., 2017 / Fischbach et al., 2015 / Aoi et al., 2006). Unter Verwendung einer 

geeigneten Primerkombination können sehr empfindliche und schnelle Nachweisverfahren entwickelt 

werden, was die LAMP zu einem sehr wichtigen Werkzeug für Point-of-Care Anwendungen macht 

(Yongkiettrakul et al., 2014). 
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Abbildung 8 – Übersicht LAMP (A) Primerdesign und (B) mögliche Plattformen zur Auswertung von LAMP-Produkten. Die 
Pfeile in Teilabbildung A kennzeichnen Primer, wobei die grauen Linien und Kästchen die doppelsträngige template DNA 
inklusive Primerbindestellen symbolisieren. AGE steht für Agarosegelektrophorese. 

Dabei können einfache Heizblöcke, Wasserbäder oder sogar Sous Vide Garer für die 

Amplifikationsreaktion bei etwa 60°C zum Einsatz kommen (Joung et al., 2020). Eine der ersten 

Arbeiten, in der LAMP und LFA kombiniert wurden, stammt aus Thailand und beschreibt den 

Nachweis einer Virus-vermittelten Erkrankung von Krebstieren (Kiatpathomchai et al. 2008). Unter 

optimierten Bedingungen kann eine LAMP in 10 bis 20 Minuten Resultate generieren, bei denen 

weniger als 10 DNA-Kopien je µL detektiert werden können (Zhang et al., 2020). Aufgrund der 

komplexen Anforderungen an das Assay-Design, wird das multiplexing erschwert, ist aber 

grundsätzlich möglich (Iseki et al., 2007). 

1.3.3.2. Recombinase Polymerase Amplification 

2006 wurde die isothermale Recombinase Polymerase Amplification (RPA) durch die Gruppe um 

Niall Armes erstmalig beschrieben und direkt mit einem universellen Lateral Flow Immunoassay 

kombiniert (Piepenburg et al., 2006). Die RPA ist eine isothermale, hoch sensitive und selektive 

DNA-Amplifikationstechnik, die bei 37-42°C durchgeführt wird. Die gezielte Kombination der 

Rekombinase T4 UvsX, dem Einzelstrangbindeprotein G32P, dem crowding agent Carbowax20, dem 

Beladungsfaktor T4 UvsY, sowie einer DNA-Polymerase mit starker Strangverdrängungsaktivität 

ermöglicht die Amplifikation unter Zuhilfenahme zweier Primer bei konstant niederen Temperaturen 

(Abbildung 7). Der detaillierte Amplifikationsmechanismus der RPA kann im Anhang nachvollzogen 

werden (Abschnitt 9.1.2.1). Mit Hilfe einer RPA gelingen Nachweise von 1-10 Kopien des templates 

in nur 10 bis 30 Minuten (Lobato und O’Sullivan, 2018). Als besonderes Charakteristikum wird 

häufig die geringe Anfälligkeit für Matrix-abhängige Inhibition angeführt, was diese Methode für 

direkte Analysen an verschiedensten Probenmatrices wie Urin, Pleuraflüssigkeit, Milch oder 

Stuhlproben qualifiziert (Krõlov et al., 2014 / Liljander et al., 2015 / Choi et al., 2016 / 

Wu et al., 2016). 
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Abbildung 9 – Mechanismus der Recombinase Polymerase Amplification. In der Amplifikationsreaktion symbolisieren rote und 

blaue Pfeile RPA-Primer. Die Rekombinase T4 UvsX interagiert mit den Primern und vermittelt im Zusammenspiel mit dem 

Einzelstrangbindeprotein G32P ein spezifisches Annealing der Primer an den Primerbindestellen (PBS – rote und blaue 

Bereiche in der ds template DNA), welches unabhängig von einer „globalen“ Denaturierung ist. Gestrichelte graue Pfeile 

symbolisieren den Elongationsprozess durch die große Untereinheit der DNA-Polymerase I aus B. subtilis (Bsu Pol.).  

Die Amplifiaktionstemperatur von etwa 37°C lässt sich durch die Nutzung von einfachen Inkubatoren, 

Wasserbädern, Heizblöcken oder der bloßen Körperwärme erreichen (Crannell et al., 2014 / 

Rohrmann et al., 2012 / Escadafal et al., 2014). Mehrfach konnte gezeigt werden, dass sich die RPA u. 

U. auch für multiplex-Anwendungen eignen kann (Crannell et al., 2016 / Soliman et al., 2018). Die 

Charakteristika dieser Methodik unterstreichen die Relevanz für Point-of-Care Anwendungen, 

wodurch der Kombination von Lateral Flow und RPA eine besondere Bedeutung verliehen wird 

(Abbildung 6). Methodisch kommt hier der Endonuklease IV (nfo) aus Escherichia coli eine wichtige 

Rolle zu, da diese gerade für RPA-LFAs besonders häufig genutzt wird (Lobato und 

O’Sullivan, 2018). Der nfo-basierte Nachweismechanismus, sowie die Verbildlichung dreier 

relevanter RPA-LFA Veröffentlichungen können dem Anhang entnommen werden (Abschnitt 

9.1.2.1). 

1.3.4. CRISPR-Cas-vermittelte NALFIAs 

Das CRISPR-Cas-System kann man als Äquivalent eines Immunsystems ansehen, welches im Genom 

von Bakterien und Archeaen verankert ist (Horvath und Barrangou, 2010). Der zugrunde liegende 

Mechanismus schützt diese Organismen vor Infektion mit Phagen durch die Erkennung und 

Degradierung „fremder“ Nukleinsäuren (Terns und Terns, 2011). Das CRISPR-Cas-System hat die 

Fähigkeit zu „lernen“, sich zu „erinnern“, zu „adaptieren“ und basiert auf sich wiederholenden DNA-

Sequenzen, welche als clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) 

bezeichnet werden. Darüber hinaus fungieren CRISPR-assoziierte Genprodukte (Cas-Proteine) im 

Zusammenspiel mit transkribierten CRISPR-RNAs (crRNAs) als Komplexe, welche spezifische 

Bereiche eines viralen Genoms adressieren können. Eine entscheidende Funktion der Cas-Proteine ist 

die Endonukleaseaktivität, welche der spezifischen Degradierung viraler Nukleinsäuren dient. Die 

Kombination aus crRNA-vermittelter, Sequenz-spezifischer Erkennung und dem nukleolytischen 
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Abbau stellt die Grundlage für die Entwicklung der CRISPR-Cas-vermittelten Genomeditierung dar 

(Garneau et al., 2010 / Jinek et al., 2012). Seither hat sich insbesondere die als „Genschere“ bekannte 

CRISPR-Cas9-Methodik zu einem der wichtigsten Werkzeuge der Molekularbiologie entwickelt 

(Adli, 2018). 2020, acht Jahre nach der wichtigen Publikation von Jinek et al. (2012), wurde der 

Nobelpreis für Chemie an die federführenden Forscherinnen Emmanuelle Charpantier und 

Jennifer Doudna für deren Arbeit an eben jener Technologie verliehen (Ledford und Callaway, 2020). 

In den letzten Jahren wurde der zugrunde liegende Mechanismus immer besser charakterisiert, 

verschiedene Cas-Protein Typen und Subtypen entdeckt und klassifiziert (Makarova und 

Koonin, 2015 / Russel et al., 2020). So beschrieben Mitarbeiter der Gruppe um Feng Zhang, einem 

weiteren Pionier der CRISPR-Cas Technologie, dass Subtypen der Cas13-Familie die 

„programmierbare“ Degradierung von RNA ermöglichen (Abudyyeh, Gootenberg und 

Konermann et al., 2016). Ein Charakteristikum einzelner Subtypen dieser Cas-Familie ist u.a. die 

ungerichtete, kollaterale RNase-Aktivität, die durch crRNA-vermittelte Erkennung initiiert werden 

kann. Dieser Mechanismus lässt sich nicht nur für Transcript-Knockdown oder Live Transcript 

Imaging nutzen, sondern auch für die Sequenz-spezifische Detektion von Nukleinsäuren 

(Abudayyeh und Gootenberg et al., 2017a / Yang et al., 2019). So beschrieben ein Jahr später 

Abudayyeh und Gootenberg et al. (2017b) eine CRISPR-Cas-vermittelte in vitro Nukleinsäure-

Erkennungstechnik, die sie specific high-sensitivity enzymatic reporter unlocking (SHERLOCK) 

nannten. Hierbei kombinierten sie isothermale DNA-Amplifikation (RPA / RT-RPA) mit der Cas13a-

vermittelten Sequenz-spezifischen Amplikonerkennung, was letztlich in der Degradierung eines 

speziell konzipierten, einzelsträngigen und speziell modifizierten, RNA-Oligonukleotids (Reporter) 

resultiert. Das daraus hervorgehende Signal kann Fluoreszenz-basiert oder über ein adäquates LFD 

detektiert werden (Abudayyeh und Gootenberg et al., 2017b / Myhrvold et al., 2018). Als Ergänzung 

oder Weiterentwicklung dieser grundlegenden Technik versteht sich die DETECTR-Methode aus dem 

Labor von Jennifer Doudna (Chen et al., 2018). DETECTR steht für DNA endonuclease targeted 

CRISPR trans reporter und nutzt das Cas Protein 12a. Im Gegensatz zum Cas13a erkennt dieser 

CRISPR Komplex dsDNA, wodurch ein im SHERLOCK-System erforderlicher T7-

Transkriptionsschritt entfällt. Darüber hinaus entfaltet Cas12a eine kollaterale Nukleaseaktivität, die 

sich gegen ssDNA richtet und ssRNA (Chen et al., 2018 / Abudayyeh und Gootenberg et al., 2018). 

Beide CRISPR-Cas-basierten Nukleinsäure-Erkennungstechniken sind aufgrund zweier nacheinander 

geschalteter Verstärker-Reaktionen z.T. extrem sensitiv und bei Verwendung einer gut selektierten 

crRNA zudem sehr spezifisch (Myhrvold et al., 2018 / Lee et al., 2020). Die Kompatibilität mit einem 

einfachen Lateral Flow –basierten Auswertung erweitert die Point-of-Need Tauglichkeit dieser 

Technik (Myhrvold et al., 2018 / Broughton et al., 2020).  
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Abbildung 10 – CRISPR-Cas-basierter NALFIA. Nach Probenvorbereitung erfolgt i.d.R. eine DNA-Amplifikation (zumeist 

isothermal, ggf. mit reverser Transkription [RT]). Über den definierten CRISPR-Cas-Komplex erfolgt die Sequenz-spezifische, 

„programmierbare“ Erkennung einer Zielsequenz, wodurch das Cas-Protein eine kollaterale Nukleaseaktivität entfaltet, die zur 

Degradierung eines universellen dual markierten Reporters führt. Durch LFA kann der Status des Reporters visualisiert werden 

(LFD gemäß Abb. 5). 

Im Fokus bisheriger Arbeiten mit diesem Nachweissystem liegt vor allem die teils sehr anspruchsvolle 

Virusdiagnostik, weshalb u.a. Nachweise für SARS-CoV-2, Zika Virus, Dengue Virus, Afrikanischem 

Schweinepest Virus etabliert wurden (Broughton et al., 2020 / Myhrvold et al., 2018 / Abudayyeh und 

Gootenberg et al., 2018 / Wang et al., 2020). Allen Arbeiten ist die Betonung auf die Wichtigkeit der 

Feldanwendung durch Nutzung eines universellen LFDs gemein. Hervorzuheben ist die Lateral Flow 

basierte Nachweisstrategie, die der klassischen Auswertung entgegensteht. Mit ein und demselben 

universellen Teststreifen gelingt der Nachweis durch das Integrieren relevanter Markierungen in den 

Analyten, was in dieser Arbeit als Label-Inkorporations-Strategie bezeichnet wird. Durch Nutzung 

eines Reporters lässt sich das Konjugat (fast) vollständig auf der unteren Linie des Teststreifens 

zurückhalten. Durch Reporterdegradierung werden die Label separiert, was dazu führt, dass Konjugat 

die untere Linie überfließt und auf der oberen Linie abgefangen wird. Folglich ändert sich durch 

diesen strategischen Ansatz die Bedeutung von Test- und Kontrolllinie, obwohl das LFD identisch ist. 

Diese alternative Nutzungsstrategie des Universalteststreifens MGHD ist wesentlicher methodischer 

Teil dieser Arbeit und wird als Reporter-Degradierungs-Strategie umschrieben. 
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2. Zielstellung 

Der Stellenwert einfacher und Point-of-Care kompatibler Nachweismethoden ist insbesondere 

aufgrund der aktuellen pandemischen Situation weltweit immens. Lateral Flow Schnelltests bedienen 

nicht nur im Kontext der COVID-19 Pandemie extrem wertvolle diagnostische Nischen, da Analysen 

außerhalb spezialisierter Labore ermöglicht werden. Klassische Lateral Flow Immunoassays stehen 

dabei zumeist im Fokus dieser methodisch vielseitigen Plattform.  

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine Spezialform des Lateral Flow Assays (LFAs) genauer zu 

beleuchten, zu hinterfragen und kritisch zu diskutieren. Nucleic Acid Lateral Flow (Immuno-) Assays 

(NALF[I]As), also die methodische Kombination aus DNA-Amplifikation und LFA standen dabei im 

Fokus dieser Arbeit. Auf Basis umfangreicher Literaturrecherchen galt es, eigene NALFIA-

Entwicklungen anzustoßen. Dabei wurde definiert, dass etwaige Testentwicklungen unter 

Berücksichtigung eines klaren Praxisbezugs zu erfolgen haben. Nach Möglichkeit sollten dabei 

verschiedene Bereiche, in denen molekulare Schnelltests Einfluss nehmen können, abgedeckt werden. 

In dieser Arbeit rückte insbesondere die Polymerase Chain Reaction (PCR), als repräsentative DNA-

Amplifikationsmethode in den Mittelpunkt NALFIA-assoziierter Fragestellungen. Die PCR wurde 

gerade im Kontext Point-of-Care tauglicher DNA-Vervielfältigungstechniken als eine weniger 

genutzte Technik eingestuft (Abschnitt 1.3.1.). Hieraus leiten sich die wichtige Fragen nach 

generellen, aber auch Methoden-spezifischen Limitation dieser Technik ab. Deshalb wurde als 

weiteres, zentrales Ziel dieser Arbeit herausgestellt, NALFIA-charakteristische Limitationen 

herauszuarbeiten, klar zu benennen und kritisch zu diskutieren. Auf Basis dieser Vorarbeiten sollten 

methodische Strategien entwickelt werden, die einen Beitrag zur Umgehung oder Vermeidung jener 

Limitationen leisten sollen.  

Die Erarbeitung methodischer Innovationen bildet eine weitere zentrale Säule dieser Arbeit. Die 

Neuentwicklung eigener Methoden zum Nachweis von Nukleinsäuren mittels DNA-Amplifikation 

und LFA werden als zusätzliches Ziel definiert. Letztlich gilt es dazu beizutragen, einen tieferen 

Einblick in die NALFIA-toolbox zu erlangen und darüber hinaus einen eigenen Anteil an der 

Erweiterung dieser methodischen Entwicklungs-Plattform zu leisten. 

Anhand dieser Beschreibung lassen sich fünf klare Ziele benennen: 

1. Entwicklung von NALFIAs mit erkennbarem praktischen Bezug 

2. Den Stellenwert der PCR im NALFIA Kontext herausstellen 

3. Generelle und PCR-LFA-spezifische Limitation herausarbeiten 

4. Umsetzbare Lösungsstrategien für eben jene Limitation entwickeln 

5. Entwicklung neuer NALFIA-Techniken anstoßen. 



21 
 

3. Material und Methoden 

Der Material- und Methoden- Teil versucht die Reihenfolge der Assay-Entwicklung, bzw. die 

Abarbeitung eines NALFIAs wider zu spiegeln. Beginnend mit der Vorbereitung von 

charakterisiertem Probenmaterial (template) werden anschließend Details zu den entwickelten 

Amplifikationsmethoden beschrieben. Bei der Auswertung der Amplifikate nimmt die Lateral Flow 

Analyse die zentrale Rolle ein. Aber auch statistische Methoden zur Beurteilung von Testverfahren 

werden beschrieben. Zusätzliche Methoden, die erforderlich sind, um die Performance etablierter 

Nachweise zu prüfen sind ebenfalls aufgeführt. Da viele verschiedene Themengebiete für die 

Versuche herangezogen wurden, werden außerordentlich „spezifische“ Methoden ergänzend im 

Anhang aufgeführt. Der Material- und Methoden-Teils legt den Fokus auf die NALFIA-

Methodenentwicklung. 

3.1. Das template: Herstellung natürlicher und künstlicher Proben 
für die Entwicklung von NALFIAs 

In der Entwicklung von Amplifikationsmethoden ist die Nutzung genau charakterisierten 

Probenmaterials (template) sehr wichtig. Aus diesem Grund nimmt die Erstellung und 

Charakterisierung des Probenmaterials für die Assay-Entwicklung im Rahmen dieser Arbeit einen 

hohen Stellenwert ein. Als Grundlage für die Analysen dienten je nach Nachweis entweder lebende 

Zellen aus Kulturen / Anreicherungen oder aber künstlich erstelltes Probenmaterial, wie bspw. 

Plasmide oder PCR-Fragmente. Im ersten Teil werden verwendete Organismen und wichtige 

Kultivierungstechniken beschrieben. 

3.1.1.  natürliche templates – Kultivierung, Kulturbestätigung und DNA-
Extraktion 

Eine wichtige Voraussetzung für die Entwicklung von NALFIAs ist die Güte der verwendeten Proben. 

Dabei spielen natürliche Proben eine wichtige Rolle, um eine möglichst praxisnahe 

Nachweisetablierung gewährleisten zu können. Deshalb war es erforderlich relevante Organismen 

kultivieren zu können. Die Tabelle 3 liefert einen Überblick über die wichtigsten Organismen, die in 

dieser Arbeit genutzt wurden. 
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3.1.1.1. Übersicht verwendeter Organismen 

Tabelle 3 – Übersicht der in der Arbeit verwendeten Organismen 

Hintergrund Organismus Beschreibung Quelle(n) 

Nachweis 
bier-
schädigender 
Bakterien 

Lactobacillus brevis (11 Isolate) obligat bierschädigend verschiedene 

Lactobacillus lindneri (6 Isolate) obligat bierschädigend verschiedene 

Lactobacillus (para-) collinoides (2 Isolate) obligat bierschädigend verschiedene 

Lactobacillus backi (3 Isolate) obligat bierschädigend verschiedene 

Pediococcus damnosus (2 Isolate) obligat bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Lactobacillus casei (3 Isolate) fakultativ bierschädigend verschiedene 

Lactobacillus rossiae (4 Isolate) obligat / fakultativ bierschädigend verschiedene 

Lactobacillus plantarum fakultativ bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Lactobacillus parabuchneri fakultativ bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Lactobacillus perolens fakultativ bierschädigend VELTINS Brauerei 

Lactobacillus harbinensis 2385B fakultativ bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Lactobacillus curtus obligat / fakultativ bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Lactobacillus cerevisiae (2 Isolate) obligat bierschädigend verschiedene 

Lactobacillus delbrueckii nicht bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Acetobacter aceti nicht bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Lactococcus lactis fakultativ bierschädigend Doemens Academy 

Leuconostoc mesenteriodes 2308 fakultativ bierschädigend 
TUM - BLQ 
Weihenstephan 

Homo-/ 
Hetero-
plasmietest 

Chlamydomonas reinhardtii Wildtyp AG Johanningmeier 

Chlamydomonas reinhardtii - Fud7 psbA-Deletionsmutante AG Johanningmeier 

Chlamydomonas reinhardtii - MCS Mutante, Rezipient Fud7 AG Johanningmeier 

Validierung 
Alicyclo-
bacillus 
Nachweise 

Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 49025 Typstamm, Fruchtsaft-schädigend DSMZ 

Alicyclobacillus acidoterrestris (#00854) Praxisisolat, Fruchtsaft-schädigend LADR 

Alicyclobacillus acidoterrestris (#67216) Praxisisolat, Fruchtsaft-schädigend LADR 

Alicyclobacillus acidocaldarius NCIMB 11725 Typstamm, Fruchtsaft-schädigend LADR 

Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446 Typstamm, Fruchtsaft-schädigend DSMZ 

Alicyclobacillus herbarius DSM 13609 Typstamm, Fruchtsaft-schädigend DSMZ 

Alicyclobacillus acidiphilus DSM 14558 Typstamm, Fruchtsaft-schädigend DSMZ 

Alicyclobacillus fastidiosus DSM 17978 Typstamm, Fruchtsaft-schädigend DSMZ 

Alicyclobacillus pomorum DSM 14995 Typstamm, Fruchtsaft-schädigend DSMZ 

Bacillus subtilis subsp. subtilis DSM 10 Typstamm, Begleitflora Fruchtsäfte DSMZ 

Paenibacillus polymyxa DSM 36 Typstamm, Begleitflora Fruchtsäfte DSMZ 

Bacillus coagulans DSM 1 Typstamm, Begleitflora Fruchtsäfte DSMZ 

Bacillus licheniformis DSM 13 Typstamm, Begleitflora Fruchtsäfte DSMZ 

E. coli 

Escherichia coli DH5alpha Laborstamm, E. coli K12 Derivat AG Johanningmeier 

Escherichia coli TOP10 Laborstamm, E. coli K12 Derivat AG Johanningmeier 

Escherichia coli TG1 Laborstamm, E. coli K12 Derivat AG Johanningmeier 
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3.1.1.1.1. Kultivierung von C. reinhardtii 

Die Kultivierung von C. reinhardtii erfolgte in zwei verschiedenen Kulturmedien. Zum einen wurden 

die psbA-Deletionsmutante (Fud7), sowie die nachweislich homoplasmische Transformante MCS in 

dem Acetat-haltigen Vollmedium TAP (Gorman et al., 1965) unter heterotrophen Bedingungen 

kultiviert. Nicht-homoplasmische Transformanten wurden photoautotroph in HS-Medium 

(Minimalmedium, Sueoka et al., 1960) kultiviert. Diese Kultivierung erfolgte sowohl auf Festmedien, 

als auch in flüssiger Form. Flüssigkulturen wurden schüttelnd in Erlenmeyerkolben bei 23°C und 

35 µE*m-2*s-1 inkubiert.  

3.1.1.1.2. Kultivierung bierschädigender Lactobacillus spp. und Pediococcus spp.  

In der Arbeit genutzte bierschädigende Milchsäurebakterien wurden präferiert in Fertigmedien 

angereichert (NBB®-B und NBB®-B-AM, Döhler GmbH). Unter anaeroben Bedingungen wurden die 

Organismen in 2 bzw. 15 mL Reaktionsgefäßen bei Raumtemperatur inkubiert. Bei sichtbarer 

Eintrübung bzw. Indikatorumschlag des Mediums wurden die Kulturen für Folgeanalysen 

weiterverarbeitet. Aus den Anreicherungsmedien wurden zudem durch Zugabe von 2% Agar-

Agar (w/v) Festmedien hergestellt. Für die dauerhafte Lagerung wurden Glycerinstocks (analog zur 

beschriebenen Kryokonservierung für E. coli) angefertigt und diese bei -80°C bis zur erneuten 

Verwendung aufbewahrt. 

3.1.1.1.3. Kultivierung von Alicyclobacillus spp. 

Alicyclobacillus spp. sind thermophile, acidophile Endosporenbildner. Die Kultivierung dieser 

Organismen erfolgte präferiert in den Fertigmedien BAT-B und BAT-Agar (Döhler GmbH). Die 

Mikroorganismen wurden unter aeroben Anzuchtbedingungen bei 45°C angereichert (Ausnahme: 

A. acidocaldarius subsp. acidocaldarius bei 60°C). Flüssiganreicherungen wurden schüttelnd 

inkubiert. Für die dauerhafte Lagerung wurden Glycerinstocks (analog zur beschriebenen 

Kryokonservierung für E. coli) angefertigt und diese bei -80°C aufbewahrt. Die selektive Kultivierung 

gemäß IFU No.12, Identifikationstechniken, sowie enzymatischer Guaiacolnachweis sind im Anhang 

aufgeführt. 

3.1.1.1.4. Identifikation und Bestätigen der Kulturen 

Kulturen wurden von Zeit zu Zeit kontrolliert, um Mischungen oder sogar das Arbeiten mit falschen 

Organismen zu vermeiden. Hierfür wurde je ein Aliquot aus einer Voranreicherung verdünnt und auf 

einem adäquaten Festmedium ausplattiert. Nach einer Wachstumsphase von 2-7 d wurde eine einzelne 

Kolonie genutzt, um erneut eine möglichst selektive Flüssigkultur zu beimpfen. Aus dieser 

Anreicherung wurden dann Folgenanalysen zur Bestätigung der Kultur durchgeführt. Die 

Homogenität der Kolonie-Morphologie wurde ebenfalls als orientierender Parameter herangezogen. 
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3.1.1.1.5. Sequenzierung zur Identifikation von Bakterien 

Die Sequenzierung war das meist genutzte Mittel zur Kulturbestätigung. Hierfür wurde ein Aliquot 

bzw. Zellmaterial einer Kolonie genutzt, um via direkt PCR ein Fragment am 16S rRNA-codierenden 

Gens des zu untersuchenden Bakteriums zu amplifizieren (Primer siehe Tabelle 22.5). Nach 

Aufreinigung des PCR-Produktes wurde der Sequenzieransatz gemäß Angaben des 

Sequenzierdienstleisters (Microsynth Seqlab, Göttingen) vorbereitet und versendet. Das 

Sequenzierergebnis stand i.d.R. am Folgetag als Elektropherogramm zum Download bereit. Die 

Qualität und Genauigkeit der Sequenzierung wurde in Geneious R7 (https://www.geneious.com) 

beurteilt. Die Sequenz wurde dann über den NCBI nucleotide blast1 untersucht. Entsprechend des 

blast-Ergebnisses konnte die Identität des Bakteriums bestimmt werden, sofern das Resultat eindeutig 

beurteilt werden konnte. Alternativ wurde das 16S-Identifizierungstool der Plattform EZBioCloud 

(www.ezbiocloud.net, ChunLab, Inc.) für die Sequenzanalyse genutzt.  

3.1.1.2. Ermittlung der Zellzahl in einer Kultur 

Ein wesentlicher Bestandteil der template-Charakterisierung ist die Ermittlung der Zellzahl einer 

verwendeten Kultur. Hierüber lassen sich Aussagen hinsichtlich der Nachweisempfindlichkeit treffen. 

Neben dem mikroskopischen Auszählen (Thoma- bzw. Neubauer-Zellkammer) von Zellen, wurde die 

Zellzahl in einer Zellsuspension durch Verdünnung, Ausplattieren, Bebrüten und Auszählen von 

Einzelkolonien bestimmt. Dabei wurden präferiert 50 µL Aliquots aus definiert verdünnten Kultur 

ausplattiert. Nach entsprechender Bebrütung wurden die Agar-Platten mit zählbaren Einzelkolonien 

ausgezählt. Aus dem genutzten Volumen und dem Verdünnungsfaktor konnte die Zellzahl der 

Ursprungskultur errechnet werden.  

3.1.2. DNA-Extraktionsmethoden  

In dieser Arbeit geht es vorrangig um Entwicklungen von einfachen und schnellen DNA-

Nachweistechniken. Um die Abarbeitung einer möglichst anwenderfreundlichen Nachweismethode 

nicht unnötig zu verkomplizieren, spielten neben komplexen Aufarbeitungsmethoden gerade schnelle 

und möglichst einfache DNA-Extraktionsmethoden eine wichtige Rolle. Die Kompatibilität des 

Extrakts mit der verwendeten Amplifikationstechnik stand hierbei im Vordergrund. Im Folgenden 

werden verwendete Extraktionsmethoden zusammenfassend inklusive relevanter Referenzen gelistet.  

  

 
1 NCBI Nucleotide Blast: Database: rRNA / ITS database – 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria / Archaea); 
program selection: blastn (somewhat similar) 

https://www.geneious.com/
http://www.ezbiocloud.net/
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Tabelle 4 - Übersicht der verwendeten DNA-Extraktionsmethoden 

Bezeichnung  Probenmaterial Beschreibung Referenz 

Extraktion von 
Gesamt-Zell DNA  

Chlamydomonas 
reinhardtii 

komplexes und aufwändiges DNA-
Extraktionsprotokoll (PCI-basierte 
Extraktionsmethode, Ethanolfällung, 
Hochsalzfällung) liefert qualitativ hochwertige DNA  

Newman et al., 
1990, Kapitel 

8.2.7.1 

Extraktion 
genomischer DNA 
über kommerzielles Kit  

Hefen, Bakterien, Blut 
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega 
Corp.), gemäß Herstellerangaben durchgeführt. 
Zeitaufwändig.  

Ahmed et al., 2018 / 
Ocenar et al., 2019 

Aufkochen / boiling-
method 

Bakterien 
Einfache "quick & dirty" Methode: Inkubation: 2-10 
min bei >90°C; Zentrifugation und Aliquot aus dem 
Überstand in die Amplifikationsreaktion. 

abgewandelt nach 
Queipo-Ortuño et 

al., 2008 

ETNA DNA Extraktion 
Hefen, Bakterien,      
C. reinhardtii 

schnelle, einfache und preisgünstige Methode um 
DNA aus Hefen und grampositiven Bakterien zu 
isolieren. Sie beruht auf einer alkalischen Lyse und 
schnellen DNA-Fällung. 

Vingataramin und 
Frost (2015) 

Chelex-basierte DNA-
Extraktion 

C. reinhardtii, 
Alicyclobacillus in 
Fruchtsaftkonzentraten 

Einfache "quick & dirty" Methode: Durch Nutzung 
des Resins Chelex-100 werden PCR-Inhibitoren 
zurückgehalten.  

Cao et al., 2009 

EDTA-basierte DNA-
Extraktion 

C. reinhardtii 
Einfache "quick & dirty" Methode: Durch Nutzung 
eines EDTA-haltigen Extraktionspuffer kann schnell 
PCR-kompatibel 

Wan et al., 2011 

3.1.3. Künstliche templates: PCR, Klonierung und Transformation  

Für die Entwicklung von DNA-basierten Nachweisen kann die Arbeit mit nicht-natürlichem 

Ausgangsmaterial aus verschiedenen Gründen sinnvoll sein. In einigen Fällen ist die Arbeit mit 

natürlichem Material umständlich oder schlicht nicht möglich. Ein Beispiel hierfür ist der Nachweis 

des Carp Edema Virus (CEV). Dieses DNA-Virus ist ein Karpfenpathogen, das nicht in Zellkultur 

vermehrbar ist, sodass natürliches Virusmaterial nur aus infizierten Tieren kommen kann. Darüber 

hinaus stellt dieses Virus eine reale Gefahr für die Umwelt dar, sodass in den genutzten S1-

Laboratorien der Umgang mit natürlichem Virusmaterial nicht erlaubt wäre. Aus diesem Grund 

wurden für die Testetablierung des CEV- und auch des KHV-Nachweises Plasmide mit viralen 

Zielsequenzen erstellt und genutzt. Diese stellen keine Gefahr für die Umwelt dar, sind einfach 

vermehrbar und entsprechend unbedenklich im Umgang.  

3.1.3.1. pGEM®-T Klonierung, Transformation und Plasmid-Isolation 

Die pGEMⓇ-T Klonierung, eine Form des TA-Clonings, ist ein verhältnismäßig einfaches Werkzeug 

zur schnellen Erstellung von Plasmiden, die definierte Zielsequenzen enthalten. Dabei muss keine 

Rücksicht auf die etwaige Schnittstellen, Restriktionsenzyme oder Überhänge genommen werden. Die 

meisten Taq DNA-Polymerasen erzeugen während der Amplifikation einen template-unabhängigen    

A-Überhang am 3’ Ende des amplifizierten Stranges. Im Zuge der Arbeit wurden zu klonierende 
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Inserts via Standard-PCR und OE-PCR2 amplifiziert, gereinigt und für die Klonierung verwendet. Der 

pGEMⓇ-T Empfängervektor ist ein linearisiertes Plasmid, welches über an den 5’ Enden des 

Doppelstranges über einen T-Überhang verfügt. Aufgrund der Komplementarität der Überhänge des 

linearisierten pGEMⓇ-T und des PCR-Produktes  kommt es zur Hybridisierung und Ligation durch die 

T4-DNA-Ligase. Zu beachten ist lediglich, gereinigte PCR-Produkte einzusetzen, die via AGE 

überprüft wurden und mit einer Taq DNA-Polymerase amplifiziert wurden.                       

Proofreading-Polymerasen wie bspw. die Phusion™ HotStart II High-Fidelity DNA-Polymerase, 

erzeugen keine A-Überhänge. Deshalb wird das PCR-Produkt unter Zugabe von dATPs und einer Taq 

DNA-Polymerase in einem Zyklus mit A-Überhängen versehen (Abarbeitung gemäß 

Herstellerangaben: pGEMⓇ-T Vector Systems, Promega Corp.). Die Ligationsreaktion wurde 

präferiert bei 4°C über Nacht durchgeführt, alternativ wurde bei 16°C für mindestens 3 Stunden 

ligiert.  

Tabelle 5 - Zusammensetzung der T/A-Klonierungsreaktion 

Komponente V je Reaktion 
Konzentration 
Arbeitslösung 

Endkonzentration  

Rapid Ligation Buffer 2,5 µL 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

pGEM®-T vector 0,5 µL 50 ng / µL 7,7*109 Kopien / Reaktion 

PCR-Fragment 0,5 µL X ng / µL ca. 2,5*1010 Kopien / Reaktion 

H2O 1,0 µL - - 

T4-DNA-Ligase 0,5 µL 3 U / µL 1,5 U / Reaktion 

Das Klonierungsprodukt wurde anschließend über die Hitzeschock-Methode in chemisch kompetente 

E. coli-Zellen transformiert. Die Selektion erfolgte auf Ampicillin-haltigem LB-Agar3 über Nacht. 

Kolonien wurden via Kolonie-PCR überprüft. PCR-positive Klone wurden in einer Übernachtkultur 

angereichert. Das Zellmaterial wurde für die Kryokonservierung genutzt, Plasmide isoliert und 

anschließend sequenziert. Die detaillierte Beschreibung der hier genannten Einzelschritte ist bei 

Bedarf dem Anhang zu entnehmen (Anhang, Abschnitt 9.1.4). 

3.1.3.2. Übersicht relevanter Plasmide  

Im Rahmen der Arbeit wurden zahlreiche Plasmide erzeugt. Die Tabelle 6 benennt und beschreibt die 

wichtigsten genutzten Vektoren für die Entwicklung und Testung von NALFIAs, die im Kontext der 

hier präsentierten Ergebnisse genutzt wurden. Alle Plasmide wurden mittels Sequenzierung überprüft. 

Entsprechende Alignments sind im Anhang aufgeführt. 

  

 
2 PCR für pGEM®-T Klonierung: Genauere Informationen im Anhang  

3 LBAmp: Ampicillin haltiges LB-Medium mit einer Endkonzentration von 100 µg /mL 
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Tabelle 6 - Übersicht relevanter Plasmide für die NALFIA Entwicklung 

Name 
Plasmid 

Empfänger-
plasmid 

Beschreibung des Inserts 

PCR-Methode 
template 
(Quelle) 

Zielsequenz 
verwendete 

Primer 
Insert-
größe 

pKHV pGEM®-T Standard PCR 
DNA, KHV 

Isolat „Israel“ 
(HP 951) 

genomisches 
Fragment (Teil 
ORF89, und 

ORF90) 

KHV-AB-for 1         
KHV-AB-rev 1 

807 bp 

pCEV pGEM®-T Standard PCR 
isolierte Virus-
DNA, Karpfen - 

Kieme (FLI) 

Fragment des 
Protein 4a - 

Gens 

CEFAS-CEV-
for 1 CEFAS-

CEV-rev 1 
530 bp 

pFVLWT pGEM®-T Standard PCR 

weibliche 
humane gDNA 

(Promega 
Corp.) 

Teil des Faktor 
V Gens 

FVL-Seq-for 2                     
FVL-rev 5 

603 bp 

pFVLMut pGEM®-T OE-PCR pFVLWT 
Teil des Faktor 

V Gens 

FVL-Seq-for 2          
FVL-OE-for 1          
FVL-OE-rev 1           

FVL-rev 5 

603 bp 

3.1.3.3. templates für die Interne Amplifikationskontrolle 

Im Rahmen dieser Arbeit wird häufig die Nutzung einer internen Amplifikationskontrolle (IAC) 

beschrieben. Dieses Werkzeug erlaubt die Beurteilung der Funktionalität der Amplifikationsreaktion 

im Kontext eines NALFIAs. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene IACs genutzt. Das 

wichtigste IAC-System beruht auf der Verwendung des pMM2, einem Plasmid, das ursprünglich für 

die Transformation des Chloroplastengenoms von C. reinhardtii erstellt wurde (Bertalan et al., 2015). 

Ein großer Vorteil dieses Systems ist, dass die Amplifikationsreaktionen am pMM2 auf den Bereich 

des intronlosen psbA-Gens zielen, eine Sequenz, die in der Natur nicht vorkommt. In den entwickelten 

NALFIAs wurde entweder direkt der pMM2 als template genutzt, oder ein gereinigtes pMM2-

abhägiges Amplifikat (psbA -133 for, psbA +570 rev) verwendet. Die Abbildung 11 zeigt die Nutzung 

des hier etablierten IAC-Systems. Die Digoxygenin-/ bzw. FITC-markierten Primer psbA +86 for 

FITC, psbA + 147 for FITC, IL rev DIG und psbA 412 rev DIG standen dabei als IAC-Primer zu 

Auswahl.  

 
Abbildung 11 - Ausschnitt des pMM2 mit relevanten Annotierungen. Das intronlose psbA-Gen (gelb – codierender Bereich, 

weiß – codierender Bereich für die 5’UTR, hellgrün – Bereich des psbA-Promotors) wird dabei als template für die IAC genutzt. 

Markierte IAC-Primer (grau) amplifizieren das auf dem LFD nachweisbare IAC-Fragment. Die Primer psbA -133 for und +570 

rev dienten zur Herstellung eines Fragmentes als IAC-template. 
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3.2. Amplifikation von Nukleinsäuren 

Im Zuge der angefertigten Arbeit wurden vielfältige Abwandlungen von Amplifikationstechniken, wie 

der Polymerase Ketten Reaktion (PCR) oder isothermaler Amplifikationstechniken, wie der LAMP 

genutzt. Die folgende Tabelle gibt Aufschluss über die hier verwendeten Techniken und 

Terminologien. 

Tabelle 7 - Übersicht der in Kombination mit Lateral Flow Analysen genutzten Amplifikationstechniken und -Varianten 

Bezeichnung der 
Amplifikations-
technik 

Definition / Beschreibung 
 Repräsentative 

Referenzen 

Kolonie-PCR / direct 
PCR 

Der Name Kolonie- oder direct PCR bezieht auf den Probeneinsatz in der 
Amplifikationsreaktion. Ohne DNA-Extraktion o.Ä. wird Zellmaterial direkt in die Reaktion 
gegeben.  

Mens et al., 2012 / 
Janz et al., 2018 

Touchdown PCR 
Der Name Touchdown PCR beschreibt die sukzessive Verringerung der Annealing-Temperatur 
bei zunehmender Zyklenzahl. Diese Maßnahme kann maßgeblich zur Spezifitätssteigerung 
einer Nachweisreaktion beitragen.  

Moezi et al. 2019 / 
diese Arbeit 

singleplex PCR / 
Standard-PCR 

Eine PCR, in der ausschließlich ein Fragment amplifiziert werden soll. Trotz dessen nur ein 
Fragment amplifiziert wird, können mehr als 2 Primer in dieses Nachweissystem integriert sein.  

Janz et al., 2018 / 
Pecchia et al., 2018 

duplex-PCR Eine PCR, in der zwei Produkte parallel synthetisiert werden können.  
Mens et al., 2012 / 

Loose und Breitbach 
et al., 2020 

multiplex-PCR 
Eine PCR, in der mehr als ein Fragment je Reaktion amplifiziert werden soll. Diese Definition 
schließt die duplex-PCR mit ein.   

Tian et al., 2014 

Nested PCR 

Die nested PCR beschreibt eine Nachweistechnik, bei der zwei PCRs nacheinander 
durchgeführt werden, um sehr sensitiv ein Fragment zu amplifizieren. In der zweiten PCR 
werden Primer verwendet, die innerhalb des PCR-Produkts aus Reaktion 1 binden. Somit 
fungiert das Amplifikat der ersten Reaktion als template für Reaktion 2.  

diese Arbeit (CEV) 

One pot nested PCR 
Diese Amplifikationstechnik funktioniert analog zur nested PCR, mit dem Unterschied, dass die 
nacheinander geschalteten Amplifikationsreaktionen in einem Reaktionsgefäß ablaufen. Dabei 
definieren Primerdesign und Temperaturprotokoll die 2-stufige Amplifikationsreaktion.  

Sun et al., 2017 / 
Wei et al., 2018 

ARMS-PCR 
Amplification refractory mutation system-PCR ist eine spezielle Nachweismethode, die sich für 
die Erkennung und Diskriminierung von SNPs eignet. Charakteristisch sind die speziellen 
ARMS-Primer, die i.d.R. eine zusätzliche Fehlpaarung zur eigentlichen Zielsequenz aufweisen.  

Zhang et al., 2020 

rhPCR 
RNase H2-abhängige PCR ist ein Amplifikationsmethode bei der spezielle Elongations-
blockierte Primer mit einer zusätzlichen RNA-Base genutzt werden, die durch die thermostabile 
RNase H2 während der PCR "aktiviert" werden, wodurch die Elongation ermöglicht wird. 

diese Arbeit  

Reprh-PCR 

Im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Amplifikationstechnik, bei der eine speziell gestaltete 
Sonde (Reporter) zum Einsatz kommt. Während der exponentiellen Amplifikation wird der 
Reporter bei korrekter Bindung an das Amplifikat durch die RNase H2 analog zur rhPCR 
geschnitten. Der Reporter-Status kann dann via LFA interpretiert werden. Daraus ergibt sich der 
Name:  Reporter-basierte, RNase H2-abhängige PCR 

diese Arbeit 

Standard-LAMP 

Die Loop mediated isothermal Amplification ist eine isothermale Amplifikationstechnik, bei der 
4-6 Primer erforderlich sind. Entscheidend für die Funktionalität der Amplifikationstechnik ist das 
Primerdesign und die verwendete DNA-Polymerase mit fehlender Exonuklease-Aktivität und 
starker Strand-Verdrängungsaktivität.  

Li et al., 2019 

Colorimetrische 
LAMP 

Der Name Colorimetrische LAMP bezieht auf das Prinzip der Auswertung der Amplifikats. Eine 
erfolgreiche Amplifikation lässt sich durch einen spezifischen Farbumschlag im Reaktionsgefäß 
erkennen.  

Tanner et al., 2015 / 
diese Arbeit 

Reprh-LAMP 
Eine im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Nachweismethode, bei analog zur Reprh-PCR 
während der Amplifikation eine Reportersonde durch die RNase H2 geschnitten wird. Die 
Reaktion ist via LFA auswertbar.  

diese Arbeit 
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3.2.1. DNA-Polymerasen und Nachweis-relevante Enzyme 

Für die DNA-Amplifikation wurden im Rahmen der angefertigten Arbeit verschiedene DNA-

Polymerasen verwendet. Darunter befinden sich z.T. sogenannte Hot Start Polymerasen, die durch 

Aptamere oder Antikörper blockiert sind und somit ohne Initialdenaturierung nicht in der Lage sind 

DNA zu synthetisieren. Auch Fertigmixe erwiesen sich als überaus praktisch. Diese enthalten bereits 

den erforderlichen PCR-Puffer, dNTPs, sowie die dazugehörige Polymerase, sodass lediglich Primer 

und template zugegeben werden müssen. Zusätzliche Enzyme bei denen es nicht um DNA-Polymerase 

handelt, die in der Amplifikationsreaktion zum Einsatz kamen, waren die Uracil-DNA Glycosylase 

und RNase H2. Die Tabelle 8 gibt einen Überblick über die verwendeten Enzyme.  

Tabelle 8 - Enzyme in den Amplifikationsreaktionen. 

Methode Enzym (-Mix) Zulieferer / Hersteller 

PCR 

Maxima HotStart Taq DNA-polymerase  Thermo Fisher Scientific  

goTaqⓇ DNA-Polymerase Promega  

Phusion™ HotStart II High-Fidelity DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific 

rhAMPⓇ Genotyping Master Mix  Integrated DNA Technologies 

HotStart Taq DNA-Polymerase Master Mix Milenia Biotec GmbH 

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs 

LAMP 
Bst 2.O DNA Polymerase New England Biolabs 

Bst 3.O DNA Polymerase New England Biolabs 

Zusatz 

UDG-Mix Milenia Biotec GmbH 

Uracil-DNA Glycosylase (UDG) New England Biolabs 

RNase H2 Enzyme Integrated DNA Technologies 

3.2.2. Primer, Sonden, Helfer: Der Umgang mit Oligonukleotiden  

Einer der Schlüsselfaktoren für eine spezifische, sensitive und effiziente Amplifikation sind die im 

Nachweis enthaltenen Oligonukleotide. Die Bezeichnung Oligonukleotid schließt Primer, Sonden und 

Antisense-Primer, Faltungshelfer und Spezifitätshelfer ein. Die konkrete Bedeutung dieser 

Bezeichnungen wird in den fortschreitenden Ergebnissen erklärt. 

3.2.2.1. Oligonukleotid-Design 

Die Ableitung von Oligonukelotiden ist ein essentieller Schritt bei der Entwicklung von 

Nachweissystemen, die auf einer DNA-Amplifikationsreaktion beruhen. Für PCR-/ RPA-basierte 

Nachweise wurden Primer, Sonden und Helfer grundsätzlich eigens abgeleitet unter Zuhilfenahme 

einiger freizugänglicher Online-Ressourcen, sowie dem Programm Geneious 

(https://www.geneious.com). LAMP-Primer wurden ausschließlich in silico abgeleitet und 

anschließend manuell nachbearbeitet. 

https://www.geneious.com/
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3.2.2.1.1. Design von PCR-Primern und Sonden 

Richtlinien zum Design Nachweis-spezifischer PCR-Primer wurden anhand von Erfahrungswerten 

definiert. Allgemeingültige und grundlegende Primerdesign-Vorschriften (GC-Gehalt: 40-60%, 

Länge: 18-25 b, 3‘-Ende: 3 von 5 Basen G/C, Vermeidung repetitiver Elemente: bspw. ATATATAT, 

Vermeidung von sich wiederholenden Basen: bspw. GGGGG) wurden versucht so gut es geht zu 

beachten. Gerade hinsichtlich einer Nachweisentwicklung von NALFIAs spielt die in silico cross 

Primer Dimer Analyse eine sehr wichtige Rolle. 

3.2.2.1.2. Design von Primern für isothermale Amplifikation (LAMP / RPA) 

LAMP-Primer wurde im Kontext dieser Arbeit in silico abgeleitet und anschließend manuell überprüft 

und nachbearbeitet. Dabei wurden die online-tools PrimerExplorer V5 (Eiken Chemical Co., Ltd.) und 

NEB® LAMP Primer Design Tool (New England Biolabs) verwendet. Manuell wurden ggf. wobble-

Positionen eingefügt oder Primersequenzen leicht verschoben, eingekürzt oder verlängert. LAMP-

Sonden wurden manuell abgeleitet (siehe 3.2.2.1.1.). RPA-Primer wurden entsprechend der 

Richtlinien der Firma TwistDx abgeleitet (https://www.twistdx.co.uk/; TwistAmp® Assay Design 

Manual).  

3.2.2.1.3. In silico Cross Primer Dimer Analyse 

Die Cross Primer Dimer Analyse ist gerade im NALFIA-assoziierten Kontext ein sehr wichtiges 

Kontrollkriterium für das Design von Primern und Sonden. Gerade bei niederen Temperaturen (RT) 

können Oligonukleotide zur Bildung von Sekundärstrukturen und zu unerwünschten Interaktionen 

tendieren. Daraus können falsch positive Resultate und nicht-interpretierbare Tests (LFA) resultieren. 

Für diese Analyse wurden zwei frei nutzbare online-tools verwendet. Zum einen wurde der Multiple 

Primer Analyzer (https://www.thermofisher.com) genutzt. Der Sensitivitätswert für die Erkennung 

von Primer Dimeren wurde auf „1“ gestellt. Darüber hinaus wurde zusätzlich die Hetero-Dimer 

Analysis Funktion im OligoAnalyzer tool der Firma Integrated DNA Technologies 

(https://eu.idtdna.com) verwendet.  

3.2.2.1.4. In silico Tm Kalkulation  

Die Errechnung der Schmelztemperatur Tm von Oligonukleotiden erfolgte unter Zuhilfenahme 

verschiedener Tm-Kalkulatoren. Erfahrungsgemäß ist die verwendete Polymerase ein sehr wichtiges 

Kriterium für eine möglichst exakte Tm Prognose. Aus diesem Grund erfolgte die Berechnung der 

Schmelztemperatur, sofern vorhanden, strikt nach Herstellerangaben. Die folgende Tabelle gibt einen 

Überblick über die verwendeten Programme und web-tools für das etablierte Primer- und 

Sondendesign.  

  

https://www.twistdx.co.uk/
https://www.thermofisher.com/de/de/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/spotlight-articles/history-pcr.html
https://eu.idtdna.com/
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Tabelle 9 - Übersicht verwendeter in silico Primer-Analyse tools 

Verwendung  Primer-Analyse tools Anbieter 

Multiple Sequenz Alignments Geneious Biomatters, Ltd. 

Map to Reference Sequence Geneious Biomatters, Ltd. 

Primer,  -Sonden Design für PCR und RPA manuell, Geneious Biomatters, Ltd. 

LAMP-Primer Design PrimerExplorer V5  Eiken Chemicals Co., Ltd. 

LAMP-Primer Design NEB® LAMP Primer Design Tool  New England Biolabs Inc. 

Cross Primer Dimer Analyse Multiple Primer Analyzer  Thermo Fisher Scientific 

Cross Primer Dimer Analyse OligoAnalyzer, Hetero-Dimer Analysis Integrated DNA Technologies, Inc. 

Tm Kalkulation Tm Calculator Thermo Fisher Scientific 

Tm Kalkulation Multiple Primer Analyzer  Thermo Fisher Scientific 

Tm Kalkulation Tm Calculator New England Biolabs Inc. 

Tm Kalkulation OligoAnalyzer Integrated DNA Technologies, Inc. 

Tm Kalkulation Tm for Oligos Calculator Promega Corp. 

 

3.2.2.1.5. In silico Analyse zur Prognose von Sekundärstrukturen von ssDNA und RNA 

Um Sekundärstrukturen von einzelsträngiger DNA oder RNA zu untersuchen wurde zum einen die 

Software Geneious R7 genutzt und zum anderen der RNAfold web server der Universität Wien. Für 

die Analyse von ssDNA wurde das Modell nach Matthews et al., 2004 genutzt und für die Analyse 

von RNA wurde das Modell nach Andronescu (2007) verwendet. Als Faltungsalgorithmus wurde 

minimum free energy and partition function (Zuker und Stiegler, 1981 / McCaskill, 1990) gewählt. 

3.2.2.2. Praktischer Umgang mit Oligonukleotiden 

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Entwicklung, Optimierung und Adaptierung von 

Nukleinsäure-basierten Amplifikationsmethoden liegt, wurden zahlreiche Oligonukleotide genutzt. 

Alle Oligonukleotide wurden ausnahmslos bei der biomers.net GmbH bestellt und synthetisiert. 

Entsprechend der Oligonukleotid-Datenblätter wurden i.d.R. 100 pmol/µL Stammlösungen mit 

sterilem ddH2O oder 1xTE-Puffer hergestellt. Diese Konzentration wurde für Stammlösungen nie 

unterschritten. Diese Stammlösungen wurden aliquotiert und bei -20°C und im Dunkeln gelagert. 

Sofern Arbeitslösungen (25 oder 10 pmol/µL) benötigt wurden, wurden die Aliquots entsprechend mit 

ddH2O bzw. 1xTE-Puffer vor Nutzung verdünnt. Lange Lagerungszeiten, sowie häufiges Einfrieren/ 

Auftauen der Arbeitslösungen wurden nach Möglichkeit vermieden und die Herstellung einer neuen 

Arbeitslösung aus der Stammlösung präferiert. Die Reinigung der markierten und nicht-markierten 

Oligonukleotide erfolgte gemäß den Empfehlungen der biomers.net GmbH. Alle relevanten 

Oligonukleotidsequenzen lassen sich dem Anhang entnehmen (Tabelle 22.1 bis 22.5).  

3.2.2.2.1. Nutzung konzentrierter Primermixe 

Sofern funktionierende Primer-Kombinationen und -Konzentrationen für Amplifikationsreaktionen 

gefunden wurden, wurde die Arbeit mit konzentrierten Primermischungen präferiert. Hierfür wurde 

ein Mix hergestellt, in dem die Primer 2- bis 10-fach konzentriert vorliegen. Die Verdünnung der 
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Oligonukleotide erfolgte bis auf Ausnahmen in 1 x TE-Puffer für eine verbesserte Lagerungsstabilität. 

Gerade bei der Bearbeitung von multiplex-PCRs oder LAMP-Reaktionen lässt sich über diese 

Vorgehensweise viel Zeit und Material sparen. Die Erfahrungen zeigten, dass diese konzentrierten 

Primermischungen zu einer verbesserten Reproduzierbarkeit der Amplifikationsreaktion beitragen 

können und darüber hinaus durchaus stabil sind (Monate bis >2 Jahre).  

3.2.3. Weitere relevante Komponenten einer Amplifikationsreaktion 

Neben Primern und DNA-Polymerase gibt es weitere Komponenten, die für eine erfolgreiche 

Amplifikationsreaktion erforderlich sind. Hierzu zählen: dNTPs inkl. dUTPs, die als Set oder im Mix 

genutzt wurden (10mM bzw. 25mM je dNTP Arbeitslösung, Thermo Fisher Scientific oder New 

England Biolabs), Amplifikations-Additive (Magnesiumchlorid, Magnesiumsulfat, BSA, Betaine, 

DMSO, PVP-40, Trehalose, Goldnanopartikel), Farbstoffe (Berberinchlorid, Phenolrot, Xylen Cyanol) 

und Wasser  bzw. TE-Puffer (Millipore-ddH2O, autoklaviert, z.T. UV-behandelt).  

3.2.4. Entwicklung NALFIA - Temperaturprotokoll  

Die Erarbeitung eines geeigneten Temperaturprotokolls für die schnelle, sensitive und spezifische 

Amplifikation von DNA ist ein essentieller Teil der NALFIA-Entwicklung. Die folgende Übersicht 

beschreibt die verschiedenen Schritte, die bei der Entwicklung eines PCR-spezifischen 

Temperaturprotokolls bearbeitet wurden. Einige Nachweischarakteristika (DNA-Polymerase, 

Ionenstärke, Primerkonzentrationen, etc.) definieren bereits relevante Parameter eines 

Temperaturprotokolls. Im Falle isothermaler Amplifikationsmethoden fällt die Optimierung in dem 

hier beschriebenen Umfang weg. LAMP-Protokolle laufen i.d.R. zwischen 60-70°C ab und RPA-

Protokolle bei 37-42°C. Die LAMP ist zudem kompatibel mit einem UDG-/ UNG-Verdau vor 

Amplifikation (Kellner et al., 2020). In der Arbeit wurden verschiedene Nachweise entwickelt, 

optimiert oder als proof-of-concept System genutzt. Die exakte Zusammensetzung, sowie die 

dazugehörigen Temperaturprotokolle sind im Kontext dieser Arbeit nicht nur als Methode, sondern 

vielmehr als Ergebnis zu verstehen. Aufgrund dieses Umstands und auch des Umfangs sind 

Zusammensetzung und Temperaturprotokoll der jeweiligen Nachweise dem Anhang zu entnehmen. 

3.2.4.1. Bedeutung der einzelnen Schritte innerhalb des Nachweisprotokolls 

3.2.4.1.1. UNG/ UGD-Verdau 

Durch die Uracil-DNA-Glycosylase werden N-glycosidische Bindungen zwischen Uracilbase und 

Zuckerphosphatrückgrat hydrolysiert (Longo et al., 1990). Sofern dUTP’s in vorherigen 

Amplifikationen genutzt wurden, ist der UDG-Verdau vor einer PCR oder einer LAMP ein effizientes 

Werkzeug zur Vermeidung von carryover Kontaminationen (Longo et al., 1990 / 

Xuhong et al., 2019). 
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3.2.4.1.2. Initialdenaturierung und zyklische Denaturierung 

Dieser Schritt ist vor allem bei Aptamer- oder Antikörper-blockierten Hot Start-Enzymen essentiell 

und darüber hinaus ein adäquates Mittel, um Zellen vor Beginn der Amplifikationsreaktion 

aufzuschließen (Woodman, 2008). Die Dauer (und Temperatur) der zyklischen Denaturierung kann 

u.U. reduziert werden, ohne die Amplifikation negativ zu beeinflussen. Dadurch kann ein 

Amplifikationsreaktion beschleunigt werden. 

3.2.4.1.3. Annealing 

Das Annealing ist zumeist der spezifitätsgenerierende Schritt einer PCR. Das Einfügen eines 

Temperaturdekrements (-∆T) erlaubt das Starten der Amplifikation bei vergleichsweise hoher 

Annealingtemperatur und deren schrittweise Senkung von Zyklus zu Zyklus. Diese Einstellung kann 

dazu beitragen, zu Beginn der Amplifikation sehr spezifisch Amplifikationsprodukte anzureichern, 

bevor in Folgezyklen die Spezifität zugunsten der Amplifikationseffizienz durch sinkende 

Annealingtemperatur abnimmt (Korbie et al., 2008). Ein PCR-LFA mit endständig markierten 

Primern kann durch diese Form der Touchdown-PCR profitieren. 

3.2.4.1.4. Elongation 

Der Elongationsschritt kann u.U. bei sehr kurzen Amplifikaten (ca. < 150 bp) ausgespart werden       

(2-step PCR). Das kommt einer schnellen Nachweisführung entgegen. Dem Aktivitätsverlust einer 

DNA-Polymerase während der Amplifikation (z.B. viele Zyklen, lange Elongationszeiten) kann durch 

das Einfügen eines Zeitinkrements (+∆t) im Elongationsschritt entgegengewirkt werden.  

3.2.4.1.5. Zyklenzahl 

Die Zyklenzahl ist gerade für NALFIAs ein sehr wichtiger Parameter. Unter bestimmten Bedingungen 

können zu viele Zyklen zu falsch-positiven Resultaten führen. Zu wenige Zyklen können wiederum 

zur Insensitivität eines Nachweises beitragen. Folglich ist die Zyklenzahl unter bestimmten 

Bedingungen ein wichtiger Parameter zur Steuerung der Nachweisempfindlichkeit. 

3.2.4.1.6. Hybridisierung (nach Amplifikationsreaktion) 

Die Hybridisierung einer Sonde an das Amplifikat nach Vervielfältigung wird hier als post-

Amplifikations-Hybridisierung verstanden. Bei „Einbau“ dieser nachgeschalteten Hybridisierung 

können sehr viele Zyklen zu einer sensitiven und trotzdem spezifischen Nachweisführung beitragen. 

Im Rahmen dieser Arbeit spielte die post PCR-Hybridisierung eine wichtige Rolle.  

3.2.4.1.7. Lateral Flow Analyse (bei höheren Temperaturen) 

Die abschließende Lateral Flow Analyse stellte sich als recht flexibel dar, sodass bei RT, aber auch bei 

Temperaturen >50°C der Schnellnachweis der Amplifikate stattfand. Die Temperatur der LFA kann 
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zur Eliminierung von Heterodimeren oder zur Steigerung der Spezifität Sonden-basierter 

Nachweistechniken beitragen. 

Tabelle 10 - Zusammensetzung eines PCR-LFA Temperaturprotokolls – wichtige Schritte, Parameter und Variationen 

 

3.2.5. Genutzte Thermocycler 

Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene Thermocycler verwendet. Der am häufigsten genutzte 

Cycler ist der Labcycler 48s mit Silberblock (Sensoquest GmbH). Auf Basis dieses kompakten und 

sehr schnellen Thermocyclers wurden alle Assays etabliert. Für Gradienten-PCRs, Standard-PCRs, 

isothermale Amplifikationen und quantitative PCR und LAMP kamen weitere Geräte zum Einsatz 

(Biometra TProfessional Standard, Biometra TProfessional Trio, Biometra T-3000 (Biometra GmbH, 

Analytik Jena), Bio-Rad CFX Connect (Bio-Rad Laboratories), Eppendorf ™ Mastercycler Pro 

(Eppendorf AG)). 
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3.2.6. Genereller workflow zur Vermeidung von carryover Kontaminationen 

Das Vorbereiten einer Amplifikationsreaktion ist von der Vermeidung etwaiger 

carryover Kontaminationen geprägt. Das heißt der gesamte Prozess unterliegt einer strikten 

räumlichen Trennung relevanter Arbeitsschritte. Die Mastermix-Herstellung erfolgt unter Nutzung 

einer Sicherheitswerkbank zum Schutz relevanter PCR-Komponenten. Die Probenvorbereitung 

(Anreicherungen, DNA-Extraktion, etc.) und Probenzugabe erfolgt dann in einem separaten Raum mit 

einem separaten Pipettenset. Verwendet wurden ausschließlich Pipettenspitzen mit Aerosolfilter. Die 

Auswertung der Amplifikate via AGE oder LFA erfolgte wieder in einem separaten Raum. Nach 

Möglichkeit wurden mehrere Durchläufe dieser “Einbahnstraße” an einem Tag vermieden, um 

carryover Kontaminationen bestmöglich zu unterbinden.  

3.2.7. Reinigung und Dekontamination 

Ein wichtiger Aspekt guter Laborpraxis ist die regelmäßige Reinigung und Dekontamination der 

Arbeitsplätze und Geräte. Laminar Flow Boxen wurden regelmäßig mit 70% Ethanol gereinigt und 

durch die UV-Bestrahlung dekontaminiert. Manuelle Pipetten wurden darüber hinaus, sofern möglich, 

regelmäßig autoklaviert und zusätzlich mit DNA-Exitus Plus™ (AppliChem) dekontaminiert. Auch 

andere Werkbänke wurden regelmäßig gereinigt und von Zeit zu Zeit mit DNA-Exitus Plus™ 

dekontaminiert. 

3.3. Auswertung von Amplifikaten 

Produkte aus Amplifikationsreaktionen wurden mit verschiedenen Methoden beurteilt. Zum einen kam 

die Agarosegelelektrophorese (AGE) zum Einsatz und zum anderen steht die Auswertung via Lateral 

Flow Analyse im besonderen Fokus dieser Arbeit. 

3.3.1. Lateral Flow Analyse (LFA) 

Für die Analyse von Amplifikaten bzw. Hybridisierungsprodukten via Lateral Flow wurde die 

universelle Nachweisplattform HybriDetect (Milenia Biotec GmbH, Gießen) genutzt. Diese umfasst 

zwei unterschiedliche Teststreifen. Der HybriDetect (MGHD) beinhaltet 1 Testlinie und eine 

Kontrolllinie, wohingegen der HybriDetect 2T (MGHD2 / MGHD2) zwei Testlinien und 1 

Kontrolllinie beinhaltet. Hinzu kommt die Verwendung eines mitgelieferten universellen Laufpuffers 

(MGCB), der zusätzlich zur eigentlichen Probe den Lauf der LFA initiiert.  
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Abbildung 12 - Grundlegende Abarbeitung des Lateral Flow Immunoassays (MGH2T) in fünf Schritten 

3.3.1.1. Standard-LFA 

Standardmäßig wurden Amplifikationsreaktionen wie folgt ausgewertet. Nach Vorlegen von 50-80 µL 

Laufpuffer (i.d.R. MGCB) wurde 2 µL des Reaktionsproduktes direkt auf das CRP des jeweiligen 

Teststreifens pipettiert. Anschließend wurden die Teststreifen senkrecht im Laufpuffer positioniert. 

Nach 5 Minuten Lateral Flow wurden die Teststreifen dem Laufpuffer entnommen, interpretiert und 

fotodokumentiert. Hierfür wurden im Zuge der Arbeit verschiedene Smartphone-Modelle verwendet 

(iPhone 5s, iPhone 7 und iPhone 11). 

3.3.1.2. LFA von Reporter-basierten Nachweisen 

Im Kontext Reporter-basierter Amplifikationstechniken (Rep-rhAMP) erfolgte die Lateral Flow 

Analyse in abgeänderter Form. Verwendet wurden ausschließlich HybriDetect-Teststreifen, die vorher 

auf Papier (12-strip-dip-template, https://www.milenia-biotec.com) mit doppelseitigem Klebestreifen 

fixiert wurden. Das Reaktionsprodukt wurde wieder direkt auf das CRP gegeben (0,5 - 5 pmol 

Reporter in einem Volumen von 2-10 µL je LFA). Das Streifenset wurde dann in je 50 - 100 µL 

MGCB Laufpuffer gestellt. In einigen Fällen wurde mit modifiziertem Laufpuffer gearbeitet, der zu 

einer besseren Interpretierbarkeit der Resultate beitrug. Nach 2-5 Minuten wurden die Streifen 

interpretiert bzw. fotografiert. 

3.3.1.3. Auswertung einer post PCR-Hybridisierungsreaktion via LFA 

Im Anschluss an die PCR erfolgte in einigen Fällen die Hybridisierung einer spezifischen Sonde an 

das Amplifikat. Hierfür wurde stets ein spezieller Hybridisierungscocktail genutzt. 50 µL der 

Mischung aus Hybridisierungscocktail und PCR-Produkt wurden für wenige Sekunden denaturiert und 

dann für 1-5 Minuten zwischen 50°C und 65°C hybridisiert. Der Teststreifen (MGHD oder MGHD2) 

wurde direkt im Hybridisierungsmix positioniert, wobei die Hybridisierungstemperatur gehalten 

wurde. Nach 5-10 Minuten erfolgten die Interpretation der Ergebnisse und die Fotodokumentation via 

Smartphone. 

https://www.milenia-biotec.com/uploads/2019/07/12_Strip_Dip_Template.pdf


37 
 

3.3.1.4. Quantifizierung von Signalintensitäten auf dem LFD 

Die Quantifizierung von Signalintensitäten auf LFDs wird standardmäßig mit der ImageJ Software 

vorgenommen (Ruppert et al., 2019 / Toubanaki et al., 2020 / Kim et al., 2019). Die Quantifizierung 

erfolgte über die Bestimmung der Pixel Density Ratios (PDRs) gemäß Cadle und Kollegen (2010). 

Sofern notwendig wurde die Lateral Flow Analyse und darauffolgende Dokumentation streng 

standardisiert, um vergleichbare Daten zu generieren.  

3.3.2. Agarosegelektrophorese zur Beurteilung von Amplifikaten 

Es wurde mit verschiedenen Gel- bzw. Puffersystemen gearbeitet. Zum einen wurde TBE-Puffer zur 

Herstellung der Agarosegele und als Puffer für die Überschichtung des Gels verwendet. Des Weiteren 

wurde TAE-Puffer genutzt. TAE-Puffer hat den Vorteil, dass sich dieser als 50-fach konzentrierte 

Lösung (2M TRIS, 1M Essigsäure, 50 mM EDTA, pH 8.5) lagern lässt, was Zeit und Laborplatz 

sparen kann. TBE-Puffer wurde als 5-fach konzentrierte Lösung gelagert (450 mM Borsäure, 

450 mM TRIS, 10 mM EDTA, pH 8.0). Beide Puffer wurden vor Verwendung mit destilliertem 

Wasser verdünnt, sodass mit der 1-fach konzentrierten Arbeitslösung die Gelelektrophorese 

durchgeführt werden konnte. Die AGE wurde gemäß Lee et al. (2012) durchgeführt.  

Elektrophoresekammer und Zubehör: (Owl Horizontal Electrophoresis Systems, Thermo Fisher 

Scientific) Niederspannungsnetzgerät: (Biometra P25 Standard Power Pack, Biometra GmbH, 

Analytik Jena) Geldokumentation: BioDocAnalyze Digital, Biometra GmbH (Analytik Jena) 

100 bp DNA-Marker und 1 kb DNA-Marker (Thermo Fisher Scientific).  

3.4. Statistische Analysen als Grundlage für die Beurteilung von 
NALFIAs 

3.4.1. Verfahrensvergleichsuntersuchung: Vierfeldertafel und relevante 
statistische Parameter 

          
Legende Vierfeldertafel 

    Referenzmethode   

    positiv negativ   PA positive Übereinstimmung 

Alternativ-
methode 

positiv PA PD ∑ (PA, PD) PD positive Abweichung 

negativ ND NA ∑ (ND, NA)) NA negative Übereinstimmung 

    ∑ (PA, ND) ∑ (PD, NA) ∑ (PA, NA, PD, ND) ND negative Abweichung   

Abbildung 13 - Erklärung der Vierfeldertafel 

Die Vierfeldertafel ist ein sehr einfaches Hilfsmittel um schnell komplexe Vergleichsuntersuchungen 

von Methoden zu überblicken. Die folgende Abbildung erklärt die in der Arbeit verwendete 

Darstellungsform. Anhand dieser Vierfeldertafel lassen zahlreiche relevante Parameter zur Beurteilung 

einer alternativen Nachweismethode errechnen.  
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Tabelle 11 - Übersicht der verwendeten Formeln zur Berechnung relevanter Parameter zur Methoden-Vergleichsanalyse. 

 

Der Konkordanzindex (Cohen’s kappa - 𝜅) ist geeignetes statistisches Mittel um das Maß der 

Übereinstimmung zweier Nachweismethoden zu ermitteln. Die Bewertung der errechneten kappa-

Werte wurde wie folgt vorgenommen: 𝜅 < 0,1 entspricht keiner Übereinstimmung; 𝜅 = 0,1 bis 0,4 

entspricht einer schwachen Übereinstimmung; 𝜅 > 0,4 – 0,6 entspricht einer deutlichen 

Übereinstimmung; 𝜅 > 0,6 bis 0,8 entspricht einer starken Übereinstimmung und 𝜅 > 0,8 bis 1,0 

entspricht einer fast vollständigen Übereinstimmung.  

3.4.2. Normalverteilung von Stichproben und der Student’s t-Test 

Zur Überprüfung der Normalverteilung relativ kleinen Stichproben (n < 50) wurde der Shapiro-Wilks-

Tests bevorzugt verwendet (Shapiro und Wilks, 1965). Unter Annahme der Nullhypothese, dass die 

untersuchten Stichproben normalverteilt vorliegen, wurde der t-Test angewandt, um zu überprüfen wie 

sich die Mittelwerte zweier unabhängiger Grundgesamtheiten zu einander unterscheiden 

(Student, 1908).  

Diagnostischer 

Parameter
Formel Nr.

(diagnostische) 

Sensitivität [SE ]
(1)

(diagnostische) 

Spezifität [SP ]
(2)

Relative Sensitivität 

der Alternativmethode 

[SE alt ]

(3)

Relative Sensitivität 

der Referenzmethode 

[SEref]

(4)

Relative Genauigkeit 

[AC ]
(5)

Falschpositivrate 

[FPR ]
(6)

Cohen's Kappa [к] / 

"Konkordanzindex"
(7)

   
  

     
     

   
  

     
     

      
     

        
     

      
     

        
     

   
     

           
     

    
  

  
     

  
     

    

   
     

           

   
                         

            ) 
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4. Ergebnisse 

NALFIAs liefern wichtige methodische Vorteile für Point-of-Care kompatible Testsysteme. So 

können die Stärken komplexer molekularbiologischer Tests mit der Einfachheit eines Lateral Flow 

Immunoassays kombiniert werden. In der Konsequenz können Nachweissysteme entwickelt werden, 

mit denen auch untrainiertes Personal schlüssige und wertvolle Ergebnisse generieren kann 

(Joung et al., 2020). Im Rahmen dieser Arbeit soll an praxisrelevanten Beispielen die Entwicklung 

von NALFIAs beschrieben werden. Darüber hinaus gilt es in diesem Zusammenhang Chancen, 

alternative Konzepte, Nachweisstrategien aber auch Limitationen dieser Testplattform 

herauszuarbeiten. 

Im folgenden Ergebnisteil werden verschiedene Nachweissysteme beschrieben, die in sehr 

unterschiedlichen Themenfeldern angesiedelt sind. Hierzu zählen Fragestellungen aus der 

Lebensmittelindustrie, aus der Biotechnologie, aus Veterinär- und Humandiagnostik. Alle Kapitel eint 

die zugrunde liegende Methodik, die von Abschnitt zu Abschnitt an Komplexität zunimmt. Der 

Anwendungsaspekt spielt dabei eine vergleichsweise untergeordnete Rolle, um dem methodischen 

Schwerpunkt und dem damit verbundenen wissenschaftlichen Anspruch der formulierten Ziele gerecht 

werden zu können. 

4.1. Entwicklung eines Point-of-Care tauglichen NALFIAs zur 
Identifikation historisch neuer Bierschädiger: vom Konzept 
zum Prototyp. 

Ein wichtiger Sektor, in dem molekularbiologische und immunologische Schnelltests zunehmend an 

Bedeutung gewinnen, ist die Lebensmittelindustrie (Law et al., 2015). Dabei sollen pathogene, 

produktverderbende, oder produktschädigende Organsimen sensitiv und spezifisch so früh wie 

möglich erkannt werden. Geringe Lagerkapazitäten und möglichst lange Haltbarkeiten erfordern ein 

Umdenken in der Analytik und somit die Nutzung alternativer Nachweismethoden, wobei            

Point-of-Care kompatible Testformate das Potenzial besitzen, wichtige analytische Nischen besetzen 

zu können (Choi et al., 2019). Ein repräsentatives, praxisrelevantes Beispiel, das hier präsentiert 

werden soll, entstammt der Brauerei. Aus mikrobiologischer Sicht ist das Produkt Bier zwar ein 

vergleichsweise schwer zu besiedelnder Lebensraum, nichts desto trotz gibt es einige stark 

spezialisierte Mikroorganismen, die das Produkt schädigen und teilweise ungenießbar machen können 

(Schneiderbanger et al., 2018). Die Früherkennung solcher (Spuren-) Kontaminationen kann extrem 

herausfordernd sein. Die Kombination aus selektiver Kultivierung und nachgeschalteter, 

molekularbiologischer Analytik hat das Potenzial eine wichtige Rolle in Lebensmittel-assoziierten 

Fragestellungen zu spielen (Stone et al., 1994).  
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Der Anspruch an das Nachweissystem wurde vor Beginn klar definiert. Der Nachweis von Bier-

verderbenden Bakterien soll sehr einfach zu handhaben sein, sowie sensitiv und spezifisch 

funktionieren. Der Nachweis soll außerdem präferiert aus einer selektiven Kultivierung heraus 

erfolgen und das Ergebnis möglichst binnen einer Stunde vorliegen (ohne Kultivierung). Die 

Durchführung erfolgt i.d.R. in einem mikrobiologischen Labor mit einfacher Ausstattung, was als 

charakteristisch für mittlere bis große Brauereien eingestuft wurde. Anhand dieser Vorgaben wurde 

das folgende Nachweiskonzept erarbeitet: um der Geschwindigkeit der Analyse gerecht zu werden, 

wird versucht eine duplex-PCR zu etablieren, bei der auf eine DNA-Extraktion, durch den direkten 

Einsatz von Zellmaterial, verzichtet werden kann. Diese Form der Direktanalytik erfordert wiederum 

die Entwicklung einer internen Amplifikationskontrolle (IPK), um etwaige Inhibition von validen 

negativen Resultaten klar diskriminieren zu können. Entstehende Amplifikate sollen im Anschluss an 

die PCR mit Hilfe des Universal-Lateral Flow Teststreifens MGHD2 visualisiert werden (Abb. 14).  

 

Abbildung 14 - Konzept zum Nachweis bierschädigender Bakterien. Die Analyse von Zellmaterial nach Anreicherung soll in 

etwa einer Stunde zu einem Ergebnis führen. 

4.1.1. Identifikation von Lactobacillus cerevisiae  

L. cerevisiae ist ein Milchsäurebakterium der Gattung Lactobacillus, das im Jahr 2017 erstmalig 

beschrieben wurde (Koob et al., 2017). Das beschriebene Schadpotenzial gleicht anderen häufig 

vorkommenden obligat bakteriellen Bierschädigern, wie bspw. Lactobacillus brevis.  Inzwischen 

wurde L. cerevisiae auch in einer deutschen Brauerei nachgewiesen, was eine starke Indikation für 

eine regionale und überregionale Verbreitung sein könnte. In gängigen RT-PCR-basierten 

Nachweissystemen ist dieser Organismus häufig nicht berücksichtigt, sodass z.T. Nachweislücken 

entstehen könnten. Ein einfacher Identifikationstest kann also im Bedarfsfall ein durchaus sinnvolles 

zusätzliches Werkzeug darstellen.  

4.1.1.1. Entwicklung und Testung abgeleiteter Primer 

Für die Identifikationen von Prokaryoten wird häufig das 16S rRNA codierende Gen genutzt 

(Janda und Abbott, 2007). In diesem Fall eignet sich dieser genetische Marker weniger, da die 

Heterogenität im Vergleich zu anderen relevanten bierschädigenden gram positiven Organismen als 
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unzureichend eingestuft wurde. Als Alternative wurde daher das rpoA Gen gewählt, das für die          

α-Untereinheit der RNA-Polymerase in Prokaryoten kodiert und ebenfalls für 

Identifikationsnachweise genutzt werden kann (Park et al., 2010). In diesem genetischen Abschnitt 

konnte eine potenziell ausreichende Heterogenität identifiziert werden, was die Ableitung geeigneter 

Nachweisprimer ermöglichte. 

 
Abbildung 15 - Primerbindestellen und gelbasierte Voranalysen (A) Übersicht der Primerbindestellen im rpoA Gen von 

L. cerevisiae, sowie die vier möglichen Primerkombinationen mit dem jeweils daraus resultierenden PCR-Produkten. (B) 

Gradienten-PCR (Temperaturgradient: Annealing) mit den vier möglichen Primerkombinationen (C) Orientierende 

Spezifitätsanalyse unter Nutzung der Primerkombination 1. (D) Voranalyse zur Einstellung der internen PCR-Kontrolle (IAC). 

Untersucht wurden dabei 3 IAC-template Konzentrationen via AGE und LFA. Die schwarzen Dreiecke deuten auf die Höhe der 

erwarteten L. cerevisiae-spezifischen PCR-Produkte, wohingegen die grauen Dreiecke auf die Signale der IAC deuten.   

 

Zunächst wurden vier Primer abgeleitet. Beide forward Primer sind mit beiden reverse Primern laut 

in silico Präanalytik kompatibel und kombinierbar, woraus sich vier mögliche Primerkombinationen 

ergeben. Die Produktgrößen variieren dabei von 149 bis 329 bp (Abbildung 15 A). Unter Verwendung 

dieser vier Primerkombinationen wurde eine Gradienten-PCR durchgeführt. Die Versuche mit 

variierenden Annealingtemperaturen waren ein wichtiger Indikator für die Etablierung eines             
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PCR-Protokolls und gaben zudem eine erste Orientierung hinsichtlich der tatsächlichen 

Primerkompatibilität und Amplifikationseffizienz (Abbildung 15 B).  

Für den Nachweis von L. cerevisiae wurde beginnend ein breites Temperaturspektrum gewählt, von 

53°C bis 67°C. Grundsätzlich zeigen die Kombinationen 2, 3 und 4 ein recht vergleichbares Verhalten 

im Primerannealing. Im Bereich zwischen 61,5°C und 64,3°C sinkt die Amplifikationseffizienz 

deutlich, sodass bei 64,3°C Annealing keine PCR-Produkte via AGE nachweisbar sind. Mit Hilfe der 

Primerkombination 1 ist bei 66,3°C noch ein sichtbares PCR-Produkt via AGE erkennbar. Diese 

Primerkombination wurde für weitere Analysen präferiert und für den Transfer in das Lateral Flow 

Format gründlicher hinsichtlich des Annealingverhaltens und der Spezifität untersucht.  

4.1.1.2. Transfer des Assays in das PCR-Lateral Flow-Format 

Die Entscheidung für die Auswahl der Primerkombination 1 erfolgte ohne das Wissen um die 

tatsächliche Spezifität, die mit Hilfe dieser Oligonukleotide im Testsystem generiert werden kann. Aus 

diesem Grund wurde eine erneute Gradienten-PCR-Analyse in einem deutlich engeren Bereich 

(Annealing: 63,5°C bis 67,7°C) durchgeführt. Im Rahmen dieser Analyse wurde nicht nur 

L. cerevisiae als template verwendet, sondern zusätzlich Material einer nahe verwandten Nicht-Ziel-

Spezies: Lactobacillus brevis (Abbildung 16 B). Ziel ist es die Spezifität genauer im LFA-basierten 

Kontext beurteilen zu können. Gerade im Bereich der Primerbindestellen weist Lactobacillus brevis 

verhältnismäßig wenige mismatches bei einer potentiellen Primerbindung auf (forward-Primer: 5; 

reverse-Primer: 3; Abbildung 16 A). Der selten vorkommende Organismus Lactobacillus parabrevis 

stand zum Zeitpunkt der Analyse nicht zur Verfügung. Nicht nur die Auswahl der templates ist von 

Bedeutung, sondern auch die verwendete Quantität. Dabei wurde bewusst ein starkes Ungleichgewicht 

provoziert. Während verhältnismäßig viele Lactobacillus brevis – Zellen                                    

(>2.000-20.000 cfu / Analyse) zum Einsatz kamen, so wurden bewusst wenige Zellen der L. cerevisiae 

– Kultur genutzt (ca. 20 Zellen / Analyse). Es ging darum etwaige Unspezifitäten zu forcieren und 

gleichzeitig sicher zu stellen, dass der Nachweis in ausreichender Sensitivität reproduzierbar 

funktioniert.  

Im gesamten Temperaturspektrum konnten keinerlei Unspezifitäten unter Verwendung des L. brevis 

templates forciert werden. Unter Zugabe von  L. cerevisiae waren über den gesamten 

Temperaturbereich hinweg Signale auf Höhe der Testlinie erkennbar, wobei die Signalstärke, wie zu 

erwarten, mit steigender Temperatur abnahm. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde ein 

touchdown“Temperaturprotokoll für den L. cerevisiae Identifikations-Nachweis abgeleitet. Je Zyklus 

wurde die Annealingtemperatur um 0,18°C über die Temperaturdekrement-Funktion des 

Thermocyclers verringert. Im ersten Zyklus wurde die Annealingtemperatur auf 65°C festgesetzt. 

Nach etwa 30 Zyklen liegt die Annealingtemperatur bei unter 60°C. Folglich handelt es sich um eine 

Touchdown-PCR, bei der durch hohe Initialannealing-Temperaturen eine besonders gute Spezifität 

erreicht werden soll (siehe Anhang). In einem abschließenden Spezifitätstest wurden 10 Organismen 
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mit dem L. cerevisiae Identifikationstest überprüft (Abbildung 16 C). Darunter befanden sich 

ausschließlich Brauerei-relevante Mikroorganismen. Es handelt sich hierbei um Lactobacillus spp. 

und einen repräsentativen Vertreter der nah verwandten Gattung Pediococcus (P. damnosus, obligater 

Bierschädiger).  

 
Abbildung 16 - Weiterführende Testung der favorisierten Primerkombination 1 – Ermittlung der optimalen Annealing-

Temperatur, multiplex-Kompatibilität, Sensitivität und Nachweis-Spezifität. (A) Dargestellt sind Auszüge eines repräsentativen 

Alignments im Bereich der Primerbindestellen für L. cerevisiae F2 und R1. Als Referenzsequenz wurde der zu identifizierende 

Organismus L. cerevisiae definiert (Lactobacillus sp. TUM BP). Abweichende Basen in den Vergleichssequenzen anderer 

Organismen sind schwarz hervorgehoben. Der hellblaue Pfeil symbolisiert die Primerbindestelle. (B)  vergleichende Gradienten-

PCR-Analyse unter Nutzung zweier templates (Anreicherungen NBB-B, L. brevis mit >1*106 cfu / mL und L. cerevisiae mit 

etwa 1*104 cfu/mL). Der Temperaturgradient wurde im Annealingschritt zwischen 63,5°C und 67,5°C eingefügt. Unter (C) sind 

die Ergebnisse einer orientierenden Spezifitätsanalyse dargestellt. Dabei wurde das PCR-Produkt parallel via AGE und LFA 

visualisiert. In das Agarosegel wurden 10 µL der PCR-Produktes geladen, wobei auf den Lateral Flow Teststreifen 2 µL 

aufgegeben wurden. Für die Analysen unter B und C wurden die Komponenten für die interne Amplifikationskontrolle 

implementiert (grauer Pfeil). Die schwarzen Pfeile in B und C deuten aus L. cerevisiae – spezifische Signale. 

Bei keiner der verwendeten Spezies konnte eine Kreuzreaktivität bzw. Unspezifität beobachtet 

werden. Der verwendete L. brevis-Stamm (L. brevis TUM 1807) induzierte in diesem Versuchsteil 
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eine Inhibition der PCR, was sich anhand einer ausbleibenden T2-Linie auf dem LFD ableiten lässt 

(Abbildung 16 C). Aufgrund der vorangegangenen Gradientenanalyse kann eine Kreuzreaktivität mit 

Lactobacillus brevis-DNA trotzdem ausgeschlossen werden (Abbildung 18 B). 

4.1.2. Identifikation von Lactobacillus rossiae 

L. rossiae zählt ebenso zur Gattung Lactobacillus, wurde erstmalig 2005 beschrieben und erst später 

im Zusammenhang mit kontaminierten Bieren in Verbindung gesetzt (Corsetti et al., 2005 / 

Schneiderbanger et al., 2019). Das charakteristische Schädigungsprofil zeichnet sich durch z.T. 

extreme Texturveränderung (erhöhte Viskosität, Schleim) im Produkt aus, was kontaminiertes Bier u. 

U. ungenießbar machen kann (Schneiderbanger et al., 2019).  

Die Entwicklung des Nachweises von L. rossiae unterlag einer wichtigen Restriktion. Die 

Praxisrelevanz dieses Tests wurde in Vorgesprächen mit dem Referenzinstitut für Brauerei- und 

Lebensmittelqualität (BLQ - Technische Universität München, Weihenstephan) als verhältnismäßig 

hoch eingestuft, sodass eine weiterführende Nutzung des Nachweises zeitweise im Raum stand. Aus 

diesem Grund sollte der Nachweis nicht nur alle Anforderungen des L. cerevisiae-Nachweises erfüllen 

(Abschnitt 4.1), sondern darüber hinaus in einem vorher definierten Temperatur-Protokoll 

funktionieren (Anhang, Tabelle 24). Dieser Umstand erschwerte die Nachweisentwicklung erheblich, 

weshalb eine Anpassung der Entwicklungsstrategie erforderlich war.  

4.1.2.1. Entwicklung und Testung abgeleiteter Primer 

Da das Temperaturprotokoll für den Identifikationstest bereits definiert und somit nicht modifizierbar 

war, wurde eine bedeutend größere Auswahl an etwaigen Nachweisprimern abgeleitet.  

 
Abbildung 17 - L. rossiae Nachweis-Entwicklung: Lokalisierung der Bindestellen und Funktionalitätstest. (A) 8 Primer wurden 

im 16S rDNA-Gen abgeleitet. (B) Daraus ergeben sich 11 mögliche Primerpaare, die zur Amplifikation unterschiedlich großer 

Fragmente genutzt werden können. Für die praktische Testung kommen nur Kombinationen in Frage, aus denen Fragmente 

kleiner 500 bp hervorgehen (schwarze Balken). Amplifikate mit einer theoretischen Größe über 500 bp wurden zunächst nicht in 

den (C) praktischen Funktionalitätstest mit einbezogen. Verwendete Primerkombinationen sind unter B nummeriert und 

dementsprechend getestet. Die PCR-Produkte wurde in einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt und visualisiert. Diese 

Präanalyse erfolgte mit unmarkierten Primern. 
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Auf Grundlage des 16S rRNA codierenden Gens wurden acht verschiedene Primer genutzt, was in 

11 möglichen Kombinationen resultierte (Abbildung 17 A). Davon wurden neun in die Analysen 

einbezogen, weil die entstehenden Produkte eine Größe von weniger als 500 bp aufwiesen. Kleinere 

Fragmente wurden in Anbetracht des vorgegebenen Temperaturprotokolls präferiert (Elongationszeit 

5 sek, Synthesegeschwindigkeit Polymerase: 1kb /15 sek). Für alle neun getesteten 

Primerkombinationen konnte ein PCR-Produkt in erwarteter Größe nachgewiesen werden,  auch für 

die größeren Fragmente mit 433 und 464 bp. Die Kombinationen 1, 2, 5 und 6 wurden für 

Folgeanalysen ausgewählt (Abbildung 17 B). 

Die vier favorisierten Primerkombinationen zum Nachweis von L. rossiae wurden in einem 

vergleichsweise kleinem Spezifitätstest verglichen (Abbildung 18 A1-A4). Darunter befanden sich 

acht relevante Bierschädiger der Gattung Lactobacillus, sowie L. rossiae als positive Kontrolle zur 

Bestätigung der PCR-Funktionalität. Für alle untersuchten Primerkombinationen konnten die 

erwarteten Amplifikate erfolgreich nachgewiesen werden. Dabei variierten die Signalstärken deutlich 

voneinander. Während in den PCRs mit den Primerkombinationen 1 und 6 vergleichsweise viel 

Produkt erkennbar war, so konnte insbesondere unter Nutzung der Primerkombination 2 weniger 

Amplifikat im Agarosegel nachgewiesen werden. Auffällig war zudem, dass durch Verwendung der 

Primerkombination 1 für alle getesteten nicht - L. rossiae- Spezies unerwünschte Amplifikate erzeugt 

wurden. Weiterhin lassen sich unter Umständen aus dieser Analyse weitere Unspezifitäten oder 

unerwünschte Primerinteraktionen ablesen. Unter Verwendung der Primerkombination 5 wurde ein 

unerwünschtes Amplifikat durch Zugabe von Lactobacillus brevis detektiert. Dieses < 100 bp große 

PCR-Produkt weicht deutlich von der für L. rossiae erwarteten Fragmentgröße (138 bp) ab. Eben 

solche Unspezifitäten könnten nach dem Transfer des Nachweises in das Lateral Flow Format der 

Grund für falsch positive Resultate sein. Aus diesen Gründen wurde die Primerkombination 6 für 

weiterführende Versuche präferiert (Abbildung 18 A4). 

Doch bevor es dazu kam, wurden weitere relevante Primer-Eigenschaften untersucht. Wozu 

insbesondere die multiplex-Kompatibilität zählte. Die Nutzung einer internen Amplifikationskontrolle 

ist gerade für Direktanwendungen (ohne DNA-Extraktion) essentiell, um die Funktionalität der 

Amplifikationsreaktion zu überprüfen. Dabei sollte weder die Sensitivität der Nachweisreaktion 

verloren gehen, noch sollten die verwendeten Primer und das zusätzliche template unspezifisch mit 

einander kreuzreagieren. Dadurch könnte es ebenfalls zu Sensitivitätseinbussen kommen oder gar zu 

unerklärlichen Signalen auf dem LFD. Die Abbildung 18 B verdeutlicht, dass die Nachweisprimer und 

IAC-Komponenten multiplex kompatibel und funktionell sind. In dieser Form gelingt der Nachweis 

von L. rossiae sehr robust unter Zugabe hoher Zellzahlen, aber auch wenig Zellmaterial genügt, um 

deutlich positive Resultate zu generieren (1*104 Zellen/mL, also 20 Zellen je PCR). Das                 

IAC-Fragment wird in der duplex-PCR erfolgreich amplifiziert und ist in allen untersuchten 

Verdünnungsstufen gut via AGE nachweisbar. Somit erfüllte die verwendete Primerkombination alle 

relevanten Kriterien für den Transfer in das PCR-Lateral Flow-System.  
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Abbildung 18 - Vergleichende Spezifitätsanalyse von 4 Primerkombinationen zum Nachweis von L. rossiae. Verglichen wurden 

die Primerkombination 1, 2, 5 und 6 (gemäß Abbildung 17) in einer orientierenden Spezifitätsanalyse (A1 - A4).  Die 

Primerkombination 6 stellte sich als vielversprechend heraus und wurde mit implementierter IAC auf Sensitivität und multiplex-

Kompatibilität untersucht (B). Alle Analysen erfolgten mit unmarkierten Primern und dementsprechend via AGE ausgewertet. 

Der graue Pfeil deutet auf die IAC, wohingegen der schwarze Pfeil auf L. rossiae spezifische Signale deutet. 

4.1.2.2. Transfer des Assays in das PCR-Lateral Flow-Format 

Um eine LFA-kompatible Nachweis-PCR zu etablieren, wurden die Nachweisprimer am 5‘-Ende 

modifiziert. Hierbei wurde ein Primer am 5’Ende mit einem Biotin / Digoxygenin markiert und der 

dazugehörige Primer ebenfalls am 5’Ende mit einem FITC-Label markiert. Durch den Einbau dieser 

Markierungen wird das daraus entstehende, beidseitig markierte Amplifikat auf dem verwendeten 

Universalteststreifen erkennbar4 (Abschnitt 1.2.6., Abbildung 4). In einem Funktionalitätstest wurde 

der Nachweis von Lactobacillus rossiae hinsichtlich Inklusivität, Exklusivität und Sensitivität 

orientierend analysiert (Abbildung 19). Fünfzehn praxisrelevante Bakterienisolate wurden in die 

Exklusivitätsanalyse einbezogen (Abbildung 19 A). Dabei gab es keine sichtbaren Unspezifitäten. Alle 

getesteten L. rossiae-Isolate wurden durch den Nachweis sicher erkannt (Abbildung 19 C). Der Test 

war in der Lage etwa 2-200.000 Zellen je PCR zu detektieren. Die verwendeten Primer erwiesen sich 

multiplex kompatibel, wobei die interne Amplifikationskontrolle etwas abgeschwächt werden könnte. 

So wären inhibitorische Effekte ggf. deutlicher erkennbar. Zusammenfassend erfüllt der entwickelte 

L. rossiae-Nachweis nichts desto trotz alle gestellten Anforderungen.  

 
4 PCR-LFA zum Nachweis von L. rossiae erforderte 25 pmol des unmarkierten Oligonukleotids 
Anti_L.rossiae_revL im Laufpuffer 
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Abbildung 19 – Funktionalitätsprüfung des L. rossiae Nachweises (A) Spezifitätsanalyse 
mittels direkt PCR an Flüssiganreicherungen (≥1*106 cfu / mL). (B) Sensitivitätsanalyse an 
Verdünnungsreihe einer L. rossiae Anreicherung. (C) Testung verschiedener L. rossiae Isolate 
aus Flüssiganreicherung (≥1*106 cfu / mL). Der graue Pfeil deutet auf die IAC, der schwarze 
Pfeil auf L. rossiae spezifische Signal. 

4.1.3. Matrixkompatbilität der Identifikationsnachweise 

In einem weiteren Versuchsteil wurde die Praxistauglichkeit der beiden entwickelten Identifikations-

Nachweise für L. cerevisiae und L. rossiae auf die Probe gestellt. Im Brauerei-mikrobiologischen 

Labor werden Identifikationstests präferiert aus Anreicherungen heraus vorgenommen. Die Rede ist 

dabei von Kolonien auf Festmedien (z.B. nach Membranfiltration) oder in Flüssigmedien 

(Kultivierung von Membranfiltern oder Abstrichproben). In allen Fällen liegen zum Zeitpunkt eines 

optischen Verdachts erhebliche Mengen an Zellmaterial vor. Die Zellmenge, Stoffwechselprodukte 

oder Bestandteile des Medium können für einen direkt PCR-basierten Nachweis herausfordernd sein 

und im Extremfall zu Inhibition führen (Schrader et al., 2012). Aus diesem Grund wurden zusätzlich 

Analysen mit diesem beschriebenen Ausgangsmaterial durchgeführt (Flüssiganreicherung in NBB-

Bouillon mit >1*107 cfu / mL, Kolonie von NBB-Agar). Je Probenart wurden je drei Tests 

durchgeführt. Für alle Analysen konnten eindeutig positive Ergebnisse erzielt werden, was auf 

keinerlei inhibitorische Effekte hindeutet und die Robustheit des Nachweissystems unterstreicht 

(Abbildung 20).  

 
Abbildung 20 - Praxisrelevante Direktanalytik: Untersucht wurde Zellmaterial aus Flüssiganreicherung 

mit NBB-B® oder vom Festmedium NBB-A® mittels direkt PCR in Dreifachbestimmung. 
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4.1.4. Eigenschaften der Identifikationsnachweise von L. rossiae und 
L. cerevisiae 

Es ist gelungen zwei Nachweisprototypen zu entwickeln, mit deren Hilfe die einfache und schnelle 

Identifikation der zwei historisch neuen bierschädigenden Bakterien, Lactobacillus rossiae und 

Lactobacillus cerevisiae, gelingt. Für die Nachweisführung war keine DNA-Isolation erforderlich. 

Sofern genügend biologisches Material in die PCR eingebracht wurde, funktionierte der Nachweis 

sehr robust und trotzdem sensitiv. Die untere Nachweisgrenze lag bei etwa 20 KBE je Reaktion. Die 

Nachweissysteme erwiesen sich als kompatibel mit NBB-B®, einem der am häufigsten verwendeten 

Anreicherungsmedien in der Brauerei-Mikrobiologie. Auch Kolonien von Festmedien lassen sich 

direkt beproben, wobei mit einer einfachen Vorverdünnung in Wasser gearbeitet wurde. Beide 

Identifikations-Tests beinhalten eine interne Amplifikationskontrolle, die eine Beurteilung der PCR-

Kompatibilität und -Funktionalität erlaubt und somit eine valide Nachweisführung über direkt PCR 

ermöglicht.  

4.2. Alternativer Homoplasmie-/Heteroplasmie-Schnelltest für 
Chlamydomonas reinhardtii 

C. reinhardtii ist eine einzellige Grünalge, die in vielerlei Hinsicht als Modellorganismus betrachtet 

wird (Harris, 2001 / Scaife et al., 2015). In den vergangenen 15 Jahren, rückten einzellige Algen u.a. 

als Plattform für die Überexpression von Proteinen und auch im Kontext der synthetischen Biologie in 

den Fokus der Forschung und Wirtschaft (Rasala et al., 2010). Dabei wurde neben der zytosolischen 

Überexpression insbesondere der große, becherförmige Chloroplast von C. reinhardtii als Ort der 

Überexpression von (Fremd-) Proteinen genutzt (Mayfield et al., 2007). Dabei wurden teils spezielle 

Transformationssysteme erarbeitet, wie im Jahr 2015 durch Bertalan und Kollegen beschrieben. 

Dieses markerfreie System nutzt die Komplementation des für die Fotosynthese erforderlichen      

psbA-Gens einer psbA-Deletionsmutante (Fud7). Basierend auf diesem System können potentielle 

Transformanten über die Eigenschaft Photoautotrophie selektiert werden. Zusätzlich kann genetisches 

Material inseriert werden, welches die Synthese heterologer Proteine ermöglicht (Bertalan et al., 

2015). 

Eine wichtige Analyse für die Charakterisierung von Mutanten ist die sogenannte Homo-/ 

Heteroplasmie-Untersuchung, bei der der Anteil modifizierter Plastomkopien überprüft wird. Das 

daran geknüpfte Ergebnis ist essentiell für Kultivierungsbedingungen, sowie für die Beurteilung und 

das Timing von Expressionsanalysen. Ein kontinuierliches Monitoring kann vor falscher Kultivierung 

und Verlust der Transformante schützen (Bateman und Purton et al., 2000 / Fischer et al., 1996). 

Eine „historisch gewachsene“ und nach wie vor häufig verwendete Methode zur Beurteilung der 

Homo-/ oder Heteroplasmie ist die Southern Blot Analyse (Sambrook et al., 1989 / 

Bertalan et al., 2015). Diese ist material- und zeitintensiv, sodass 3 bis 4 Tage zum Ergebnis benötigt 

werden, was die Erarbeitung alternativer, schneller Analysen notwendig macht.  
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4.2.1. Nachweis von Homo-/ Heteroplasmie via PCR-LFA 

Wie beschrieben, wird im pMM2-abhängigen Transformationssystem, unter Verwendung der psbA-

Deletionsmutante Fud7, das für die Fotosynthese essentielle psbA-Gen komplementiert               

(gemäß Bertalan et al., 2015), was Transformanten zu photoautotrophem Wachstum befähigt 

(Abbildung 21 A). Dieser genetische Lokus wird für die Erarbeitung eines alternativen PCR-Lateral 

Flow basierten Homo-/ Heteroplasmietest verwendet. Hierfür wurde eine einfache duplex PCR 

abgeleitet, aus der ein Rezipienten-spezifisches PCR-Fragment und ein Transformanten-spezifisches 

Fragment hervorgehen (Abbildung 21 B). Ein universeller FITC-markierter Primer soll dabei im Exon 

I des psbA-Gens binden. Diese Primerbindestelle existiert sowohl im Plastom des Rezipienten, als 

auch im modifizierten Plastom der Transformante. Zusätzlich adressiert ein weiterer biotinylierter 

Primer das Intron I des psbA-Gens, was charakteristisch für den Rezipienten ist. Das sich daraus 

ableitendende Rezipienten-spezifische PCR-Produkt ist folglich Biotin-und FITC-markiert und kann 

somit auf der T1-Linie des MGHD2 abgebildet werden (Abbildung 21 A). 

 
Abbildung 21 - Einfacher Homoplasmie-Test mit Hilfe einer PCR-LFA: Transformationssystem und Nachweisstrategie 

(A) Übersicht pMM2-basiertes Transformationssystem und Strategie für den Nachweis von Homo- und Heteroplasmie im 

pMM2-Fud7 Transformationssystem (rote Pfeile: Forward FITC Primer; blauer Pfeil: Rezipienten-spezifischer, biotinylierter 

reverse Primer; schwarzerPfeil: Transformanten spezifischer, DIG-markierter reverse Primer) (B) Übersicht Interpretation der 

LFDs. 

Zusätzlich wird in das PCR-System ein DIG-markierter Primer gegeben, der im Exon 2 des           

psbA-Gens bindet (Transformanten-spezifischer Lokus). Folglich ist das DIG-FITC-markierte 

Amplikon spezifisch für das transformierte Plastom und kann auf der T2 des genutzten LFDs 

abgebildet werden. Die fast gleichgroßen Amplifikate (120bp und 121 bp) lassen sich aufgrund ihrer 

unterschiedlichen Markierungen auf dem Universalteststreifen HybriDetect 2T differenzieren, nicht 

aber via AGE.  

4.2.2. Nachweis-Optimierung: Cross Primer Dimere, Matrix-Kompatibilität und 
der Einfluss einfacher DNA-Extraktionsmethoden 

Ein häufig beobachtetes NALFIA-Phänomen ist die unerwünschte Interaktion zwischen 

unterschiedlich markierten Oligonukleotiden. LFA werden zumeist bei Raumtemperatur durchgeführt, 

was dazu beitragen kann, dass durch geringe Affinitäten von Primern oder Sonden zueinander 

Amplifikations-unabhängige Signale auf den Teststreifen entstehen. Untersucht wurden vier mögliche 

markierte Primer, von denen zwei FITC- und je einer biotinyliert bzw. DIG-markiert vorlagen. Das 
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Mischen sowie die anschließende Analyse via Lateral Flow führte zu unerwünschten, Amplifikations-

unabhängigen Signalen auf dem LFD (Abbildung 22 A, Teststreifen 5-10). Die Nutzung dieser 

Primerkombination(en) unter diesen Bedingungen würde folglich zu einem nicht interpretierbaren Test 

führen. Die LFA bei höheren Temperaturen durchzuführen (37°C) erwies sich als einfache und 

effiziente Anpassung, um die Bildung der Heterodimere weitestgehend zu unterbinden 

(Abbildung 22 A, Teststreifen 5-10). Diese methodische Adaptierung versteht sich als essentielle 

Maßnahme, um die Interpretierbarkeit des Nachweises zu gewährleisten.  

Ein wichtiges Charakteristikum von NALFIAs ist neben der Analysegeschwindigkeit, die Einfachheit 

und Robustheit mit der ein Nachweis geführt werden kann. Die Probenvorbereitung ist dabei als 

wesentliche Komponente der Nachweisführung nicht zu vernachlässigen. Das direkte Einbringen von 

Algenmaterial in die Amplifikationsreaktion würde folglich den genannten NALFIA-Charakteristika 

entgegenkommen. Aus diesem Grund wurde die Funktionalität dieser direkt PCR und Einflüsse des 

für Anzucht verwendeten Selektivmediums (high salt, HS) und Vollmediums (Tris Acetate Phosphate, 

TAP) genauer untersucht. In ersten Experimenten erwies sich die direkt PCR an 

Flüssiganreicherungen als funktionell. Rezipient und Transformante wurden via PCR-LFA korrekt als 

solche identifiziert und sogar die 1 zu 100 Mischung von Rezipient und Transformante führte zu 

einem erfolgreichen Nachweis der Heteroplasmie (Abbildung 22 B). Darüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass die verwendeten Anreicherungsmedien keinen negativen Einfluss auf die 

Amplifikationsreaktion ausüben (Abbildung 22 B).  

Via direkt PCR gelang die erfolgreiche Identifizierung der Heteroplasmie bis zu einem 

Mischungsverhältnis von 1:100 bis 1:1000 (Rezipient : Transformante). Vergleichend konnte durch 

die Verwendung einfacher „quick and dirty“-Extraktionsmethoden die Nachweisempfindlichkeit 

gesteigert werden (Abbildung 22 C). Dabei ermöglichte die Chelex-basierte und die EDTA-basierte 

Schnellextraktion eine sensitive und sichere Identifizierung der Heteroplasmie bis zu einem 

Mischungsverhältnis von 1:1000. Der empfindlichste Nachweis gelingt durch Nutzung des 

aufwändigen klassischen DNA-Isolationsprozederes (Abbildung 22 C). 

Ein entscheidender Faktor bei der Nutzung einer vorgeschalteten Extraktionsmethode ist das Wissen 

um die Funktionalität mit unterschiedlichen Mengen an biologischem Material. Deshalb wurden die 

genutzten Extraktionsmethoden (EDTA, CHELEX, ETNA) und die direkt PCR unter Verwendung 

unterschiedlicher Zellzahlen getestet. Dabei stellte sich heraus, dass die CHELEX-basierte Extraktion 

besser mit geringeren Zellzahlen funktionierte (4,5*104 – 4,5*106 cfu/mL), wohingegen EDTA- und 

ETNA-basierte Schnellextraktion eher für die Nutzung höherer Zellzahlen geeignet sind. Die direkt 

PCR funktionierte überraschenderweise über ein recht breites Spektrum an Kulturen mit Zellzahlen 

zwischen 4,5*104 bis 4,5*107 cfu/mL.  In diesem Bereich konnte die 1:100 Mischung aus Rezipient 

und Transformante sicher korrekt positiv identifiziert werden (Abbildung 22 C). 
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Abbildung 22 – Assay-Optimierung: Cross Primer Dimere, direkt PCR und der Einfluss einfacher DNA-Extraktionsmethoden 
(A) Eliminierung von Cross-Primer-Dimeren durch Wärme. (B) Kompatibilität direkt PCR: Zellen einer Kultur mit der OD 0.3 
wurden in verschiedenen Medien aufgenommen, resuspendiert und in direkt, ohne weitere Aufarbeitung in die multiplex-PCR 
gegeben. PCR-Produkte wurden via AGE und LFA ausgewertet. (C) Nachweis-Sensitivität der Southern-Blot-Analyse im 
Vergleich zur PCR-LFA in Kombination mit verschiedenen Extraktionsmethoden, bzw. der direkt PCR. Als Grundlage für die 
Analyse wurden Mischungen aus Kulturen des Rezipienten und der Transformante für die Bestimmung herangezogen (OD 0.3). 
(D) Funktionalität der PCR-LFA in Kombination mit verschiedenen Extraktionsmethoden in Abhängigkeit zur verwendeten 
Zellzahl. Verwendet wurde das Mischungsverhältnis 1:100 (Rezipient : Transformante).  

4.2.3. Vergleich: Southern Blot Analyse und PCR-LFA 

Praktisch ist es gelungen durch die Nutzung einer speziellen Polymerase (Maxima HotStart 

Polymerase, Thermo Fisher) ein für das Nachweiskonzept passendes Enzymsystem zu identifizieren. 

Nach Nachweis-Optimierung gelang es, im Vergleich zur Referenzmethode (Southern Blot Analyse), 

ein vergleichsweise sensitives Nachweissystem zu etablieren. Vorangegangene Versuche belegten den 

sicheren und deutlichen Nachweis des Rezipienten-Plastoms unter Verwendung der direkt PCR. Dabei 

konnte mehrfach die 1:100 Mischung (Rezipient : Transformante) sicher als heteroplasmisch 

identifiziert werden. In einer Vergleichsuntersuchung wurde das identische Probenmaterial zusätzlich 

für eine Southern Blot Analyse herangezogen, welche gemäß Bertalan et al. (2015)  durchgeführt 

wurde. Dabei zeigte sich, dass die Southern Blot Analyse in dieser Form sogar etwas insensitiver 

funktionierte (Abbildung 23).  



52 
 

 
Abbildung 23 – Funktionalität der PCR-Lateral Flow-basierten Analyse im Vergleich zur Southern Blot Analyse (gemäß 8.2.5.1) 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass es gelungen ist, eine einfache und schnelle 

Alternativmethode zur herkömmlichen Southern Blot-basierten Untersuchung der Homo-/ 

Heteroplasmie zu etablieren. Die beschriebene PCR-LFA bietet trotz gewisser Limitationen die 

Möglichkeit Kulturen schnell und ohne besonderen Aufwand zu prüfen. 

4.3. Validität eines kommerziellen NALFIA Nachweissystems – 
Alicyclobacillus Detektion aus Fruchtsaftkonzentraten 

Die bis hierhin beschriebenen Nachweisprinzipien wurden bereits erfolgreich in kommerziell 

verfügbaren Nachweis-Systemen verwendet. Ein geeignetes Beispiel ist ein Testsystem, bei dem 

relevante Fruchtsaftschädiger einfach und schnell detektiert und identifiziert werden können. Genau 

wie bei den bisher präsentierten Tests wird dabei der Universalteststreifen HybriDetect 2T mit einer 

vorgeschalteten multiplex-PCR kombiniert (Abbildung 24 A). Detektiert werden Spezies der 

Bakteriengattung Alicyclobacillus (ACB). Hierbei handelt es sich um thermophile, acidophile 

Sporenbildner, die in der Lage sind Pasteurisierungsprozesse zu überdauern und Fruchtsäfte durch die 

Bildung erheblicher Fehlaromen zu schädigen (Wisotzkey et al., 1992 / Walls und Chuyate, 2000 / 

Groenewald et al., 2008 / Pettipher et al., 1997 / Gocmen et al., 2005).  

Das verwendete Nachweissystem setzt sich aus einer recht einfachen Extraktionsmethode und zwei 

parallel oder sequenziell nutzbaren PCR-Systemen, die via LFA auswertbar sind, zusammen 

(Abbildung 24 A). In der ersten PCR wird die Funktionalität der Amplifikation über eine integrierte 

interne Amplifikationskontrolle (IAC) überprüft und parallel auf die Anwesenheit von ACB getestet. 
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Abbildung 24 - Übersicht Alicyclobacillus Nachweissystem, Assay-Sensitivität und Assay-Spezifität. (A) Abarbeitung des 

Nachweissystems: Nach einer einfachen Probenaufarbeitung werden Gattungsnachweis, sowie Nachweis zur Fähigkeit der 

Guaiacolbildung und AAT-Identifizierung durch sequenziell durchgeführte PCRs durchgeführt. (B) Nachweisprinzip, in zwei 

nacheinander geschalteten duplex-PCRs werden markierte Amplifikate erzeugt und anschließend über den MGHD2-

Universalteststreifen analysiert. (C) Interpretation der Teststreifen: in der ersten PCR sind Alicyclobacillus spp. (ACB) 

nachweisbar. Parallel wird die Funktionalität der PCR mit einer internen Amplifikationskontrolle (IPC) überprüft. In der Folge-

PCR kann Alicyclobacillus acidoterrestris (aat) identifiziert werden und Guaiacol-produzierende ACB spp. (gp) erkannt werden.  

Sind ACB nachweisbar, kann bei Bedarf die zweite Amplifikationsreaktion unter Nutzung des 

gleichen Extrakts durchgeführt werden. Die zweite duplex-PCR identifiziert den häufigsten 

Saftschädiger A. acidoterrestris (AAT), sowie Guaiacol-produzierende ACB (Abbildung 24 C). In den 

folgenden Abschnitten ist es das Ziel, dieses kommerziell verfügbare Nachweissystem zur Detektion 

und Charakterisierung von ACB auf dessen Praxistauglichkeit hin zu testen. Es sollte untersucht 

werden, wie valide die Kombination aus Amplifikationsmethode und Lateral Flow Analyse im 

praktischen Kontext funktioniert. Dabei sollte die Performance der Detektionsmethode mit anderen 

Nachweiskonzepten verglichen werden. Um dies zu bewerkstelligen wurden drei generelle 

Fragestellungen umfangreich bearbeitet. Hierbei handelt es sich um die Frage nach der Spezifität, die 

über Untersuchungen zur Inklusivität und Exklusivität des Testsystems beantwortet werden sollten. 

Weiterhin wurde versucht in einem praktischen Kontext die Nachweisgrenzen der Tests zu ermitteln. 

Abschließend galt es das gesamte Nachweissystem in einer umfassenden Vergleichsuntersuchung 

gemäß DIN ISO EN 16140 zu überprüfen. Als Referenzmethode wurde eine in der Praxis sehr 

relevante Kultivierungsmethode, mit dem Namen IFU No. 12, herangezogen  
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4.3.1. Funktionalität und Spezifität 

Eine grundlegende Funktionalität des Testsystems konnte rasch gezeigt werden (Abbildung 25 A). So 

gelang es 1000 cfu / mL AAT sowohl mit dem Screening-Test (PCR1), als auch mit dem Folgetest 

(PCR2) als Guaiacolbildner zu identifizieren. Auch nicht-Guaiacol-produzierende ACB (hier 

exemplarisch A. acidocaldarius) wurden im Screening korrekt erkannt und gaben in der Folge-PCR 

korrekt-negative Ergebnisse. Weiterhin wurde A. acidiphilus getestet. Bei diesem selteneren 

Saftschädiger handelt es sich ebenfalls um einen Organismus, der zur Guaiacol-Produktion befähigt ist 

(Matsubara et al., 2002). Und hier gelang die korrekte Einordnung. Der ACB-Screening-Test fiel 

positiv aus und es wurde die Anwesenheit eines Guaiacol-produzierenden ACB bestätigt, bei dem es 

sich jedoch nicht um AAT handelt (Abbildung 25 C).  

Entsprechend dieses Prinzips wurden insgesamt 45 Alicyclobacillus spp. Isolate analysiert 

(Abbildung 25 C). Die Untersuchung hinsichtlich der Inklusivität ergab, dass alle sieben getesteten 

Spezies (darunter AAT, A. acidocaldarius, A. acidiphilus, A. cycloheptanicus, A. herbarius, 

A. pomorum, A. fastidiosus) erfolgreich nachgewiesen werden konnten. Alle 38 Praxisisolate 

(ausschließlich AAT und A. acidocaldarius) wurden ausnahmslos korrekt via PCR-LFA 

charakterisiert. Im praktischen Kontext können falsch positive Resultate ebenfalls erhebliche 

wirtschaftliche Schäden zur Folge haben. Aus diesem Grund sind Analysen hinsichtlich der 

Exklusivität ebenfalls von großer Bedeutung. Für das Alicyclobacillus Nachweissystem wurden 

insgesamt zehn verschiedene nicht-ACB Spezies getestet, darunter besonders praxisrelevante Vertreter 

der Gattungen Bacillus und Paenibacillus (Mast et al., 2016). In keinem Fall konnten reproduzierbar 

falsch positive Ergebnisse beobachtet werden (Abbildung 25 C).  

Somit lässt sich zusammenfassen, dass das untersuchte Alicyclobacillus Nachweissystem in der Lage 

ist, ACB spezifisch nachzuweisen. Im getesteten Umfang gelang es alle relevanten ACB zu erkennen 

und korrekt zu charakterisieren. Besonders hervorzuheben ist die korrekte Identifikation aller 

Guaiacol-produzierenden ACB, da es bislang keinen vergleichbaren Nachweis auf Ebene von       

DNA-Amplifikationsreaktionen gibt. Die detaillierten Ergebnisse zur Inklusivität und Exklusivität 

sind im Anhang zudem in umfangreicherer Form dargestellt (Tabelle 26.1 und 26.2, sowie Abbildung 

73). 

4.3.2. Sensitivität unter Nutzung verschiedener Matrices 

Der Nachweis von ACB erfolgt in den meisten Fällen aus Fruchtsäften oder Fruchtsaftkonzentraten 

heraus. Gerade Konzentrate zeichnen durch ein enormes PCR-Inhibitionspotential aus (Cai et al., 

2015), was die Bedeutung der vorgeschalteten Extraktionsmethode unterstreicht. Hier wird versucht 

einen Großteil potentieller Inhibitoren zu entfernen, ohne Alicyclobacillus-Zellmaterial zu verlieren. 

Um den Einfluss der Matrix nicht zu vernachlässigen, wurde die Sensitivitätsanalyse aus drei 

verschiedenen Medien durchgeführt. Verwendet wurde dabei der Referenzstamm Alicyclobacillus 
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acidoterrestris DSM 49025. Definierte Zellzahlen (1*102 – 1*106 cfu / mL) wurden in das Standard-

Anreicherungsmedium BAT-B, in Orangensaft-Konzentrat (OSK) und Apfelsaftkonzentrat (ASK) 

gegeben. Die beiden Fruchtsaftkonzentrate wurden gemäß IFU No. 12 mit BAT-B im Verhältnis 1:9 

gemischt. Analysiert wurden diese Proben mit beiden verfügbaren PCRs (Abbildung 25 B). In BAT-B 

und ASK waren mit jedem PCR-Test sicher 1*103 cfu / mL detektierbar. Im OSK konnten             

ACB-Screening-Test und der Nachweis Guaiacol-produzierender ACB ebenfalls bei einer 

Konzentration von 1*103 cfu / mL eindeutig positive Ergebnisse liefern. Der Identfikationstest zur 

Erkennung von AAT erwies sich als etwas insensitiver in der Matrix OSK, weshalb eine 

Mindestkonzentration von 1*104 cfu / mL für ein eindeutig positives Ergebnis erforderlich war 

(Abbildung 25 B). 

 
Abbildung 25 – Funktionalität des Testsystems: Spezifität und Sensitivität (A) Funktionalität: repräsentative Ergebnisse der 

PCR-LFA sind dargestellt. (B) Matrix-abhängige Sensitivitätsanalysen: Hierbei wurde eine Verdünnungsreihe des 

Referenzstammens A. acidoterrestris DSM 49025 in BAT-B (Anreicherungsmedium, Döhler GmbH), sowie Mischungen aus 

BAT-B und Orangensaftkonzentrat (OSK) und Apfelsaftkonzentrat (ASK) beimpft und dann mit dem Alicyclobacillus 

Nachweissystem untersucht. Die Analyse erfolgte mit beiden Test-PCRs, weshalb je Verdünnungsstufe und Matrix zwischen 

dem Nachweis von Alicyclobacillus spp. (acb), Guaiacol-produzierenden Alicyclobacillus spp. (gp) und A. acidoterrestris (aat) 

unterschieden wird. Ein grünes Feld symbolisiert einen positiven Nachweis und die gelben Felder repräsentieren negative 

Testergebnisse. (C) Spezifitätsanalyse: 55 Proben wurden in dieser Analyse herangezogen, darunter 45 Organismen der 

Gruppe Alicyclobacillus (ACB spp.) Unter diesen 45 Organismen befinden sich 25 Alicyclobacillus acidoterrestris-Stämme 

(AAT), 2 Guaiacol-produzierende Alicyclobacillus Spezies, die nicht AAT sind (ACB, GP+, AAT-), und 17 nicht-Guaiacol-

produzierende Alicyclobacillus spp. (ACB, GP-, AAT-). Zusätzlich wurden für Exklusivitätsanalysen wurden 10 praxisrelevante 

nicht-Alicyclobacillus Spezies (nicht-ACB spp.) genutzt. Betrachtet wurden die PCR-Resultate der Nachweis acb, gp und aat, 

analog zu B. [*] symbolisiert ein falsch positives Resultat, welches sich nicht reporduzieren ließen, [**] symbolisiert ein 

falschpositives Resultat, welches sich in Folgeanalysen korrekt positive herausstellte. 

4.3.3. Vergleichsuntersuchung gemäß DIN EN ISO 16140 

Die Zusammensetzung des Probensets ist entscheidend für die Aussagekraft der darauf fußenden 

Vergleichsanalyse. Gemäß DIN ISO EN 16140 wurden insgesamt 60 bereits voranalysierte Proben auf 

das Vorhandensein von ACB getestet. Bei dem Probenmaterial handelt es sich um natürlich 

kontaminierte Realproben (Fruchtsaftkonzentrate, Fruchtsäfte, Pürees, etc.). Das Probenset setzte sich 
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aus 30 filtrierbaren und 30 nicht-filtrierbaren Proben zusammen. In Voranalysen wurden 30 Proben 

positiv analysiert und 30 Proben negativ. Als Referenzmethode wurde die praxisrelevante 

Kultivierungsvorschrift herangezogen mit dem Namen IFU No. 12. Diese Methode gilt nach wie vor 

als Goldstandard in der Alicyclobacillus-assoziierten Nachweisanalytik (Smit et al., 2011). Ziel einer 

so aufwendigen Vergleichsanalyse ist es, die alternative Nachweismethode hinsichtlich der 

Genauigkeit, der Empfindlichkeit und der Robustheit mit einer etablierten Referenzmethode zu 

vergleichen. 

Mit Hilfe der IFU No. 12 wurden von 60 analysierten Proben, 25 ACB-negativ bestimmt. In 35 Proben 

konnten ACB nachgewiesen werden. Der enzymatische Guaiacoltest identifizierte 21 ACB-Isolate als 

Guaiacol-Produzenten. Via 16S-Sequenzieurng und MALDI-TOF-MS wurden 22 ACB-Isolate als 

AAT und 13 ACB-Isolate als A. acidocaldarius identifiziert. Unter Verwendung des PCR-LFA 

Alicyclobacillus Nachweissystems wurde zu vier verschiedenen Zeitpunkten (vor Anreicherung (0d), 

nach 48h Anreicherung (2d), nach 72h Anreicherung (3d) und nach 5-tägiger Anreicherung (5d)) ein 

Aliquot der Anreicherungskultur für die Analyse herangezogen. Der Tabelle 12 lassen sich die 

Kerndaten dieser Vergleichsanalyse entnehmen. Die Zusammensetzung des genutzten Probensets, 

sowie die erzeugten Resultate dieser Untersuchung sind zusätzlich im Anhang gelistet (Tabelle 30). 

Tabelle 12 - Ergebnisse der Vergleichsuntersuchung gemäß DIN EN ISO 16140. Errechnete statistische Parameter gemäß 
Tabelle 11. (PA – positive Übereinstimmung, PD – positive Abweichung, NA – negative Übereinstimmung, PD – positive 
Abweichung) 

PCR-LFA-
system 

Dauer 
Anreicherung [d] 

Anzahl analysierter Proben SEalt 
[%] 

AC 
[%] 

FPR 
[%] 

SP 
[%] 

k 
PA NA PD ND total 

acb 

0 4 23 2 31 60 16,2 45 8,7 92 <0,1 

2 26 24 1 9 60 75 83,3 4,2 96 0,67 

3 30 23 2 5 60 86,5 88,3 8,7 92 0,76 

5 35 23 2 0 60 100 96,7 8,7 92 0,93 

aat 

0 0 36 2 22 60 8,3 60 5,6 94,7 <0,1 

2 20 38 0 2 60 90,9 96,7 0 0 0,93 

3 21 38 0 1 60 95,5 98,3 0 0 0,96 

5 22 38 0 0 60 100 100 0 0 1 

gp 

0 1 38 1 20 60 9,1 65 2,6 97,4 <0,1 

2 19 38 1 2 60 90,9 95 2,6 97,4 0,89 

3 20 38 1 1 60 95,5 96,7 2,6 97,4 0,93 

5 21 38 1 0 60 100 98,3 2,6 97,4 0,96 

Zum Zeitpunkt 0 (ohne Voranreicherung) lassen sich keine schlüssigen Ergebnisse mit Hilfe des PCR-

LFA-Systems generieren. Nach 48-stündiger Anreicherung konnten bereits 26/35 ACB detektiert 

werden. Hervorzuheben ist, dass 20/22 AAT-Isolate zu diesem Zeitpunkt nachweisbar waren. Nach 

weiteren 24h verbesserte sich die Nachweisbarkeit auf 30/35 ACB-positiven Proben. Aber erst nach     

5-tägiger Anreicherung wurden 100% ACB detektiert. Diese Kernergebnisse unterstreichen die 

Funktionalität der PCR-LFA-Methode im Vergleich zur langwierigen, selektiven 
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Kultvierungsmethode. Als besonders wichtig ist die Dauer der Voranreicherung zu werten. Die sich 

daraus ableitenden statistischen Parameter (SEalt, AC, FPR, SP, k) sind für die folgende Diskussion 

von entscheidender Bedeutung. 

4.4. Entwicklung einer universellen Hybridisierungsstrategie 

Die Etablierung einer sehr einfachen Hybridisierungsstrategie stellt eine wertvolle Komponente in 

Nukleinsäure-basierten Lateral Flow Nachweissystemen dar. Gerade in Amplifikationsreaktionen 

können bei zunehmender Dauer (Zyklenzahl) vermehrt unspezifische Reaktionsprodukte entstehen, 

die dann unter Umständen zu falsch positiven Resultaten führen. Insbesondere bei der bisher 

präsentierten Nachweisstrategie mit markierten Primern ist die Sensitivität der Nachweisreaktion unter 

Beibehaltung der Spezifität ab einem gewissen Punkt limitiert. Aus diesen Gründen ist ein 

zusätzliches Werkzeug, das eine sehr sensitive und trotzdem spezifische Nachweisführung ermöglicht, 

von besonderem Interesse. Durch eine an die Amplifikationsreaktion anschließende 

sequenzspezifische Hybridisierung einer markierten Sonde an das Amplifikat, würden unspezifische 

Reaktionsprodukte keine sichtbaren Signale generieren. Darüber hinaus könnte ein zusätzlicher post-

Amplifikations-Hybridisierungsschritt zu einer gesteigerten Nachweisspezifität beitragen. 

 
Abbildung 26 - Nachweisstrategie zur Speziesidentifikation der häufigsten bierschädigenden Bakterien. (A) Kultur und direkt 

PCR: Anhand einer Anreicherungskultur wird Material für eine direkt PCR eingesetzt. Dabei wird mit einer konservierten 

Primerkombination ein FITC-markiertes Amplifikat für bierschädigende Lactobacillus spp. und Pediococcus spp. erzeugt. (B) 

post PCR-Hybridisierung: Dieses PCR-Produkt wird dann in sieben verschiedene Hybridisierungscocktails gegeben und die 

Hybridisierungsreaktion durchgeführt, wobei spezifische Biotin-Sonden ggf. den FITC-Strang des PCR-Produktes binden. (C) 

LFA: jedes Hybridisierungsprodukt wird separiert mit Hilfe des MGHD-Teststreifen analysiert. Entstehende Signale auf der Test-

Linie bestätigen die Anwesenheit des jeweiligen Organismus (hier exemplarisch: L. lindneri). 
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4.4.1. Identifikation relevanter Bierschädiger durch post PCR-Hybridisierung 

Um eine universelle und sehr einfache Hybridisierungsstrategie zu entwickeln, wurde ein bereits 

bekanntes Testsystem genutzt: die Speziesidentifikation bierschädigender Bakterien. Im Gegensatz zu 

den bereits beschriebenen Nachweisen historisch neuer Schädiger (Abschnitt 4.1.), wurden in diesem 

Testsystem die relevantesten, bierschädigenden Bakterien adressiert (Abb. 26). Als Zwischenziel 

wurde definiert, dass ein Gruppen-spezifisches Amplifikat (bierschädigende Lactobacillus spp. und 

Pediococcus spp.) via PCR erzeugt wird, welches anschließend durch Hybridisierung genauer 

charakterisiert wird. Durch Nutzung spezifischer Sonden soll zwischen den am häufigsten 

vorkommenden Brauerei-assoziierten prokaryotischen Schädigern differenziert werden können. 

4.4.2. Optimierung der Hybridisierungsreaktion 

Aus vorangegangen Analysen wurde eine grundlegende Konstellation gefunden, in der die 

Hybridisierung einer Sonde an ein PCR-Produkt gelingt. Durch Erhöhung der Salzkonzentration und 

der genutzten Temperatur gelang es Hybridisierungsprodukte via LFA abzubilden. Die daraus 

resultierenden Signalintensitäten waren gerade im Vergleich zur PCR mit markierten Primern 

verhältnismäßig schwach (Abbildung 28 B, Teststreifen „–H“). Aus diesem Grund wurde eine 

Optimierung der Hybridisierung einer Sonde an ein PCR-Produkt angestrebt. 

 
Abbildung 27 - Einfluss verschiedener Parameter auf die Hybridisierungseffizienz. Dargestellt ist die relative Signalintensität 

der Test-Linie nach Hybridisierung. Die Durchführung der Hybridisierungsreaktion, sowie die nachgeschaltete Dokumentation 

wurde standardisiert, sodass alle Intensitätswerte vergleichbar sind. Als Referenz (100% RSI) wurden die Parameter des 

bisherigen Standard-Hybridisierungsprotokolls genutzt (Denaturierung: 60 sek, Hybridisierung: 5 min, 4xSSC, 

Hybridisierungstemperatur:  50°C, ohne Helfer, 1 pmol Sonde /LFA). 

Als Testsystem diente der Nachweis von Lactobacillus backi. Orientierende Versuche belegten, dass 

gerade diese Hybridisierungsreaktion verhältnismäßig schwache Signale liefert. Als potentiell 
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relevante Parameter wurden die Denaturierungsdauer, die Hybridisierungsdauer, die 

Hybridisierungstemperatur, sowie die Salz- und Sondenkonzentration definiert. Diese zu variieren, 

führte in keiner Konstellation zu einer deutlichen Verbesserung der Signalstärke auf der T-Linie 

(Abbildung 27. A, B, C, D, F). Erst durch Zuhilfenahme sogenannter Faltungshelfer gelang eine 

deutliche Verbesserung der Nachweisbarkeit des L. backi PCR-Produktes. 

In dieser Arbeit werden Helfer als nicht-markierte Oligonukleotide definiert, die keinen direkten 

Einfluss auf die Lateral Flow Analyse nehmen, da ihnen die für die Erkennung erforderlichen 

Markierungen fehlen. Faltungshelfer sind komplementär zu angrenzenden Bereichen der 

Sondenbindestelle des PCR-Produktes und sollen durch Modifizierung der Sekundärstruktur des zu 

hybridisierenden DNA-Einzelstranges Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz nehmen. Folglich 

wurden Helfer abgeleitet, die beinahe die gesamte Länge des zu hybridisierenden PCR-Produktes 

abdecken, ausgenommen der Sondenbindestelle (Abbildung 28. A). Aus der Abbildung 27 geht 

hervor, dass die Zugabe der Helfer durchaus einen Einfluss auf die Nachweisbarkeit nimmt. So gelingt 

es in diesem Testsystem in Anwesenheit der Helfer 3 oder 4 die Signalstärke auf der T-Linie um das 

Vierfache zu steigern. Aus diesem Grund wurde der Versuch erweitert und alle möglichen 

Helferkombinationen in einer Dreifachbestimmung untersucht, vereinheitlicht dokumentiert und über 

ImageJ quantifiziert. 

 
Abbildung 28 - Einfluss von Faltungshelfern auf die Hybridisierungseffizienz. (A) Potentielle Sekundärstruktur des 

nachzuweisenden Einzelstranges (Geneious R7, Algorithmus: DNA-Fold, Matthews et al. 2004 bei 20°C). (B) Repräsentative 

Teststreifen (MGHD) unter Verwendung unterschiedlicher Helfer. (C) Übersicht zum Einfluss aller möglicher Helfer-

Kombinationen, als Referenz diente die Signalstärke des Hybridisierungsprodukts ohne Helfer (100%). 
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Die daraus resultierenden Ergebnisse sind in Abbildung 28 C dargestellt. Tatsächlich lassen sich die 

positiven Effekte auf die Nachweisbarkeit der einzelnen Helfer aufsummieren, sodass eine 

Signalverstärkung um das etwa 8-fache gelingt (Helfer 3, 4 / Helfer 1, 3, 4 / Helfer 2, 3, 4 /Helfer 1, 2, 

3 ,4). Ohne die Verwendung von Helfern entsteht ein spezifisches Signal auf dem Teststreifen, das mit 

bloßem Auge erkennbar aber trotzdem sehr schwach, und somit schlecht zu interpretieren ist. Durch 

die Nutzung der Helfer kann aus einem schwer interpretierbarem Ergebnis ein eindeutig 

Interpretierbares werden (Abbildung 28 B). Der Einsatz von Faltungshelfern erwies sich in diesem 

Fall als der entscheidende Parameter zur Optimierung der Hybridisierungsreaktion.  

Ein weiteres interessantes und praxisrelevantes Ergebnis, das aus der Abbildung 27 hervorgeht ist, 

dass sich das Hybridisierungsprotokoll deutlich verkürzen lässt. So scheint eine Denaturierung über 

10 Sekunden vergleichbar effizient, wie Inkubation über mehrere Minuten bei einer Temperatur über 

90°C. Darüber hinaus liefert die 1-minütige Hybridisierung bei 50°C vergleichbare Ergebnisse wie 

eine Hybridisierung über 20 Minuten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich die post PCR-

Hybridisierung auf etwa 1 Minute reduzieren lässt.  

 
Abbildung 29 - Etablierung eines schnellen Hybridisierungsprotokolls nach Amplifikation (Nachweis L. backi). (A) Vergleich des 

bisherigen „Standard-Protokolls“ (6 min Hybridisierung und 5 min LFA) mit der etablierten schnellen Hybridisierungsreaktion (ca. 

1 min Hybridisierung und 5 min LFA) in Abhängigkeit zur Anwesenheit von Faltungshelfern: (1) Negativkontrolle (ohne PCR-

Produkt); (2)  unverdünntes PCR-Produkt; (3) PCR-Produkt 1:10 verdünnt;  (4) PCR-Produkt 1:100 verdünnt; (5) PCR-Produkt 

1:1000 verdünnt. (B) Analyse unter A beschriebenen Proben 1-5 via AGE. Identische Volumina (5 µL je Probe) wurden 

verwendet. (C) Zusammenfassung relevanter Parameter der etablierten post PCR-Hybridisierung. 

Die Ergebnisse der Abbildung 29 belegen, dass die schnelle post PCR-Hybridisierung mit Helfern 

deutlichere Resultate liefert, als die bisherige Standard-Hybridisierung (ca. 6 Minuten, ohne Helfer). 

Dabei kann über die Lateral Flow Analyse ein im Vergleich zur AGE sensitiverer Nachweis des PCR-

Produktes erfolgen. Via AGE ist die 1:10 Verdünnung des PCR-Produkts sehr schwer erkennbar, 

wohingegen mittels post PCR-Hybridisierung und LFA die 1:100 Verdünnung des PCR-Produktes 

noch ein deutlich erkennbares Signal auf der T-Linie zu sehen ist (Abbildung 29 A und B). Auf 

Grundlage dieser Ergebnisse wurden die Hybridisierungscocktails für die Nachweise der Organismen: 
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Lactobacillus backi (Lba), Lactobacillus lindneri (Lli), Lactobacillus brevis (Lbr), Lactobacillus casei 

(Lca), Pediococcus damnosus (Pda), Lactobacillus (para-) collinoides (Lpco) und 

Lactobacillus rossiae (Lro) hinsichtlich der Helfer-Zusammensetzung optimiert. 

Alle anderen Parameter blieben entsprechend der Abbildung 29 C unverändert. Dass die 

Faltungshelfer einen deutlichen Einfluss auf die Nachweisbarkeit mit verschiedensten Sonden 

nehmen, belegen die Ergebnisse dieses umfangreichen Versuches, für die 336 Hybridisierungen via 

LFA durchgeführt und ausgewertet wurden (siehe Anhang, Tabelle 28). Für jede Speziesidentifikation 

gelang eine Verstärkung der Signalintensität durch die Zugabe von Faltungshelfern. Interessanterweise 

ließen  sich in einigen Fällen die Nachweisbarkeit des FITC-markierten Stranges durch Hybridisierung 

einer biotinylierten Sonde über die Zugabe von Helfern verschlechtern. Diese Daten erlaubten jedoch 

keinen Vergleich der Signalstärken zwischen verschiedenen Nachweissystemen, weshalb in 

Abbildung 30 die absoluten Signalstärken der Testlinie Nachweis-übergreifend miteinander verglichen 

wurden. Gegenübergestellt ist stets die Hybridisierung ohne Helfer gegen die Hybridisierung mit 

Helfer, bei der das stärkste Signal detektiert wurde. 

Die Abbildung 30 verdeutlicht, um welches Maß die Signalstärken durch den Einsatz definierter 

Helferkombinationen verstärkt werden können. Auffällig ist hierbei, dass einige 

Hybridisierungsreaktionen auch ohne Helfer vergleichsweise starke Signale hervorbringen. So ist 

bspw. das L. rossiae spezifische Signal ohne Helfer etwa 15-mal so stark wie das L. backi spezifische 

Signal. Das bedeutet auch, dass eine Signalverstärkung durch Helfer um 30% einem ähnlichen 

Absolutwert entsprechen kann, wie die 8-fache Signalverstärkung beim Nachweis des L. backi PCR-

Produktes. Die Anwesenheit einer definierten Faltungshelfer-Kombination nimmt in jedem 

Nachweissystem einen positiven Einfluss, auch wenn die relative Signalverstärkung von Nachweis zu 

Nachweis sehr unterschiedlich ausfallen kann.  

 
Abbildung 30 - Einfluss der Faltungshelfer auf die Signalstärke der T-Linie auf dem Teststreifen. Verglichen wurden die 

Absolutwerte aus den Quantifizierungen der T-Linien-Intensitäten. Jede Kombination (mit und ohne Helfer) wurde mindestens 

als Triplikat untersucht.  
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4.4.3. Eliminierung unerwünschter Hybridisierungsprodukte 

In einem einfachen Test wurden die PCR-Produkte der sieben relevanten Bierschädiger mit allen 

möglichen Hybridisierungscocktails getestet und hinsichtlich ihrer Nachweisspezifität beurteilt 

(Abbildung 31 A). Dabei wurde deutlich, dass die post PCR-Hybridisierungen für den Nachweis von: 

Lba, Lbr, Lca, Pda und Lro im getesteten Umfang spezifisch den jeweiligen Zielorganismus 

identifizieren konnten. Die Hybridisierungen mit dem L. linderi- und L. (para-) collinoides - 

Hybridisierungscocktail wiesen den Zielorganismus sicher nach, zeigen aber zusätzlich 

Kreuzreaktivitäten mit dem Amplifikat anderer Organismen. 

Gerade diese falsch positiven Ergebnisse sind innerhalb des Testsystems interessant und bieten die 

Möglichkeit Stellschrauben zu finden oder Werkzeuge zu etablieren, mit deren Hilfe sich die 

Spezifität einer einfachen post PCR-Hybridisierung manipulieren lässt. Im Sinne der 

Signalverstärkung der Testlinie spielen Faltungshelfer wie beschrieben eine sehr wichtige Rolle und 

können starke Effekte bewirken (Abschnitt 4.4.2.). Es ist durchaus denkbar, dass diese 

signalverstärkenden Faltungshelfer auch Einfluss auf die Spezifität einer Hybridisierung nehmen. So 

könnte bspw. die Spezifität herabgesetzt werden, indem Sondenbindestellen besser zugänglich 

gemacht werden. Im Umkehrschluss ist es auch denkbar, dass Helfer Sondenbindestellen maskieren. 

Durch diese Schlussfolgerungen wurde die Idee der Spezifitäts-Helfer geboren. Hierbei wurde 

versucht durch den Einsatz definierter unmarkierter Oligonukleotide Sondenbindestellen in Nicht-

Ziel-Organismen gezielt zu maskieren oder blockieren, sodass die unerwünschte Kreuzreaktivität 

weitestgehend unterdrückt wird. In der Abbildung 31 sind repräsentative Ergebnisse zu diesem 

experimentellen Ansatz dargestellt.  

 
Abbildung 31 - Spezifität der post PCR-Hybridisierung und Eliminierung von Unspezifitäten durch Helfer. (A) Die sieben 

Identifikationstests wurden je mit sieben spezies-spezifischen PCR-Produkten hinsichtlich der Hybridisierungsspezifität 

untersucht. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Form einer heatmap dargestellt. (B) Eliminierung unspezifischer 

Hybridisierungsprodukte unter Zuhilfenahme von Spezifitätshelfern. 

So zeigt zum Beispiel der Hybridisierungsmix zur Identifikation von L. (para-) collinoides eine starke 

Kreuzreaktivität mit dem PCR-Produkt von L. backi (Abbildung 31 A). Dabei wird deutlich, dass die 
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L. (para-) collinoides spezifischen Helfer auch die Nachweisbarkeit des Lba-Fragmentes verbessern 

(Abbildung 31 B). Nutzt man den Lba-spezifischen Helfer 2, der im Bereich der                            

Lpco-Sondenbindestelle hybridisiert, so kann die beschriebene Unspezifität vollständig eliminiert 

werden. Auch der L. lindneri-Nachweis liefert eine deutliche Kreuzreaktivität. In diesem Fall 

hybridisiert die Lli-Sonde auch das L. paracasei-PCR-Produkt. Interessanterweise lässt sich diese 

Unspezifität auf zwei Wegen eliminieren. Analog zum vorher beschriebenen Beispiel führt die 

Nutzung des Lca-spezifischen Helfers zur Maskierung der Bindestelle zu einer vollständigen 

Eliminierung der Unspezifität (Abbildung 31 B). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die 

Nutzung der Lli-spezifischen Faltungshelfer 1, 3 und 4 diese Unspezifität überhaupt ermöglichen 

(Abbildung 31 B). Durch Nutzung eines Hybridisierungscocktails zum Nachweis von Lli ohne 

Faltungshelfer, konnte ebenfalls die Kreuzreaktivität mit dem Lca-PCR-Produkt fast vollständig 

unterbunden werden (Abbildung 31 B). 

Zusätzlich zu den Helfern wurde versucht, weitere Stellschrauben zu identifizieren, die Einfluss auf 

die Spezifität einer post PCR-Hybridisierung nehmen können. Ein einfacher und naheliegender Ansatz 

war die Nutzung unterschiedlicher Hybridisierungstemperaturen. Um den Einfluss der Temperatur auf 

die Spezifität zu überprüfen, wurde erneut das L. linderi-Hybridisierungssystem mit der Unspezifität 

gegenüber dem Lca-PCR-Produkt genutzt (Abbildung 31 B). Die Hybridisierungstemperaturen 

wurden von 50°C bis auf 65°C sukzessiv gesteigert. Bei einer Temperatur von 65°C funktionierte der 

Test spezifisch für das Lli-PCR-Produkt. Die Unspezifität zum Lca-PCR-Produkt konnte eliminiert 

werden (Abbildung 32). 

 
Abbildung 32 - Eliminierung unspezifischer Hybridisierungsprodukte durch Temperatur. (A) Sequenzvergleich im Bereich der 

Sondenbindestelle (grauer Pfeil) zwischen dem Zielorganismus (Lactobacillus lindneri, Sequenz oben, bunt) und 

kreuzreagierenden Organismus (Lactobacillus paracasei, untere Sequenz). Drei mismatches (bunt hinterlegte Basen in der 

unteren Sequenz) liegen im Bereich der Sondenbindestelle vor. (B) Einfluss der Hybridisierungstemperatur auf die Nachweis-

Spezifität (Anwesenheit Helfer: Uni_H4.1). (C) Foto von den beiden Streifen bei 65°C Hybridisierungstemperatur nach genau 

5 min LFA. [L6, Streifen hinten] PCR-Produkt: Lli, [C6, Streifen vorn] PCR-Produkt: Lca. 

Wenn verschiedene Hybridisierungsreaktionen zur gleichen Zeit ablaufen sollen, ist es problematisch, 

wenn verschiedene Hybridisierungsprotokolle erforderlich sind. Dadurch wird der Ablauf 
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verkompliziert und die Analysedauer verlängert sich. Aus diesem Grund wurde ein weiterer Parameter 

gesucht, mit dessen Hilfe sich eine post PCR-Hybridisierung hinsichtlich der Nachweis-Spezifität 

modifizieren lässt, ohne das Temperaturprotokoll oder die Sondensequenzen zu ändern. Aus diesem 

Grund wurde die Wirkung von Dimethylsulfoxid (DMSO), welches bereits als PCR-Additiv häufig 

genutzt wird, genauer untersucht. Um den Einfluss von DMSO zu überprüfen, wurde erneut das 

L. linderi-Hybridisierungssystem mit der Unspezifität gegenüber dem Lca-PCR-Produkt verwendet. 

Die Zugabe von DMSO führte zu einer deutlichen Abschwächung der Nachweisbarkeit beider 

untersuchter PCR-Produkte (Abbildung 33). 

 
Abbildung 33 - Unterdrückung unspezifischer Hybridisierungsprodukte durch Zusatz von DMSO. (A) Einfluss der DMSO-

Konzentration auf die Hybridisierung (Hybridisierungstemperatur: 50°C, Anwesenheit Helfer: Uni_H4.1). [NC] Negativkontrolle 

ohne DMSO. (B) Nutzung von DMSO in Kombination mit einem alternativen Faltungshelfer (Lli_H3). Die PCR-Produkte von 

L. lindneri (Lli) und L. (para-) casei (Lca) wurden unter verschiedenen Bedingungen hybridisiert (50, 60 und 70°C). Die 

Untersuchung bei 50°C* erfolgte bei einer Hybridisierungstemperatur von 50°C, wobei dem Hybridisierungscocktail 3,8% DMSO 

zufügt wurden. 

Kombiniert man den Einfluss des DMSO mit der Wahl des richtigen Faltungshelfers, so können 

Unspezifitäten effizient unterdrückt werden. Das ist in der Abbildung 33 B verdeutlicht. Unter 

Zuhilfenahme des Faltungshelfers Lli H3 kann durch den Zusatz von 3,8% DMSO bei einer 

unveränderten Annealingtemperatur von 50°C die Unspezifität zum Lca-PCR-Produkt vollständig 

eliminiert werden. 

In einem Versuch mit 24 Praxisproben aus verschiedenen Brauereien wurde das entwickelte 

Testsystem orientierend hinsichtlich der Funktionalität und Praxis-Kompatibilität untersucht (Anhang 

Tabelle 29). Dabei wurden die Proben angereichert, auf NBB-Agarplatten vereinzelt und analysiert. 

Alle 24 Proben wurden durch PCR und anschließende Sequenzierung identifiziert. Vergleichend 

wurden die Proben mit der etablierten PCR-Hybridisierungs-Methode charakterisiert. In 21/24 Proben 

waren Lactobacillus spp. identifizierbar. 20 dieser 21 Proben wurden übereinstimmend identifiziert. 

Eine Probe (laut Sequenzierung: L. backi) wurde falsch negativ bestimmt. Unter den nachgewiesenen 

Organismen befand sich 9 mal Lactobacillus paracasei, 6 mal Lactobacillus brevis, 2 mal 

Lactobacillus rossiae und 3 mal Lactobacillus backi. Eine deutliche und irritierende Kreuzreaktivität 

des Lli-Hybridisierungscocktails mit den L. paracasei-Amplifikaten fiel dabei negativ auf, was eine 

weiterführende Optimierung unumgänglich macht.  
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4.5. post PCR-Hybridisierung - Entwicklung praxisnaher Tests 

Das Werkzeug einer schnellen, einfachen Hybridisierungsmethode nach einer Amplifikationsreaktion 

ermöglicht potenziell die Erarbeitung spezieller Nachweise, die sehr empfindlich sind und dabei 

trotzdem spezifisch funktionieren. Gerade die Detektion viraler Pathogene zeichnet sich u.U. durch 

dieses beschriebene Anforderungsprofil aus (Myhrvold et al., 2018). Aus diesem Grund widmen sich 

die folgenden Abschnitte dem Nachweis von DNA-Viren, die Karpfen befallen können und dort 

Krankheiten verursachen, die mit hohen Sterblichkeitsraten innerhalb einer Population einhergehen. 

4.5.1. Das Anforderungsprofil offenbart methodische Limitation – der 
Nachweis viraler Karpfenpathogene 

Der sichere Nachweis viraler Fischpathogene wie dem Carp Edema Virus (CEV) und Koi-Herpesvirus 

(KHV) ist aus methodischer Sicht sehr herausfordernd, da mit hoher Sensitivität, sichere Befunde 

generiert werden müssen (Soliman et al., 2018 / Myhrvold et al., 2018). Da auch in diesem Nachweis-

Kontext die Point-of-Care-Tauglichkeit eine entscheidende Rolle spielt, soll eine interne 

Amplifikationskontrolle Teil des Nachweissystems sein. Als Probenmatrix dient Material aus einem 

Kiemenabstrich, welches in die DNA-Amplifikationsreaktion eingebracht wird. Um aufwändige 

Probenvorbereitungsschritte zu vermeiden, soll möglichst direkt analysiert werden. Dieser Umstand 

unterstreicht die Wichtigkeit einer IAC zur Überprüfung der Funktionalität der Amplifikation. Die 

Geschwindigkeit des Nachweises wurde zunächst als sekundär eingestuft, sollte aber im Optimalfall 

120 min nicht überschreiten. Die Tabelle 13 zeigt verschiedene Nachweisstrategien für die Detektion 

von CEV.  

Tabelle 13 - Verschiedene Nachweisstrategien zur Detektion des Carp Edema Virus (CEV). Sensitivitätsanalyse mit Hilfe vier 
verschiedener Detektionsstrategien. [pos.] steht für eindeutig positives Resultat, [neg.] steht für negatives Resultat, [(pos)] steht 
für ein schwach positives Ergebnis. 

PCR-Variante 
Information 

(LFD) 
NTC 

Kopien je Reaktion (template) 

1,75*108 1,75*104 1,75*103 1,75*102 1,75*101 1,75*100 

singleplex PCR 
IAC [T2] n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 

CEV [T1] neg.  pos. pos. pos. pos. (pos.) neg 

duplex PCR 
IAC [T2] pos. neg.  pos. pos. pos. pos. pos. 

CEV [T1] neg pos. pos. pos. neg. neg neg 

nested duplex 
PCR 

IAC [T2] pos. (pos.) (pos.) (pos.) (pos.) (pos.) pos. 

CEV [T1] neg pos. pos. pos. pos. pos. neg 

one pot semi 
nested duplex 

PCR 

IAC [T2] pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. 

CEV [T1] neg pos. pos. pos. pos. pos. neg 

Dabei wurde zunächst verstärkt der Fokus auf die Sensitivität der jeweiligen Nachweismethodik 

gelegt. Diese Ergebnisse verdeutlichen die Limitationen, die mit der bisher häufig genutzten duplex-

PCR einhergehen. Im singleplex PCR Ansatz funktioniert der Nachweis schon sehr sensitiv und es 

gelingt etwa 2*101 Kopien der Zielsequenz nachzuweisen. Die Implementierung der IAC führt zu 
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einem Sensitivitätsverlust um den Faktor 10 bis 100. In einem nested PCR Ansatz werden in der ersten 

PCR IAC-Fragment (markierte Primer) und ein größeres CEV-Fragment (Primer ohne Label) 

amplifiziert. In einer zweiten PCR dient das Produkt aus PCR 1 als template. Mit markierten CEV-

Primern wird ein auf dem LFD nachweisbares Amplifikat vervielfältigt. Diese recht aufwändige 

Strategie liefert ein klar interpretierbares Ergebnis mit sehr guter Sensitivität. Auf Grundlage dieser 

Ergebnisse wurde die sogenannte one pot semi nested PCR entwickelt. Hier werden für den CEV-

Nachweis drei Primer verwendet und das PCR-Protokoll untergliedert sich in zwei Abschnitte, die in 

ein und demselben Reaktionsgefäß ablaufen. Der erste Teil der PCR findet bei hoher 

Annealingtemperatur statt. Hier binden vorrangig die IAC-Primer und auch CEV-Nachweisprimer, 

wobei nur einer der beiden Oligos in markierter Form vorliegt. Das entstehende CEV-Amplifikat ist in 

dieser Form nicht für das LFD detektierbar. Im zweiten Teil der PCR wird die Annealingtemperatur 

verringert, sodass zusätzlich ein kurzer CEV-spezifischer Primer (markiert) zur Amplifikation eines 

dual-markierten CEV-PCR-Produktes beiträgt. Durch diese Strategie konnte die Zyklenzahl massiv 

gesteigert werden, ohne dass auf dem Teststreifen nachweisbare Unspezifitäten auftauchten. Folglich 

wurde geschlussfolgert, dass die one pot semi nested PCR genauer charakterisiert werden sollte. 

Somit wurde die one pot semi nested PCR im Friedrich-Löffler-Institut für eine orientierende 

Spezifitätsanalyse herangezogen. Getestet wurden einige CEV-positive Proben, sowie CEV-negative 

Proben, aber auch nicht-CEV Isolate. Dabei wurden wiederholend Ergebnisse erzeugt, die eine 

mangelhafte Spezifität offenbarten. CEV-negative Proben und auch nicht-CEV-Virus Proben lieferten 

durchgängig falsch-positive Ergebnisse. Aus diesem Grund wurde in der weiteren Assay-Entwicklung 

zum Nachweis viraler Karpfenpathogene die Amplifikation mit nachfolgender Hybridisierung 

methodisch präferiert.  

4.5.2. Der Nachweis von Cyprinid Herpesvirus-3 (CyHV-3) / Koi-Herpesvirus 
(KHV) 

Im Falle einer Infektion mit dem hochansteckenden Koi-Herpesvirus, kann es durch 

Krankheitsausbruch zu massiven Verlusten innerhalb einer Fischpopulation kommen 

(Baumer et al., 2013 / Perelberg et al., 2003). Die Koi Herpesvirus disease (KHVD) ist 

meldepflichtig, zeichnet sich durch hohe Mortalitätsraten aus und ist deshalb auch unter Züchtern von 

Kois sehr gefürchtet. In veterinärmedizinischen Laboratorien werden Proben auf die Anwesenheit von 

KHV präferiert via PCR untersucht (Soliman et al., 2018). Diese gut charakterisierten und erprobten 

Nachweissysteme sind u.a. Teil der amtlichen Methodensammlung des Friedrich-Löffler-Instituts. Aus 

diesem Grund wurde versucht ein Nachweissystem zu entwickeln, welches einem der amtlichen 

Methodensammlung weitestgehend entspricht. Als Referenz wurde der qPCR-basierte Nachweis nach 

Gilad et al. (2004) herangezogen. In diesem Nachweis werden zwei KHV-spezifische Primer sowie 

eine KHV-spezifische Taqman-Sonde genutzt. Darüber hinaus wurde zusätzlich eine interne 

multiplex-fähige Amplifikationskontrolle erarbeitet und in das Nachweissystem integriert.  
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4.5.2.1. Primer-/ Sonden-Design und Nutzung einer alternativen IAC für den Nachweis 
von KHV 

Bei der Etablierung des PCR-LFA-Tests wurden KHV-spezifische Oligonukleotidsequenzen 

entsprechend der Veröffentlichung von Gilad et al. (2004) übernommen. Der reverse Primer 

KHV163r wurde am 5‘-Ende mit einem FITC-Label markiert, der forward Primer blieb unverändert. 

Die Sonde KHV109p wurde als komplementäre Sequenz genutzt und am 5’Ende mit einem Biotin-

Label markiert. Die etablierte Methode der post PCR-Hybridisierung sollte im Rahmen dieser Assay-

Entwicklung genutzt werden. 

Im Falle der Taqman-basierten qPCR wurde eine zweite Primer-/Sonden-Kombination in das 

Nachweissystem implementiert, welches als Extraktions- und Amplifikationskontrolle fungiert. Dabei 

entsteht ein 69 bp großes Amplifikat, das auf ein single-copy, house-keeping Gen des Karpfens 

zurückgeht. Im Falle des PCR-LFAs soll perspektivisch auf eine Extraktionsmethode verzichtet und 

Probenmaterial so direkt und konzentriert wir möglich verwendet werden. Aus diesem Grund wurde 

eine alternative IAC genutzt für den Nachweis von KHV, die als Amplifikationskontrolle die 

Funktionalität der Reaktion anzeigt. Das Nachweisprinzip ist in Abbildung 31 A verdeutlicht.  

Tabelle 14 - Übersicht der Primer- und Sonden-Sequenzen inklusive enthaltener Modifikationen für den Nachweis von CyHV-3. 

(a) Reporter-Farbstoff: FAM, (b) Quencher-Farbstoff: TAMRA, (c) FITC, (d) Biotin, (e) Digoxygenin. 

Gilad et al. 2004 Loose u. Breitbach et al., 2020 

Name Sequenz (5' - 3') Name Sequenz (5' - 3') 

KHV86f GACGCCGGAGACCTTGTG KHV-86f GACGCCGGAGACCTTGTG 

KHV163r CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT KHV-163r-FITC cCGTGCTCGCCGAGCAGAGGAAG 

KHV109p aCTTCCTCTGCTCGGCGAGCACGb KHV-109p (rc)-Biotin dCGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT 

CgGluc-162f ACTGCGAGTGGAGACACATGAT 147f-DIG eGCGATCCATGGACGCATACC 

CgGluc-230r TCAGGTGTGGAGCGGACAT 412r-FITC cCATCGCTTTCATCGCTGCTCC 

CgGluc-185p AAGCCAGTGTCAAAATGCTGCCCACT IAC-Sonde - 

template - template IAC-Fragment 1* 

4.5.2.2. KHV-Nachweis: Nachweisprinzip und Testperformance 

Aus vorangegangenen Analysen war bekannt, dass insbesondere nicht-markierte Faltungshelfer einen 

erheblichen Einfluss auf die Nachweisbarkeit des PCR-/ Hybridisierungsproduktes via LFA nehmen 

können (Abschnitt 4.4). Deshalb wurden für den Nachweis von KHV ebenfalls Helfer-

Oligonukleotide abgeleitet und getestet. Das KHV-spezifische Amplifikat ist mit 78 bp recht kurz. 

Aus diesem Grund wurde der Einfluss von lediglich zwei möglichen Helfern genauer beleuchtet 

(Abbildung 34 C). In Anwesenheit des Faltungshelfers 2 kann die Intensität des KHV-Signals auf dem 

Teststreifen deutlich verstärkt werden. Die Signalstärke wird dabei im Vergleich zum Nachweis des 

Hybridisierungsproduktes in Abwesenheit eines Helfers um den Faktor 2,5 verstärkt. Auch andere 

Hybridisierungsparameter (Ionenstärke, Sondenkonzentration, Denaturierungsdauer, Hybridisierungs- 

und Auswertetemperatur, etc.) wurden untersucht. Die Ergebnisse dieser Optimierungsversuche 



68 
 

decken sich mit den Ergebnissen vorangegangener Analysen und können dem Anhang entnommen 

werden (Anhang, Abbildung 75). 

 

Abbildung 34 - Nachweiskonzept und Testperformance des KHV-PCR-LFAs. (A) Das Nachweisprinzip: In der duplex-PCR wird 

das beidseitig markierte IAC-Fragment und in Anwesenheit des KHV-templates das FITC-markierte KHV-PCR-Produkt 

amplifiziert. In einer post PCR-Hybridisierung wird der FITC-markierte Strang des KHV-PCR-Produkts durch die Amplifikat-

spezifische Sonde unter Mitwirkung eines Faltungshelfers hybridisiert. Das IAC-PCR-Produkt und das KHV-Hybridisierungs-

Produkt sind dann via LFA detektierbar. (B) Interpretation der Teststreifen: Die Anwesenheit der T1-Linie repräsentiert ein KHV-

positives Ergebnis. Bleibt das KHV-spezifische Signal aus, entscheidet die Anwesenheit des IAC-spezifischen Signals über die 

Validität der Analyse. Ist die T2 deutlich zu erkennen, handelt es sich um einen KHV-negativen Test. Bliebt die T2-Linie aus, ist 

der Test nicht interpretierbar. (C) Einfluss der Faltungshelfer: Die Hybridisierungseffizienz wurde unter Zugabe zweier 

Faltungshelfer untersucht. Verwendet wurden 2 Verdünnungsstufen des KHV-PCR-Produktes (1:100 und 1:2000). Dargestellt 

sind repräsentative Streifenbilder (1-4 entspricht der Reihenfolge der Beschriftung im Säulendiagramm), sowie die 

Quantifizierung der relativen Intensität der T-Linie in Abhängigkeit zur An-/Abwesenheit der Faltungshelfer (H1 und H2) in Form 

eines Säulendiagramms. (D) Analyse zur Spezifität: Dabei wurden 16 relevante nicht-KHV-Spezies, sowie eine KHV 

Positivkontrolle für die Analyse herangezogen. 

Ein wichtiger Faktor hinsichtlich der Nutzbarkeit des Testsystems in der Praxis ist die Sensitivität des 

Nachweises (Soliman et al., 2018 / Myhrvold et al., 2018). Aus diesem Grund wurde die untere 

Nachweisgrenze experimentell ermittelt. Dafür wurden neun verschiedene Konzentrationen zwischen 

600 – 0,06 Kopien / µL in je 5 Replikaten untersucht. Anhand der generierten Ergebnisse ließ sich 

eine Regressionsanalyse durchführen und auf dieser Basis der LOD0,95-Wert berechnen 

(limit of detection, 95%). Im Falle des KHV-Nachweises liegt dieser Wert bei etwa 9 Kopien je µL. 
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CyHV-3 möglichst sensitiv nachweisen zu können, ist wichtig, aber nur eine Facette der 

erforderlichen Nachweis-Performance. Ein ebenso bedeutsamer Parameter ist die Spezifität der 

Analyse. Kreuzreaktivität mit anderen Fischviren, relevanten Bakterien oder anderen Lebewesen des 

gleichen Ökosystems sollten nicht vorkommen, um falsch-positive Resultate ausschließen zu können. 

Deshalb wurden in einer umfassenden Exklusivitätsanalyse 16 relevante nicht-KHV Spezies 

einbezogen. Im Rahmen dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass der Test spezifisch 

funktioniert. Es konnten keine falsch-positiven Resultate beobachtet werden, was ein starker Indikator 

für die Tauglichkeit des Nachweissystems in der Praxis ist.  

Im Folgenden wurde der Nachweis in einer umfangreichen Vergleichsuntersuchung genauer 

charakterisiert. Als Referenzmethode wurde die quantitative RT-PCR nach Gilad et al. (2004), 

modifiziert nach Gaede et al. (2017) genutzt. Dieses Testsystem wird in dieser Form für KHV-

Diagnostik verwendet und entspricht den Richtlinien der amtlichen Methodensammlung für den 

Nachweis des Koi-Herpesvirus vom FLI. Im Rahmen dieser Vergleichsanalyse wurden insgesamt 

120 Proben untersucht. Das Probenset untergliedert sich in verschiedene Probentypen. Zum einen 

wurde isolierte DNA aus den Geweben Kieme und Niere genutzt. Zum anderen wurden je Organ fünf 

DNA-Proben von je fünf Fischen mit dem Vorab-Befund: „KHV-negativ“, „KHV-schwach positiv“, 

„KHV-positiv“ und „KHV-hoch positiv“ für die Analyse herangezogen. Jede Probe wurde als 

Triplikat getestet, wodurch sich 120 Analysen je Testmethode ergeben. „Schwach positive“ Proben 

entsprechen in etwa 1*101 – 1*103 Kopien /µL, „positive“ Proben entsprechen in etwa                    

1*103 – 1*105 Kopien / µL und „hoch positive“ entsprechen mehr als 1*106 Kopien / µL. In der 

Tabelle 15 sind die Ergebnisse der beschriebenen Tests zusammengefasst. 

Tabelle 15 - Ergebnisse der Vergleichsuntersuchung zum Nachweis von KHV mittels qRT-PCR und PCR-LFA. Es handelt sich 

um ein vorab charakterisiertes Probenset, welches via qRT-PCR vor der Lagerung untersucht wurde. Dargestellt sind 

übereinstimmende Befunde zwischen Vorabanalyse und der aktuellen Nachweismethode. 

untersuchtes Organ Ergebnis Voranalyse 
übereinstimmende Befunde 

PCR-LFA qRT-PCR 

Kieme 

negativ 15/15 14/15 

schwach positiv 13/15 14/15 

positiv 15/15 15/15 

hoch positiv 15/15 15/15 

Niere 

negativ 14/15 15/15 

schwach positiv 12/15 14/15 

positiv 15/15 15/15 

hoch positiv 15/15 15/15 

Kieme & Niere gesamt 114/120 117/120 
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Die durchgeführte Vergleichsuntersuchung zeigte, dass die erfolgreiche Erkennung von Proben mit 

„mittleren“ und „hohen“ KHV-DNA-Konzentrationen in beiden Testsystemen sicher funktionierte. In 

diesen Bereichen waren keinerlei Abweichungen detektierbar. Im Bereich der „schwach positiven“ 

Proben gab es erkennbare Abweichungen. Insgesamt lieferte die qRT-PCR zwei falsch-negative 

Befunde, wohingegen durch die PCR-LFA-Methode fünf falsch-negative Befunde erzeugt wurden. 

Zurückzuführen sind die Abweichungen auf zwei zu analysierende Proben (UI-36-Ki und IB-57-Ni). 

Mittels qRT-PCR wurde jede dieser beiden Proben in zwei von drei Fällen als KHV-positiv definiert 

mit Ct-Werten > 38,0. Das entspricht rechnerisch einer Konzentration der Zielsequenz von weniger als 

10 Kopien / µL und liegt somit im Bereich der unteren Nachweisgrenze der PCR-LFA-Methode. 

Über beide Nachweismethoden wurden 29/30 Proben als korrekt-negativ identifiziert. Je eine Analyse 

erbrachte ein falsch positives Ergebnis. In der Summe funktionieren beide Nachweismethoden 

vergleichbar und erbringen weitestgehend übereinstimmende Resultate. Die qRT-PCR funktioniert 

etwas sensitiver (LOD0,95 ca. 6 Kopien / µL), was sich in Testungen mit schwach-positiven Proben 

wiederspiegelte. 

Die Ergebnisse zum KHV-Nachweis belegen, dass mit Hilfe eines Point-of-Care-tauglichen 

Testformats wie der hier präsentierten PCR-LFA eine Nachweis-Performance erzielt werden kann, die 

etablierten Labormethoden gleicht. Der entwickelte KHV-Nachweis ist in der Lage mit einer sehr 

guten Spezifität und einer Nachweis-Sensitivität von weniger als 10 Kopien je µL das Koi-

Herpesvirus sicher zu erkennen. Aus methodischer Sicht beweist dieser Nachweis die praktische 

Bedeutung der entwickelten post PCR-Hybridisierung. Mit Hilfe dieses methodischen Werkzeugs 

gelingt es Nachweisempfindlichkeit zu steigern, ohne dabei Genauigkeit einzubüßen. 

4.5.3. Der Nachweis des Carp Edema Virus 

Bei Carp Edema Virus (CEV) handelt es sich ebenfalls um dsDNA-Virus. CEV gilt als Verursacher 

der Koi-Schlafkrankheit (Koi sleepy disease, KSD), wobei KSD-assoziierte Symptome dem KHVD 

charakteristischen Krankheitsbild (Apathie, Hautveränderungen und Kiemennekrose) ähnelt (Jung-

Schroers et al., 2015). Ein CEV-assoziierter Krankheitsausbruch kann in einem Bestand ebenfalls 

hohe Mortalitäten von über 80% auslösen (Way et al., 2017 / Adamek et al., 2017). Im Gegensatz zu 

KHVD ist KSD in Deutschland weder anzeige-, noch meldepflichtig. Trotzdem ist auch hier die 

molekularbiologische Diagnostik das entscheidende Hilfsmittel für einen eindeutigen tierärztlichen 

Befund (Matras et al., 2017 / Adamek et al., 2017). Gerade die Differential-Diagnostik von KHV und 

CEV ist aufgrund der sehr ähnlichen Symptomatik interessant und sinnvoll (Soliman et al., 2018). Das 

Anforderungsprofil an einen etwaigen CEV-Nachweis gleicht folglich dem für den Nachweis von 

KHV (Abschnitt 4.5.1.). 
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4.5.3.1. Erweiterung der NALFIA-toolbox, und trotzdem kein funktioneller Test  

Es kann an dieser Stelle vorweggenommen werden, dass es nicht gelang, einen funktionellen CEV-

Nachweis zu etablieren. Nichts desto trotz beinhaltet die Entwicklungshistorie des CEV-Tests 

wichtige Punkte, die im Kontext dieser Arbeit einen wesentlichen Beitrag zum besseren Verständnis 

und zur Erweiterung der NALFIA-toolbox leisten. Die Entwicklungsarbeiten des CEV-Nachweises 

sind von ständigen Anpassungen, Verbesserungen und das Umgehen LFA-charakteristischer 

Limitationen geprägt. 

Bereits die Tabelle 13 verdeutlicht, dass verschiedenste Markierungsstrategien getestet wurden, um 

einen Nachweis des Carp Edema Virus zu gewährleisten. Dabei stellte sich die one-pot semi nested 

PCR als eine vielversprechende Variante für das beschriebene Anforderungsprofil des Tests heraus. In 

externen Versuchen am Friedrich-Loeffler-Institut zeigte sich, dass dieser Ansatz nicht ausreichend 

spezifisch funktionierte. Analog zum KHV-Nachweis wurde deshalb versucht eine 

Amplifikationsreaktion mit folgender post PCR-Hybridisierung zu etablieren. 

4.5.3.2. CEV-Nachweis: Untersuchungen zur post PCR-Hybridisierung 

Über die Etablierung einer funktionellen post PCR-Hybridisierung für den CEV-Nachweis sollten 

zusätzlich grundlegende Fragen zu diesem Detektionsverfahren beantwortet werden. Diese Fragen 

betreffen die Positionierung einer Amplifikat-spezifischen Sonde, der Einfluss der Länge des 

Amplifikationsproduktes und den Einfluss eines erhöhten Anteils einzelsträngigen Amplifikats. 

Hierfür wurden vier unterschiedlich große CEV-spezifische Fragmente erzeugt und durch AGE und 

Sequenzierung bestätigt. Diese PCR-Produkte wurden nicht nur symmetrisch, sondern auch 

asymmetrisch amplifiziert und mit zwei unterschiedlichen Amplifikat-spezifischen Sonden 

hybridisiert. Unter einer symmetrischen PCR versteht man den Einsatz möglichst gleicher Mengen an 

forward- und reverse-Primer, wodurch vorrangig doppelsträngiges PCR-Produkt gebildet wird. Die 

asymmetrische PCR wird hingegen als Amplifikationsreaktion verstanden, bei der die Stoffmenge des 

FITC-markierten Nachweisprimers, die des dazugehörigen unmarkierten Primers deutlich übersteigt, 

wodurch die Menge an entstehendem FITC-markiertem, einzelsträngigem PCR-Produkt zunehmen 

sollte. Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigten, dass mit Hilfe der Sonde CEV probe 2 durchgehend 

stärkere Signale auf der Testlinie generiert wurden als mit der Vergleichssonde CEV probe 1, wobei 

keine klare Korrelation zur Länge des zu hybridisierenden Produktes auszumachen war. Weiterhin 

zeichnete sich die Tendenz ab, dass Produkte aus der asymmetrischen PCR zu einer verbesserten 

Darstellung der PCR-Produkte auf dem Teststreifen beitrugen. Die hier beschriebenen, abgeleiteten 

Ergebnisse lassen der Abbildung 35 entnehmen. Auch am Beispiel des CEV-Nachweises sollte der 

Einfluss der Faltungshelfer untersucht werden. Hierfür wurde das PCR-Produkt A (asymmetrisch) und 

B (asymmetrisch) in Kombination mit der Sonde 2 (CEV probe 2) genutzt. 
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Abbildung 35 – Einfluss der Sondenpositionierung, Symmetrie und Asymmetrie der PCR. (A) Übersicht der vier unterschiedlich 

großen zu hybridisierenden Fragmente (ssDNA), sowie der dazugehörigen Sondenbindestellen von CEV probe 1 und 2. (B) 

AGE der aufgereinigten Fragmente A bis D aus symmetrischer PCR („s“) und asymmetrischer PCR („a“). (C) Vergleich der 

absoluten Signalintensitäten der Testlinie nach LFA der Hybridisierungsprodukte, die sich aus den gereinigten Fragmenten A 

bis D, sowie den beiden Sonden CEV probe 1 und CEV probe 2 zusammensetzen. Diese Resultate liegen einer 

Dreifachbestimmung zugrunde. 

Aus der Abbildung 35 geht hervor, dass diese Kombination ohne die Nutzung von Faltungshelfern 

schwache Signale auf dem Teststreifen ermöglicht. Ziel der Untersuchung war es, durch die Nutzung 

von Faltungshelfern die Nachweisbarkeit dieser Fragmente mit der Sonde 2 deutlich zu verbessern. 

Deshalb wurden für das kurze Fragment A sieben verschiedene Helferkombinationen und für das 

längere Fragment B, 31 Helferkombinationen mit der Hybridisierungskontrolle (ohne Helfer) 

verglichen. Aus diesen 31 Helferkombinationen für die Hybridisierung der Sonde 2 wurden die acht 

Vielversprechendsten vorselektiert (Anhang, Abbildung 83) und in Mehrfachbestimmung genauer 

charakterisiert. Aus der Abbildung 36 gehen die Kernergebnisse dieser Versuchsreihe hervor. Dabei 

zeigt sich erneut, dass bestimmte Faltungshelferkombinationen einen deutlich positiven Effekt auf die 

Nachweisbarkeit eines Hybridisierungsproduktes nehmen. So lässt sich bspw. unter der Verwendung 

des Helfers 2 die Signalstärke auf dem Teststreifen für das Produkt A in etwa verdreifachen. Unter 

Zuhilfenahme der Helferkombination 3.6, bei der drei verschiedene Helfer kombiniert werden, kann 

die Signalstärke auf dem Teststreifen in etwa um den Faktor 5-6 intensiviert werden             

(Abbildung 36 und Abbildung 83). 
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Abbildung 36 - Einfluss der Faltungshelfer auf die Nachweisbarkeit zweier CEV-PCR-Produkte. (A) Das Säulendiagramm im 

oberen Teil des Bildes zeigt den Einfluss der getesteten Faltungshelfer auf das CEV-PCR-Produkt A (asymmetrisch). 

Aufgetragen wurde die relative Signalintensität der Testlinie 1, wobei die Intensität der Kontrollhybridisierung ohne Helfer als 

Referenz herangezogen wurde. Die Analyse wurde in Dreifachbestimmung durchgeführt. Im unteren Teil des Bildes sind die 

dazugehörigen repräsentativen Teststreifen (MGHD2) dargestellt. (B) Diese Teilabbildung ist analog zu (A) zu verstehen. Die 

Untersuchungen erfolgten hier jedoch mit dem CEV-PCR-Produkt B (asymmetrisch). Aufgrund der Produktgröße wurde der 

Einfluss fünf verschiedener Helfer und somit 31 möglicher Helferkombinationen untersucht. Helferkombinationen mit deutlich 

positivem Einfluss wurden in Dreifachbestimmung analysiert, woraus sich das Säulendiagramm ableitet. Auch hier sind 

repräsentative Teststreifen im unteren Teil des Bildes abgebildet. Die Zahlen stehen jeweils für eine definierte 

Helferkombination. Die Zuordnung der genutzten Helfer entsprechend der verwendeten Nummerierung lassen sich 

Abbildung 83 (Anhang) entnehmen. 

4.5.3.3. CEV-Nachweis: Strategien zur Eliminierung von Cross-Primer-Dimeren 

Im Falle des hier vorgestellten CEV-Nachweises kam es immer wieder zu unerwünschten 

Interaktionen von markierten Primern und / oder Sonden. Im folgenden Abschnitt werden 

verschiedene Stellschrauben zur Eliminierung der falschpositiven Signale verursachenden 

Heterodimere / Cross Primer Dimere (CPDs) beleuchtet. 

Anhand vorheriger Analysen wurde eine Primer-/Sonden-Kombination genutzt, bei der es zu einer 

unerwünschten Interaktion zwischen dem FITC-markierten reverse Primer und der biotinylierten 

Sonde kommt. Vorangegangene Hybridisierungsstudien wurden mit gereinigten FITC-markierten 

Fragmenten durchgeführt, sodass die Interaktion zwischen freien Primern und Sonde nicht beurteilt 

werden konnte. Die Inkubation von CEV-Primermix und dem CEV-Hybridisierungscocktail 

offenbarte ein deutlich erkennbares Heterodimer (Abbildung 37 A). Ein Herabsetzen der 

Salzkonzentration und die Zugabe eines spezifischen unmarkierten Oligonukleotids (CPD-Helfer, 

komplementäre Sequenz zum FITC-Primer) im Hybridisierungsmix bewirkt eine Abschwächung des 

Heterodimers, aber keine vollständige Auslöschung (Abbildung 37 A). Wird der Mix zusätzlich auf 

etwa 50°C erhitzt, gelingt es, in Anwesenheit des Helfers, das CPD vollständig zu eliminieren 

(Abbildung 37 A; 3,2x SSC und 50°C). 
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Der CEV-Nachweis sollte jedoch nicht nur spezifisch und sensitiv funktionieren, sondern 

perspektivisch multiplex kompatibel mit dem bereits präsentierten KHV-Nachweissystem sein. In 

einem orientierenden Test zeigte sich, dass die interne Amplifikationskontrolle aus dem KHV-

Nachweis nicht kompatibel mit der gewählten CEV-Primer-Sonden-Kombination war (Daten nicht 

gezeigt). Aus diesem Grund wurde eine alternative interne Amplifikationskontrolle gesucht. Es war 

naheliegend eine für den KHV-Nachweis bereits genutzte IAC in den zu entwickelnden CEV-

Nachweis zu implementieren, um die Funktionalität dieser Kontrolle Assay-übergreifend zu 

gewährleisten. Obwohl sich diese Primerkombination bereits im Kontext der qPCR bewährt hat 

(Gilad et al., 2004), zeigt sie bei Raumtemperatur im Kontext einer LFA eine deutliche Tendenz zur 

Heterodimerisierung auf der Testlinie 2 des LFDs (Abbildung 37 B). Dieses CPD ließ sich im 

Gegensatz zu allen anderen bisher untersuchten Heterodimeren nicht durch die Kombination aus Hitze 

und CPD-Volllängenhelfer eliminieren. Unter Zuhilfenahme eines kürzeren Helfers, der nur einen Teil 

des FITC-markierten, CPD-verursachenden Primers abdeckt, gelingt die Eliminierung des 

unerwünschten Signals auf dem LFD bei 50°C (Abbildung 37 B). 

Die Nutzung kurzer oder partieller Helfer eröffnet zudem die Möglichkeit, diese bereits in den 

Amplifikationsmix zu integrieren. Die Verwendung eines zusätzlichen 3‘-Elongationsblocks 

(Spacer C3) schützt, neben der Kürze, zusätzlich vor unerwünschter Elongation des Helfers. Aus der 

Abbildung 37 C geht hervor, dass in Anwesenheit des elongationsblockierten partiellen CPD-Helfers 

im PCR-Mix die Amplifikation nicht maßgeblich beeinflusst wird und dabei trotzdem unerwünschte 

Heterodimere effizient eliminiert werden, sodass eine klare Interpretation des LFA erfolgen kann.  

 
Abbildung 37 - Strategien zur Eliminierung von Cross Primer Dimeren. (A) Eliminierung zwischen FITC-markierten CEV-Primer 

und Biotin-markierter CEV-Sonde „C“. Untersucht wurde der Einfluss der Salzkonzentration (0,8x oder 3,2x SSC), der 

Temperatur (RT: Raumtemperatur, 50°C) und der Anwesenheit des spezifischen CPD-Helfers.  (B) Eliminierung des CPDs der 

alternativen internen Amplifikationskontrolle – Untersucht wurde der Einfluss unterschiedlicher Helfer (Volllängen-Helfer und 

partieller Helfer) bei Raumtemperatur und 50°C. (C) Verwendung der partiellen Helfer in Laufpuffer (LP) und im PCR-Mastermix 

(Mix). In den Proben 1-6 wurde eine dekadische Verdünnungsreihe mit absteigender Konzentration des IAC-templates 

untersucht. Gemäß Voranalysen (AGE, nicht gezeigt) wurde in den Proben 1-4 ein erkennbares Signal auf der T2-Linie 

erwartet. Die Proben 5 und 6 sollten keine deutlichen Signale liefern. 
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4.5.3.4. Vermeidung von carryover Kontaminationen – Implementierung der UDG 

Im Zuge der diagnostischen Validierung des KHV-Nachweises kam es zu massiven 

Kontaminationsproblemen. Trotz räumlicher Trennung der Arbeitsschritte (Abschnitt 3.2.6) wurden 

Arbeitsbereiche in einem Maß mit dem Amplifikat kontaminiert, dass Folgeanalysen zeitweise 

unmöglich waren. Dieser Umstand beschreibt eine erhebliche Limitation von Nachweissystemen, bei 

denen Nukleinsäure-Amplifikation und LFA kombiniert werden. Durch das Öffnen der 

Reaktionsgefäße nach Ablauf der Amplifikationsreaktion, gelangen unter bestimmten Bedingungen 

erhebliche Mengen an Amplifikat in die Umgebung (Longo et al., 1990 / Wang et al., 2018). Die 

Hybridisierung bei erhöhten Temperaturen im offenen Gefäß scheinen die Freisetzung darüber hinaus 

zu verstärken. Bei einer sehr sensitiven Nachweisführung führte dies zu falsch-positiven Resultaten, 

da das übertragene Amplifikat als template für Folgereaktionen zur Verfügung stand. Um dieses 

Problem zu vermeiden, sollte das Enzym Uracil-DNA-Glycosylase (UDG) sowie dUTPs in das 

Nachweissystem implementiert werden. U-haltige Amplifikate werden durch die UDG erkannt und 

innerhalb eines 37°C Inkubationsschritts hydrolysiert bevor die Amplifikation startet 

(Longo et al., 1990 / Ma et al., 2017). Durch diesen Zusatzschritt stehen U-haltige Amplifikate aus 

vorangegangen PCRs nicht als template für Folgereaktionen zur Verfügung. 

 

Abbildung 38 - Implementierung der UDG in das CEV-Nachweissystem. (cps/µL – Kopien je µL des Plasmids pCEV). Die 

schwarzen Pfeile deuten auf PCR-Produkte (der erwarteten Größe). 

Die Verwendung des UDG-Systems führte zu einer maßgeblichen Verschlechterung der 

Nachweisempfindlichkeit im bestehenden CEV-Nachweis (Abbildung 38, Vergleich „-UDG“ mit 

„+UDG“). Aus diesem Grund wurde die CEV-PCR adaptiert. Weder die Steigerung der Polymerase-

Konzentration oder die Zugabe von PCR-Zusätzen, wie PVP oder DMSO, konnte den Verlust der 

Empfindlichkeit kompensieren (Daten nicht gezeigt). Durch das Hinzufügen zusätzlicher Zyklen 

gelang es, dass die Empfindlichkeit sukzessiv verbessert werden konnte. Die größte Sensitivität ließ 

sich nach insgesamt 60 Zyklen herstellen, was sich negativ auf die Analysedauer auswirkte.  
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4.5.3.5. Sensitivitätsverlust durch die Wahl der internen Amplifikationskontrolle 

Es ist gelungen, einen CEV-Nachweis mit einer funktionierenden, alternativen, internen 

Amplifikationskontrolle zu erarbeiten. Dieses Nachweissystem beinhaltet Helfer-Oligonukleotide, die 

die Nachweisbarkeit des Amplifikats im Zuge der Hybridisierung verbessern und unerwünschte 

Heterodimere (T1 und T2) effizient unterdrücken. Um die Gefahr von carryover Kontaminationen zu 

limitieren, wurden zusätzlich dUTPs und die Uracil-DNA-Glycosylase in das Nachweissystem 

implementiert. Weiterhin wurde der Test in einer Form adaptiert, dass trotz aller Anpassungen sehr 

empfindliche Nachweisführung sicher gestellt sein sollte. Aus diesem Grund wurde in Kooperation 

mit Mitarbeitern des Instituts für Tierhygiene und öffentlichem Veterinärwesen 

(Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig) eine orientierende Vergleichsanalyse an CEV-

positiven Fischen durchgeführt. Hierbei wurden zehn Kiemenabstriche in Mehrfachbestimmung mit 

der entwickelten Methode untersucht und zusätzlich  mit einer RT-qPCR verglichen                 

(Anhang, Tabelle 34).Dabei zeichnete sich ein überraschendes Ergebnis ab. 21 von 35 CEV-positiven 

Proben wurden via PCR-LFA bestätigt, obwohl gemäß RT-qPCR in allen Proben mehr als 1*104 

Kopien je µL vorhanden waren. In einer zusätzlichen Analyse zur unteren Nachweisgrenze des PCR-

LFA zeigte sich jedoch, dass sogar 6 Kopien des Zielgens mittels PCR-LFA detektierbar waren, was 

dem Ergebnis der Vergleichsuntersuchung entgegenstand (Anhang, Tabelle 33). Eine Abstrichprobe      

(VD-17) wurde mittels PCR-LFA in 6 von 6 Analysen falsch-negativ bestimmt. Mittels 

Teilsequenzierung dieser Probe, wurde ein 424 bp Fragmentes des Protein 4a codierenden Gens 

analysiert. Zusätzlich wurde die ermittelte Sequenz einer phylogenetischen Analyse unterzogen. Dabei 

ergab die Analyse, dass es sich um ein CEV-Isolat handelte (Anhang, Abbildung 84). Zudem konnte 

gezeigt werden, dass die für den Nachweis verwendeten Primer und die Sonde zu 100% zur Sequenz 

passen und nicht abweichen. Daher wurde geschlussfolgert, dass die interne Kontrolle einen 

wesentlichen Einfluss auf die Sensitivität des CEV-Nachweises zu nehmen schien. Die Analysen zur 

unteren Nachweisgrenze wurden mit Hilfe eines Plasmides durchgeführt, welches quantifiziert werden 

konnte. Im Gegensatz dazu erfolgte die Vergleichsuntersuchung mit biologischem Material, welches 

genomische DNA der Karpfen beinhaltete. Diese fungierte als zusätzliches template für die IAC in der 

multiplex PCR und nahm so wahrscheinlich Einfluss auf die Nachweisempfindlichkeit der CEV-PCR. 

In einem abschließenden Versuch wurde die Probe VD-17 erneut mit der PCR-LFA untersucht, aber 

die IAC wurde bewusst aus dem Testsystem entfernt. Dieser Test bestätigte die beschriebene 

Hypothese, da die Probe „VD-17“ in Doppelbestimmung CEV-positiv bestimmt werden konnte 

(Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse stellten einen Rückschritt hinsichtlich eines funktionierenden 

CEV-Nachweises dar, weshalb im Rahmen dieser Arbeit der CEV-Test wegen mangelnder Zeit nicht 

weiter optimiert werden konnte. Die Erarbeitung einer alternativen IAC sollte gemäß der hier 

gesammelten Erfahrungen das Problem lösen und wäre der logische Folgeschritt zur Kompletierung 

der CEV-Nachweisentwicklung. 
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4.6. Reporter-basierte RNase H2-abhängige Amplifikation Lateral 
Flow Analyse: Rep-rhAMP-LFA 

Im Jahr 2017 präsentierte die Gruppe um Feng Zhang (Broad Institute, MIT – Harvard) eine 

innovative CRISPR-Cas-basierte DNA/RNA-Detektions-Strategie (Abschnitt 1.3.4.). Diese Methode 

wurde in den vergangenen zwei bis drei Jahren editiert, optimiert und zum Teil kommerzialisiert 

(Mustafa et al., 2020). Das grundlegende Nachweiskonzept ist kompatibel mit einer einfachen Lateral-

Flow-basierten Auswertung (Broughton et al., 2020 / Myhrvold et al., 2018). Interessanterweise wird 

in den relevanten Publikationen ebenfalls der in dieser Arbeit genutzte Teststreifen verwendet. 

Durch die Nutzung sogenannter Reporter wird die bisherige Definition von Test- und Kontrolllinie des 

MGHD-Teststreifens verändert (Abschnitt 1.3.4.). Reporter werden hier als terminal markierte 

Oligonukleotide (DNA / RNA) verstanden, die durch den Lateral Flow Teststreifen erkannt werden. 

Im Sinne des MGHD handelt es sich somit um ein Biotin- und FAM/ FITC-markiertes Oligonukleotid. 

Dieses Molekül wird während des Lateral Flow auf der T-Linie gestoppt und durch das mobile 

Goldkonjugat erkannt. Durch den Einsatz einer definierten Menge des Reporters kann ein 

überwältigender Teil des Konjugats auf der T-Linie zurückgehalten werden, wodurch die Kontrolllinie 

sehr schwach erscheint oder vollständig ausbleibt. Kommt es innerhalb der Nachweisreaktion zur 

Degradierung des Reporters werden die endständigen Markierungen voneinander separiert. Beim 

Überfließen des Teststreifens kann das Konjugat nicht mehr auf der T-Linie gestoppt werden. Dadurch 

wird nicht nur die Intensität der T-Linie abgeschwächt, sondern gleichzeitig intensiviert sich das 

Signal der C-Linie (Abbildung 10). Diese alternative Nutzungsstrategie des Teststreifens stellte die 

Grundlage für die Entwicklung einer neuen Nachweistechnik dar. 

4.6.1. Entwicklung einer neuen Nachweismethodik 

Durch den Einsatz einer Amplifikat-spezifischen Sonde kann die Nachweisempfindlichkeit unter 

Beibehaltung der Spezifität gesteigert werden (Abschnitt 4.5). Im Folgenden soll eine neue Methode 

beschrieben werden, die den direkten Einsatz einer Sonde in der Amplifikationsreaktion ermöglicht. 

Dabei soll der Status der Sonde via Lateral Flow Analyse angezeigt werden.  

Die neu entwickelte Methodik beruht auf der Verwendung einer speziell konzipierten Reportersonde. 

In Anwesenheit eines speziellen Enzyms, der RNase H2 wird DNA amplifiziert. Die RNase H2 ist in 

der Lage zwischen 60-75°C Hybride aus RNA- und DNA-Basen zu erkennen und genau dort zu 

„schneiden“. Analog zu den Reportern der CRISPR-Cas-assoziierten Nachweistechniken ist auch 

diese Sonde terminal mit einem Biotin und einem 6-FAM markiert. Zusätzlich wurde eine RNA-Base 

in das Oligonukleotid implementiert (Abbildung 39 B). 
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Abbildung 39 - Nachweisprinzip der Reporter basierten rhPCR mit anschließender Lateral Flow Analyse: (A) Übersicht Primer-

Sondenbindestellen, (B) grundlegender Aufbau des Reporters, (C1) Kommt es zu keiner Bindung zwischen der RNA-Base des 

Reporters zum template / PCR-Produkt, kann die RNase H2 nicht schneiden. Der Reporter bleibt intakt. (D1) Intakter Reporter 

kann auf der C-Linie des MGHD abgefangen werden. Das führt zu einer stark ausgeprägten C-Linie und einer deutlichen 

Abschwächung der T-Linie. (C2) Bei einer vollständigen Hybridisierung der Sonde an den template-Strang wird der DNA-RNA-

Hybrid durch die RNase H2 erkannt. Diese Nuklease setzt dann einen Schnitt im Reporter vor der RNA-Base. (D2) Durch 

Degradierung des Reporters werden Biotin- und FAM-Label voneinander separiert, wodurch die C-Linien-Intensität verstärkt 

und die T-Linien-Intensität abgeschwächt wird.  

Bindet diese Sonde im Zuge der Reaktion an das Amplifikat und es kommt zur Ausbildung des RNA-

DNA-Hybrides, kann die RNase H2 dies erkennen und „schneidet“ die Sonde (Abbildung 39 C2). 

Bleibt die Ausbildung des DNA-RNA-Hybrides aus, kann die RNase H2 nicht schneiden. Die 

Reportersonde bleibt intakt (Abbildung 39 C1). Dieser Erkennungsmechanismus ist die Grundlage für 

die Lateral Flow-basierte Auswertung, die identisch zu beschriebenen Reporter-basierten 

Nachweismethoden ist (Abbildung 10 und Abbildung 39 D). Um Verwirrung zu vermeiden, bleibt im 

Kontext dieser Arbeit die Benennung von T- und C-Linie methodenübergreifend identisch, auch wenn 

sich bei Reporter-basierten Analysen die Bedeutung der Linien ändert (Abschnitt 1.3.4). 

4.6.1.1. Proof of Concept - Identifikation von L. lindneri  

Um die Funktionalität der Methode zu überprüfen wurde der Themenkomplex: Nachweis 

bierschädigender Organismen aufgegriffen. Ziel war es, Lactobacillus lindneri über eine semiselektive 

PCR in Kombination mit einer speziesspezifischen Reportersonde zu identifizieren (Abbildung 40). 

Die verwendeten Primer wurden bereits in vorherigen Analysen genutzt (Abschnitt 4.4.1.) und 

erwiesen sich als nutzbar, um ein Gruppen-spezifisches Amplifikat zu erzeugen (bierschädigende 



79 
 

Lactobacillus spp. und Pediococcus spp.). Die genutzten Primer überspannen eine variable 

Sequenzregion, die eine Identifizierung durch zusätzliche Sondenhybridisierung ermöglichen sollte 

(Abbildung 40). 

 
Abbildung 40 - Konzeptionierung der Rep-rhPCR zum Nachweis von L. lindneri. (A) Amplifikationsreaktion wird über 5 Primer 

initiiert (1 reverse Primer und 4 forward Primer). Amplifikate entstehen (durch semi-selektive Primer) an DNA relevanter 

Bierschädiger der Gattungen Lactobacillus und Pediococcus. (B) Die speziesspezifische Reporter-Sonde sollte möglichst nur 

dann degradiert werden, sofern das L. lindneri-spezifische Amplifikat hybridisiert wird. 

In einem ersten Versuch wurde die grundlegende Funktionalität dieser Testmethode durch die 

Nutzung einer Gradienten PCR untersucht. Die variierenden Annealing-Temperaturen sollten 

sicherstellen, dass eine Amplifikation stattfindet. Als template diente Zellmaterial einer Lactobacillus 

lindneri Kultur mit einer Konzentration von etwa 1*106 cfu / mL. Zusätzlich wurde eine no template-

Kontrolle (NTC) bei der geringsten Annealing-Temperatur mitgeführt. Das gesamte 

Reaktionsvolumen (20 µL) beinhaltete eine Reportermenge von 8 pmol. Je LFA wurden 5 µL, also 

2 pmol Reportersonde, genutzt. Ziel dieser Analyse war es herauszufinden, ob die Degradierung des 

Reporters im Zuge einer funktionierenden PCR stattfindet und ob man diese via LFA tatsächlich 

sichtbar machen kann. Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und anschließend 

visualisiert und dokumentiert. Die Funktionalität der PCR mit einer Annealing-Temperatur zwischen 

50,0°C und 58,1°C konnte bestätigt werden (Abbildung 41 B). Bei einer Temperatur von 60°C konnte 

kein PCR-Produkt via AGE detektiert werden (Abbildung 41 B). Die Analyse der PCR-Produkte 

durch LFA konnte das Ergebnis der AGE bestätigen. Tatsächlich ließen sich in den Amplifikat-

haltigen Proben stärkere C-Linien-Intensitäten ablesen (Abbildung 41 A). Die errechneten Ratios 

(Intensität T / Intensität C) der AGE-positiven Proben unterscheiden sich mit Werten < 6,0 deutlich 

von denen der Negativkontrolle (NTC) und der Reaktion mit einer Annealing-Temperatur von 60,0°C 

(17,7 und 14,8). Je kleiner der errechnete Wert (T/C), desto deutlicher positiv ist das Ergebnis. 

Folglich konnte erstmalig eine grundlegende Funktionalität dieses Reaktionsmechanismus beschrieben 

werden. Bezeichnet wird diese Technik fortan als Reporter-basierte RNase H2-abhängige Polymerase 

Chain Reaction – Lateral Flow Analyse, kurz: Rep-rhPCR-LFA. 
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Abbildung 41 - Rep-rhPCR-LFA: Gradienten-Analyse. (A) Auswertung der PCR-Produkte via Lateral Flow Analyse. 5 µL je 

LFA werden verwendet. Die Intensitäten der T- und C- Linien wurden quantifiziert und dann je Streifen die Ratio (T/C) 

errechnet. Dieser Wert findet unter den Streifenbildern. (B) Auswertung der PCR-Produkte via AGE. 10 µL der Probe wurde 

aufgetrennt. Der schwarze Pfeil in B deutet auf das PCR-Produkt in erwarteter Größe. 

Um die Reproduzierbarkeit dieser Methode zu belegen, wurde ein vergleichsweise kleines template-

Set in Mehrfachbestimmung analysiert. Für diese Analyse wurden insgesamt 47 PCR-Proben mit 

nachgeschalteter LFA herangezogen. Mitgeführt wurden Proben ohne template (NTC), Proben mit 

Zellmaterial einer L. brevis-Kultur (Lbr, 1*107 cfu / mL), sowie Proben mit Zellmaterial aus einer 

L. lindneri-Kultur (Lli, ca. 1*105 cfu / mL). Darüber hinaus wurden 12 der 47 Proben als no PCR 

Kontrollen (NPC) untersucht. Für alle Proben wurden die Ratios (T/C) errechnet und diese für die 

Erstellung des Boxplots (Abbildung 42 A) und der nachfolgenden statistischen Analyse genutzt. 

 
Abbildung 42 - Proof of Concept – Test zur Funktionalität der Rep-rhPCR-LFA: NPC – no PCR control, NTC – no template 

control, Lbr – Lactobacillus brevis ca. 10.000 cfu / Analyse, Lli – Lactobacillus lindneri ca. 100-1000 cfu/mL . (A) Boxplot 

verbildlicht die ermittelten Ratios (T/C) nach Rep-rhPCR-LFA. Über den verwendeten templates ist die Anzahl durchgeführter 

Tests aufgeführt (n). Mit Hilfe des Student‘s t-test wurde bestätigt, dass die errechneten Ratios der Proben mit L. lindneri DNA 

hoch signifikant [***] von den Ratios der NTC-, NPC- und Lbr-Proben abweichen (p<0,001). (B) Repräsentative Darstellung von 

je 3 Replikaten der beschriebenen proof of concept – Analyse.  

Bei ausbleibender PCR konnte das Signal auf der C-Linie des MGHD abgeschwächt, jedoch nicht 

vollständig eliminiert werden. Daraus ergab sich eine Ratio (T/C) von etwa 14,8 ± 5,1. Vergleichbare 

Werte wurden auch für die Probensets NTC und Lbr errechnet (13,1 ± 3,1 und 14,7 ± 4,7). Deutlich 
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abweichende Resultate lieferten die Proben mit dem template L. lindneri (5,1 ± 1,1). Rein visuell ließ 

sich dieses Ergebnis ebenso interpretieren, was aus der Abbildung 42 B hervorgeht. Ein Pool der 

Proben wurde zusätzlich via AGE überprüft. Dabei konnte die Funktionalität der PCR bestätigt 

werden. Für Lbr und Lli sind deutliche Fragmente in der erwarteten Größe erkennbar, für NPC und 

NTC sind keine Amplifikate im Agarosegel sichtbar (Anhang, Abbildung 86). Mittels Shapiro-Wilks-

Test wurden die errechneten Werte der verschiedenen Probensets auf eine Normalverteilung hin 

untersucht. Für die vier Probensets wurde die Normalverteilung (p < 0,01) bestätigt. Dieses 

Zwischenergebnis erlaubte die Nutzung des Student’s t-test zur Bestimmung einer statistisch 

signifikanten Abweichung der Mittelwerte der verglichenen Stichproben. Dabei konnte eine hoch 

signifikante Abweichung der errechneten Ratios zwischen dem Probenset Lli und jedem anderen 

Probenset (NTC, NPC und Lbr) errechnet werden (p < 0,001). Der beschriebene proof of concept 

Versuch belegt die Reproduzierbarkeit der Rep-rhPCR-LFA.  

4.6.1.2. Rep-rhPCR-LFA: Nachweisempfindlichkeit und Sensitivität 

Ein wichtiger Faktor zur Beurteilung einer Testmethode im diagnostischen Kontext ist die Sensitivität, 

mit der ein Nachweis erbracht werden kann. Für das erarbeitete Testsystem wurde dieser Versuch an 

einer Verdünnungsreihe einer Lactobacillus lindneri-Kultur durchgeführt. Dabei wurde die 

Ausgangskultur auf eine Zellzahl von etwa 1*107 cfu / mL eingestellt und anschließend dekadisch 

verdünnt. 2 µL dieser Proben wurden dann als template in die Amplifikationsreaktion gegeben. Das 

PCR-Produkt wurde nach abgelaufener Amplifikation durch LFA und AGE untersucht 

(Abbildung 43). 

 
Abbildung 43 - Orientierender Sensitivitätstest der Rep-rhPCR: (A) Auswertung des PCR-Produkts durch Lateral Flow Analyse 

mit 2 unterschiedlichen Teststreifen-Lots (0064 und 0060). Für die Analyse wurden 5 µL des Produkts verwendet. (B) Zusätzlich 

wurden die PCR-Produkte via AGE analysiert. Hier wurden 10 µL je Probe verwendet. Der schwarze Pfeil deutet auf PCR-

Produkte in der erwarteten Größe. 
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Dabei konnte in allen L. lindneri-haltigen Proben ein Amplifikat erzeugt werden. Selbst in der 

Verdünnungsstufe mit der geringsten Zellzahl (ca. 1*103 cfu / mL bzw. 2 cfu / PCR) war das 

spezifische Amplifikat im Gel erkennbar. Die Negativkontrolle hingegen blieb wie erwartet negativ 

(Abbildung 43 B). Die LFA wurde mit zwei unterschiedlichen Tesstreifen- (MGHD-)-Lots 

durchgeführt. Diese lieferten abweichende Ergebnisse (Abbildung 43 A). Während die Lot 0064 die 

Reporterdegradierung in allen PCR-positiven Proben darstellen konnte, war das mit Lot 0060 weniger 

gut abbildbar. In allen Fällen wichen die errechneten Ratios PCR-positiver Proben von denen der 

Negativkontrolle ab. Letztlich konnte gezeigt werden, dass die entwickelte Methode durchaus 

empfindlich zu funktionieren scheint und 2 cfu je Reaktion nachweisen kann. Dabei unterliegt die 

Methode jedoch in erheblichem Maße der Qualität des genutzten LFDs.  

Eine weitere wichtige Eigenschaft der alternativen Reporter-basierten PCR-LFA ist die Nachweis-

Genauigkeit. Insbesondere die Spezifität der RNase H2 scheint essentiell für die Performance der 

Analyse. Um die Spezifität dieser Nachweismethode in dem gewählten praktischen Kontext beurteilen 

zu können, wurden zwölf relevante Lactobacillus – und Pediococcus - Isolate für einen orientierenden 

Test herangezogen (Tabelle 16). 

Tabelle 16 - Spezifitätsuntersuchung der Rep-rhPCR zur Identifikation von L. lindneri. In allen Proben wurden Zellzahlen 
> 1*106 cfu / mL eingesetzt. Die Abbildung zu dieser Analyse ist im Anhang zu finden. Der errechnete cut-off Wert, der eine 
klare Diskriminierung zwischen positivem und negativem Ergebnis erlaubt, beträgt 7,0. Ratio (T/C) < 7 entspricht positivem 
Resultat, Ratio (T/C) ≥ 7 entspricht negativem Ergebnis. 

Nr. template AGE Ratio (T/C) 
Ergebnis           

(cut-off 7,0) 

1 L. brevis I positiv 17,4 negativ 

2 L. brevis 623 positiv 24,6 negativ 

3 L. lindneri 1601 positiv 4,8 positiv 

4 L. paracollinides positiv 16,9 negativ 

5 P. damnosus positiv 12,1 negativ 

6 L. rossiae 1922 positiv 18,6 negativ 

7 L. curtus positiv 11,6 negativ 

8 L. cerevisiae positiv 14,2 negativ 

9 L. casei 365 positiv 12,4 negativ 

10 L. buchneri 1431 positiv 17,0 negativ 

11 L. backi 121 positiv 11,6 negativ 

12 L. plantarum 1295 positiv 13,7 negativ 

Da es sich bei den genutzten Primern um Gruppen-spezifische handelt, war im Agarosegel bei jedem 

der getesteten Organismen ein PCR-Fragment in der erwarteten Größe detektierbar. Erst die LFA 

konnte die tatsächliche Nachweisgenauigkeit abbilden. Wie bereits zuvor mehrfach gezeigt, gelingt 

die Erzeugung eines eindeutig positiven Resultats für den Zielorganismus Lactobacillus linderi. Die 

Amplifikation an allen anderen templates führte zu visuell negativen Ergebnissen, welche mit T/C-

Ratios zwischen 11 und 25 deutlich über dem errechneten cut-off von 7,0 lagen und somit deutlich 

negativ gewertet wurden. Dementsprechend lässt sich schlussfolgern, dass die Rep-rhPCR-LFA 

spezifisch funktioniert und die eindeutige Identifikation von L. lindneri erlaubt. 
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4.7. NALFIA-basierte SNP-Detektion 

In der bisherigen Arbeit wurden primär Ergebnisse präsentiert, die auf den Nachweis einzelner 

Spezies, Speziesgruppen oder speziesspezifischer Eigenschaften zielen. Eine weitere diagnostische 

Facette ist der Nachweis von Punktmutationen oder Einzel-Nukleotid-Polymorphismen 

(single nucleotide polymorphisms, SNPs). Aus methodischer Sicht ist diese Form der 

Nachweisführung u.U. sehr herausfordernd (Belousov et al., 2014). Belegt wird dies durch etablierte, 

in der Regel recht aufwändige und mit erheblichem technischem Aufwand verbundene 

Nachweistechniken. Sequenzierungsmethoden (Sanger-Sequenzierung oder NGS), RFLP-Analysen 

oder qRT-PCR-basierte Schmelzkurvenanalysen werden häufig für die SNP-Diagnostik herangezogen 

(Lefever et al., 2019). Einfache, schnelle, Point-of-Need-taugliche Nachweismethoden finden sich in 

der Fachliteratur aber auch in kommerziellen Produkten verhältnismäßig selten. Aus diesem Grund 

widmet sich dieses Kapitel der vorliegenden Arbeit dem NALFIA-basierten Nachweis von SNPs.  

SNP-Diagnostik spielt häufig eine bedeutende Rolle in humanmedizinischen Fragestellungen 

(Kim und Misra, 2007). Aus diesem Grund wurde als praxisrelevantes Testsystem die Detektion des 

Faktor-V-Leiden (FVL) herangezogen. FVL beruht auf einer vererbbaren Punktmutation an Position 

1691 des Faktor-V-Gens (Van Cott et al., 2016). Der Basenaustausch 1691 G→A zieht eine 

Veränderung der Aminosäuresequenz des Faktor-V-Proteins nach sich, wobei ein Arginin an Position 

501 durch ein Glutamat ersetzt wird (Bertina et al., 1994 / Greengard et al., 1994 / Zöller et al., 1994). 

Diese Veränderung führt zu einer modifizierten Prozessierbarkeit des Faktors V, was zu einem 

Ungleichgewicht in der Blutgerinnung führt und wodurch sich das Risiko einer Thrombose deutlich 

erhöht (Ridker1 et al., 1997 / Dizon-Townson et al., 1997 / Ridker2 et al., 1997). Innerhalb dieses 

Kapitels, soll die Nachweisbarkeit der Faktor-V-Leiden-Mutation unter Zuhilfenahme verschiedener 

Amplifikationstechniken in Kombination mit einer Lateral Flow basierten Auswertung untersucht 

werden.  

4.7.1. Der Nachweis der FVL-Mutation mittels RNase H2-abängiger PCR 

Die rhPCR ist eine bereits etablierte und funktionierende PCR-Methode (Dobosy et al., 2011). In 

Real-Time PCR Analysen wird diese Technik präferiert für die Erkennung von SNPs verwendet 

(Broccanello et al., 2018). Methodisch beruht diese Variation der PCR auf der Zuhilfenahme einer 

speziellen thermostabilen RNase. Diese RNase H2 ist in der Lage RNA-DNA-Hybride zu erkennen 

und dann vor der RNA-Base einen Schnitt zu setzen. Durch die Nutzung speziell modifizierter Primer 

lässt sich die Spezifität der Amplifikationsreaktion in einem Maße erhöhen, dass SNPs diskriminiert 

werden können (Dobosy et al., 2011). Die in der Arbeit präsentierten Ergebnisse beruhen auf der Idee 

die rhPCR so zu adaptieren, dass die Amplifikate mittels LFA auswertbar sind (Abbildung 44). 
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Abbildung 44 - Nachweismechanismus der rhPCR-LFA: (A1) RNase H2-abhängige Aktivierung eines rhPrimers. Annealing 

des Primers und Ausbildung des RNA-DNA-Hybrides führt zum „Schneiden“ des Primers, wodurch ein elongierbares 3‘-Ende 

entsteht. (A2) Kann an SNP-Position RNA-DNA-Hybrid nicht ausgebildet werden, bleibt im Idealfall der RNase H2-abhängige 

„Schnitt“ des Primers aus. Das 3‘-Ende des rhPrimers ist wegen des Elongationsblocks durch die DNA-Polymerase nicht 

elongierbar. (B) Der universelle FITC-Primer bindet sowohl im WT-Allel, als auch im Mut-Allel (FVL-Mutation). Biotin- und Dig-

Primer hingegen sollen SNP-spezifisch die effiziente Amplifikation initiieren. Folglich entstehen SNP-spezifische Amplifikate, 

wobei das WT-Amplifikat DIG-und FITC-markiert ist. Das Mut-Amplifikat ist Biotin- und FITC-markiert. (C1) Dementsprechend 

kann das Mut-PCR-Produkt auf der T1-Linie und das WT-PCR-Produkt auf der T2-Linie visualisiert werden. (C2) Das hat zur 

Folge, dass alle 3 möglichen FVL-assoziierten Genotypen darstellbar sind. 

Dabei sollen die exakte Einstellung von Annealing und die Nutzung der RNase H2 dazu beitragen 

spezifisch SNPs nachzuweisen. Ziel dieser methodischen Herangehensweise ist es, in einer Analyse 

alle möglichen FVL-assoziierten Genotypen darstellen zu können (Abbildung 44 C2). Um die 

Funktionalität zu überprüfen, wurde die rhPCR zunächst als singleplex Reaktion untersucht. Dabei 

konnte gezeigt werden, dass die Amplifikation beider genetischer Varianten mit den jeweiligen 

Primerkombinationen gelingt (Abbildung 45). Die Amplifikate lassen sich wie erwartet durch AGE 

nicht unterscheiden, da sie identische Größen aufweisen. Die spezifischen Markierungen der 

Amplifikate ermöglichen jedoch eine grundsätzliche Diskriminierung durch LFA (Abbildung 44, 

Abbildung 45 A). Im Rahmen einer Gradienten-PCR-Analyse wurden die singleplex PCRs 

hinsichtlich ihrer Spezifität in Abhängigkeit zur verwendeten Annealingtemperatur untersucht 

(Abbildung 45 B). Dabei zeigte sich, dass eine grundsätzliche Diskriminierbarkeit zwischen den SNP-

Varianten möglich ist (Abbildung 45 B, C). Der Nachweis der WT-Variante zeigt nur bei 66°C 
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Annealing eine spezifische Nachweisreaktion, wohingegen der Nachweis der FVL-Mutation im 

singleplex Ansatz zwischen 61-64°C spezifisch funktioniert (Abbildung 45 B). 

 
Abbildung 45 - rhPCR-LFA im singleplex Format: (A) Das WT-Amplifikat und das Mut-Amplifikat wurden via AGE und LFA 

analysiert. (B) Die singleplex PCRs wurden mit beiden möglichen templates im Rahmen einer Gradienten-Analyse untersucht. 

Variiert wurde die Annnealingtemperatur. Die orange-farbenen Felder symbolisieren ausbleibende Signale auf dem LFD, 

wohingegen ein grünes Feld für eine erkennbare Test-Linie steht. Je heller das grün, desto schwächer das erkennbare Signal. 

(C) Spezifische Erkennung der von WT- und Mut-Genotyp via singleplex rhPCR-LFA. 

Einen funktionellen und robusten multiplex FVL-Nachweis zu etablieren, stellte sich als äußerst 

herausfordernd heraus. Sobald der Mut-spezifische Primer zusammen mit dem WT-spezifischen 

Primer in einer Reaktion genutzt wurde, traten Unspezifitäten in beide „Richtungen“ auf. Analysen 

zum Einfluss der template Menge auf die Spezifität der Nachweisreaktion vedeutlichen das Problem 

sehr anschaulich (Abbildung 46). Höhere template Konzentrationen von WT- und Mut-template 

führten zu einer starken Amplifikation und folglich viel PCR-Produkt. Diese Schlussfolgerung lässt 

sich durch intensive Färbung der Test-Linien auf dem LFD ableiten (Abbildung 46 A). Wird wenig 

template genutzt, sodass die Signale auf dem Teststreifen gerade noch erkennbar sind, scheint die 

multiplex rhPCR-LFA spezifisch zu funktionieren (Abbildung 46 A; 0,1 ng template). Dieser 

Beobachtung erwies sich als experimentell reproduzierbar, was ein starker Hinweis darauf ist, dass die 

Spezifität der Reaktion stark mit der template Menge bzw. Zyklenzahl korrelieren könnte. Zahlreiche 

Optimierungsversuche trugen in keinem Fall zu einer Verbesserung der Spezifität bei, sobald viel 

PCR-Produkt akkumuliert wurde (Daten nicht gezeigt). In der Summe gelang es nicht, eine 

funktionelle und robuste multiplex rhPCR-LFA zu etablieren. 

 
Abbildung 46 - rhPCR-LFA im multiplex Format: (A) Einfluss der template-Menge auf die Spezifität der multiplex rhPCR-LFA. 

Als template wurden PCR-Fragmente (ca. 700 bp) eingesetzt. Variiert wurde zusätzlich die initiale Aktivierung der RNase H2 (5 

und 10 min). (B) multiplex-rhPCR an humaner gDNA (Genotyp: homozygot WT, Promega). 
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Der experimentelle Ansatz und die umgesetzte Nachweisstrategie erlaubten keine klare 

Diskriminierung zwischen den FVL-assoziierten Genotypen mittels rhPCR-LFA. Die Analyse an 

humaner gDNA verdeutlicht dieses Ergebnis (Abbildung 46 B). In keiner getesteten DNA-

Konzentration gelang die korrekte Identifizierung des WT-Genotyps, weil in jedem Versuch ebenfalls 

Mut-Amplifikat erzeugt wurde. Aus diesem Grund wurden methodische Alternativen für den 

Nachweis der FVL-Punktmutation untersucht. 

4.7.2. Nachweis der FVL-Mutation via Amplification-refractory mutation 
system-PCR (ARMS-PCR) 

Die ARMS-PCR, oder Allel-spezifische PCR ist eine recht alte PCR-Variante, die vor allem durch 

ihre Einfachheit besticht (Ye et al., 2001). Häufig wird die Auswertung der ARMS-PCR über eine 

Agarosegelelektrophorese vorgenommen (Nanfack et al., 2015 / Bhanothu und Venkatesan, 2019). 

Diese Nachweismethode beruht auf einem speziellen Primerdesign. Dabei wird der SNP in der letzten 

Base des Primers, also am 3‘-Ende, adressiert. Zusätzlich wird im 3‘ – Bereich des Primers bewusst 

ein Fehlpaarung zum template, durch Einbau einer mismatch DNA-Base, forciert (Ye et al., 2001). 

Dadurch kann in der Praxis die Nachweisgenauigkeit gesteigert werden. Durch den Einbau des 

zusätzlichen mismatch-Nukleotids wird das 3‘-Ende destabilisiert. Das kann wiederum dazu führen, 

dass an der SNP-Position ein korrektes Annealing erforderlich ist, damit die Elongation durch DNA-

Polymerase stattfinden kann (Abbildung 47 A). Kommt es zur Fehlpaarung an der SNP-Position wird 

die Elongation im Optimalfall unterbunden (Abbildung 47 B). 

 
Abbildung 47 - Mechanismus der ARMS-PCR. (A) ARMS-Primer zeichnen sich durch terminale Markierung (5‘ Ende) für LFA, 

die SNP-Position liegt genau am zu elongierenden 3‘ Ende des Primers und zusätzlich wird im Bereich des 3‘ Endes ein 

zusätzlicher mismatch implementiert. Der ARMS-mismatch behindert nicht die Elongation, sofern die SNP-Position korrekt 

hybridisiert. Der ARMS-mismatch wird in das Amplifikat implementiert, sodass die Vervielfältigung in Folgezyklen sehr effizient 

von statten geht. (B) Die zusätzliche ARMS-mismatch Position trägt dazu bei, dass die Elongation im Falle ein mismatches an 

SNP-Position unterbunden wird. Das 3‘-Ende des Primers in einem Maße destabilisiert, dass die DNA-Polymerase den Primer 

nicht elongieren kann. Eine effiziente Amplifikation bleibt aus. 

Ziel dieser methodischen Herangehensweise ist es, in einer Analyse alle möglichen FVL-assoziierten 

Genotypen darstellen zu können. Dabei wird die identische labeling Strategie wie bei der          

multiplex rhPCR verfolgt (Abbildung 44). 
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Um den Einfluss der ARMS-Position innerhalb eines der Nachweisprimer beurteilen zu können, 

wurden für die Assay-Etablierung Primer ohne zusätzliche mismatch-Position analysiert. In einer 

Gradienten-Analyse mit beiden Allel-Varianten konnte nun der Einfluss der Annealingtemperatur auf 

die Spezifität des Nachweises beurteilt werden. Dabei zeigte sich, dass im gewählten Testsystem eine 

Diskriminierung der SNPs grundsätzlich gelingt, jedoch in einem sehr engen Temperaturbereich 

(Tabelle 17). Die eindeutige Erkennung des FVL-SNPs gelingt zudem etwas klarer als es für den WT-

SNP der Fall ist. Das Einfügen des ARMS-mismatch in den Primer zur Erkennung des FVL-Allels 

führt, wie erwartet, zu einer Absenkung der Annealingtemperatur. Tatsächlich gelingt eine klarere 

Diskriminierung des SNPs in einem Bereich von ca. 63-65°C Annealing, wobei Unspezifitäten mit 

dem WT-template ausblieben (Tabelle 17). Für den FVL-Nachweis konnte eine robust 

funktionierende Primersequenz gefunden werden. Deshalb wurde versucht, über das Einfügen eines 

ARMS-mismatch in die WT-Primersequenz die Nachweisbarkeit und Diskriminierbarkeit zu 

verbessern, was als Grundlage für das geplante multiplexing war. Editiert wurde im Falle des WT-

Primers die benachbarte Base zur SNP-Position am 3‘-Ende. Unter den getesteten Oligonukleotiden 

bewirkte die Änderung C → G an benannter Position einen spezifischen Nachweis des WT-Allels bei 

einer Annealing-Temperatur von 64,7°C.  

Tabelle 17 - Einfluss der Primersequenz auf die singleplex Diskriminierbarkeit zwischen FVL-assoziierten SNP-Varianten. [++ 

stark positiv, [+] positiv, [(+)] schwach positiv, [-] negativ. Die Farben dienen der Unterscheidbarkeit von erwarteten und 

unerwarteten Ergebnissen: einer grüner Hintergrund symbolisiert ein erwartetes Ergebnis, wohin gelber, bzw. orange-farbener 

Abweichungen vom erwarteten Ergebnis anzeigen. 

Name 
Primer 

Primersequenz                        
(5' → 3') 

reverse 
Primer 

template 
Annealingtemperatur in °C 

62,0 62,3 63,3 64,7 66,3 67,7 68,7 69,0 

                        

WT for       
(-ARMS)  

agatccctggacaggcG rev2-FITC 
WT ++ ++ ++ ++ ++ + (+) (+) 

Mut ++ ++ + + (+) - - - 

                        

WT for 
1t  

gcagatccctggacaggTG rev2-FITC 
WT ++ ++ ++ ++ + (+) - - 

Mut + + + (+) (+) - - - 

                        

WT for 
1g  

gcagatccctggacaggGG rev2-FITC 
WT ++ ++ ++ ++ + (+) - - 

Mut + + (+) - - - - - 

                        

WT for 
1a 

gcagatccctggacaggAG rev2-FITC+ 
WT ++ ++ ++ + (+) - - - 

Mut (+) (+) (+) (+) - - - - 

                        

Mut for       
(-ARMS) 

cagatccctggacaggcA rev2-FITC 
WT + + + (+) - - - - 

Mut ++ ++ ++ ++ ++ + - - 

                        

Mut for 
2t  

gcagatccctggacagTcA 
rev2-FITC / 
rev2-FITC+ 

WT (+) (+) - - - - - - 

Mut ++ ++ ++ ++ (+) - - - 

                        

EX-WT 
for1a 

ctagtttgcagatccctggacaggAG 
EX-rev2-
FITC 

WT ++ ++ ++ + (+) - - - 

Mut + + (+) - - - - - 

                        

EX-Mut 
for 2t 

aactcaagcagatccctggacagTcA 
EX-rev2-
FITC 

WT (+) (+) - - - - - - 

Mut ++ ++ ++ ++ + (+) - - 
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Die bisher beschriebenen Versuche zum Einfluss der ARMS-Primer wurden mit einem künstlichen 

template durchgeführt. Hierfür wurden PCR-Fragmente mit einer Größe von 603 bp amplifiziert, 

gereinigt, auf eine definierte Konzentration eingestellt und anschließend als template für die Analysen 

genutzt. Da verhältnismäßig viele Kopien des Gens in die Reaktion eingebracht wurden, konnte mit 

einer vergleichsweise geringen Zyklenzahl von 25 Zyklen je PCR gearbeitet werden. Innerhalb dieses 

Systems gelang es, einen funktionierenden multiplex-Nachweis zu erarbeiten. Problematisch blieben 

jedoch die gelegentlichen Unspezifitäten, insbesondere verursacht durch den WT-Primer. Gerade 

wenn FVL-spezifisches Produkt effizient amplifiziert wird, stieg die Wahrscheinlichkeit für 

falschpositive Signale auf der 2. Testlinie des LFDs, analog zu den Versuchen mit der rhPCR 

(Abbildung 48). Beim Einsatz von humaner genomischer DNA standen weniger Kopien des templates 

zur Verfügung, sodass das PCR-Protokoll adaptiert werden musste. Folglich wurde die Zyklenzahl 

erhöht, um die Nachweisempfindlichkeit zu steigern. Das wiederum hatte zur Folge, dass plötzlich 

carryover Kontaminationen zum Problem wurden (Abbildung 48 B). Diese traten trotz diverser 

Vorsichtsmaßnahmen auf. Die Herstellung des Mastermix, die template-Zugabe, und die Lateral Flow 

Analyse wurde von Beginn an räumlich strikt getrennt. Zudem wurde das Einbahnstraßensystem 

eingehalten, bei dem die genannten Bereiche nur 1x täglich in exakt dieser Reihenfolge durchlaufen 

werden dürfen. Arbeitswerkzeuge wie Pipetten und Verbrauchsmaterialien wurden nie entgegen der 

Einbahnstraße bewegt (siehe Abschnitt 3.2.6). 

 
Abbildung 48 - Erarbeitung einer funktionellen ARMS-PCR zum Nachweis des FVL. (A) multiplex-ARMS-PCR an künstlichem 

template (gereinigten PCR-Fragment, 603 bp, ca. 10  je Reaktion, Primer: WT-for1g DIG, Mut-for2t BIO, Rev2-FITC), (B) 

multiplex-ARMS-PCR an genomischer DNA (ca. 20 ng je Reaktion, Primer: WT-for1g DIG, Mut-for2t BIO, Rev2-FITC ), (C) 

singleplex ARMS-PCR an genomischer DNA (ca. 20 ng je Reaktion, Primerpaar 1: WT-for1g DIG und Rev2-FITC;  Primerpaar 

2: Mut-for2t BIO und Rev2-FITC). (D) Beide singleplex PCR’s wurden hier über ein LFD analysiert. Je PCR an einem template 

wurden 2 µL Produkt einen MGHD2 Streifen gegeben.  

Über längeres Pausieren der Versuche, Reinigen des Equipments und vor allem über die 

Implementierung von dUTP’s und der UDG in das Nachweissystem (Abschnitt 4.5.3.4.), konnte das 
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Kontaminationsproblem über die Zeit gelöst werden. Nichts desto trotz gelang es im Rahmen der 

Versuche nicht, einen robust funktionierenden multiplex-Nachweis zu etablieren. Sobald größere 

Mengen an Amplifikat in der Reaktion entstanden, tendierte insbesondere der verwendete WT-

ARMS-Primer zu Unspezifitäten. Aus diesem Grund wurden zwei singleplex ARMS-PCRs zum 

separierten Nachweis des WT-Allels und des FVL-Allels durchgeführt. Die Produkte der beiden 

Amplifikationsreaktionen wurden gemischt und via Lateral Flow visualisiert. Aus der Abbildung 48 D 

geht hervor, dass dieser methodisch vereinfachte Ansatz sehr gut funktionierte. So konnten 13 Proben 

humaner genomischer DNA korrekt identifiziert werden (Abbildung 48 D). Aber auch hier kann man 

bei genauem Hinschauen schwache unspezifische Signale erahnen. Das fällt z.B. in der Probe 1705/19 

(homozygot FVL-Mutation) auf Hohe des WT-Signals (T2-Linie) besonders auf. Nichts desto trotz ist 

die Intensität der resultierenden Signale so stark, sodass eine intuitive, schnelle und einfache 

Interpretation durchgehend gelingt. 

4.7.3. Der Nachweis der FVL-Mutation mittels universeller PCR und multiplex 
post PCR-Hybridisierung 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine einfache und schnelle post Amplifikations-

Hybridisierungsstrategie erarbeitet, optimiert und die Anwendbarkeit gezeigt (Abschnitt 4.4.). Das 

FVL-Testsystem ist somit ein geeigneter Gradmesser, um die Spezifität dieser Methodik beurteilen zu 

können. Die Nachweisidee ist dabei sehr einfach. Mit einem unmarkierten forward Primer und einem 

FITC-markierten reverse Primer wird ein SNP-unabhängiges Amplifikat erzeugt (Abbildung 49 A). In 

der darauffolgenden Hybridisierungsreaktion werden zwei unterschiedlich markierte Sonden mit dem 

Amplifikat co-inkubiert. Dabei unterscheiden sich die Sonden ausschließlich in ihrer 5‘-Markierung 

und der SNP-Position.  

 
Abbildung 49 - Nachweis-Strategie der multiplex post PCR-Hybridisierung (A) Universelle PCR: ein universelle, unmarkierter 
forward Primer (Primer F) und ein FITC-markierter reverse Primer (FITC-Primer R) amplifizieren. (B) Im Anschluss an die 
Amplifikation wird eine multiplex post PCR-Hybridisierung durchgeführt. Dabei sind Digoxygenin- und Biotin-markierte Sonden 
in einem Hybridisierungscocktail enthalten. Der FVL-SNP definiert die Hybridisierung mit der jeweiligen Sonde. (C) Die 
Hybridisierungsprodukte sind via LFA detektierbar. Es kann zwischen den drei möglichen FVL-assoziierten Genotypen 
unterschieden werden. 

Die Digoxygenin markierte Sonde adressiert die WT-Variante und die Biotin-markierte Sonde 

adressiert die FVL-Mutation (Abbildung 49 B). Im Optimalfall lassen sich SNP-spezifische 

Hybridisierungsprodukte nun über den HybriDetect 2T Lateral Flow Teststreifen nachweisen 
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(Abbildung 49 C). Dabei kann zwischen allen möglichen FVL-assozierten Genotypen unterschieden 

werden. Der Einbau einer zusätzlichen Kontrolle ist nicht erforderlich, da mindestens ein Signal 

zwingend erscheinen muss. 

4.7.3.1. Spezifisch durch Anwesenheit beider Sonden 

In einem Vorversuch wurde die grundlegende Funktionalität dieses einfachen methodischen Ansatzes 

überprüft. Dabei wurde, gemäß der bisher gesammelten Erkenntnisse, der Einfluss von Helfer-

Oligonukleotiden beleuchtet. Auch in diesem Nachweis-Kontext scheinen Helfer eine entscheidende 

Rolle zu spielen. Ohne Faltungshelfer sind Hybridisierungsprodukte bei 50°C schwach erkennbar, bei 

gesteigerten Temperaturen verschwinden diese völlig (Abbildung 50). Unter Zugabe der 

Faltungshelfer sind eindeutig interpretierbare und starke Signale auch bei höheren Temperaturen auf 

dem Teststreifen zu sehen (Abbildung 50). Der Einfluss der Helfer wurde auch hier quantifiziert und 

die Signale um etwa das sechsfache verstärkt (Anhang, Abbildung 89). In diesem Versuch wurde 

ausschließlich mit WT-Amplifikat getestet. Dabei konnte recht deutlich gezeigt werden, dass in 

Anwesenheit von nur einer Allel-spezifischen Sonde ein Signal unabhängig vom Genotyp erzeugt 

wurde (Abbildung 50). In Anwesenheit beider SNP-spezifischer Sonden wurde das unspezifische 

Signal (Mut) drastisch reduziert, sodass ein spezifischer Nachweis des WT-Amplifikats gelang 

(Abbildung 50).  

 
Abbildung 50 - Einfluss von Hybridisierungstemperatur, Helfer-Oligonukleotiden und Sonden-Pooling: Untersucht wurde die 

multiplex post PCR-Hybridisierung. Verwendet wurden gereinigte WT-Amplifikate in einer Konzentration von 2 ng je 

Hybridisierung. 

Diese repräsentativen Ergebnisse der Voruntersuchungen erlaubten die schnelle Etablierung eines 

Hybridisierungsprotokolls, mit dem die eindeutige Genotypisierung in einem Reaktionsgefäß und mit 

einem LFD, auch unter Verwendung humaner gDNA gelingt. Deshalb wurde im Folgenden das 

klinische Praxisprobenset, bestehend aus 13 Proben humaner gDNA, untersucht. Diese Proben waren 

bereits klinisch via qRT-PCR voranalysiert und charakterisiert. Aus der Abbildung 51 geht hervor, 

dass der Test sehr gut und in vollständiger Übereinstimmung zu den Voranalysen funktionierte. Alle 

13 Praxisproben wurden korrekt hinsichtlich des FVL-SNPs charakterisiert. 
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Abbildung 51 - Untersuchung des Praxisprobensets mit PCR und post PCR-Hybridisierung. Mitgeführt wurden drei 

Negativkontrollen (NTC – no template control), sowie 13 Praxisprobe mit den drei möglichen FVL-assoziierten Genotypen. 

4.7.4. Der Nachweis der FVL-Mutation mittels Rep-rhAMP-LFA 

In der vorliegenden Arbeit nimmt die Entwicklung Reporter-basierter, Lateral-Flow-kompatibler 

Amplifikationsnachweise einen wichtigen Teil ein (Abschnitt 4.6.). Bisher konnte die grundsätzliche 

Funktionalität der Rep-rhPCR-LFA im Kontext einer Identifiaktion einer bakteriellen Spezies gezeigt 

werden. Das Testsystem zur Erkennung der FVL-Mutation eignete sich in besonderem Maße, um die 

Spezifität dieser Nachweismethodik auf die Probe zu stellen. 

4.7.4.1. Rep-rhPCR-LFA 

Unmarkierte Primer stellten die Grundlage für eine SNP-unabhängige Amplifikation dar 

(Abbildung 52 A1). Die Reportersonde wurde so gestaltet, dass die RNA-Base den FVL-spezifischen 

SNP adressiert (Abbildung 52 A1). Kommt es zur korrekten Hybridisierung der SNP-Position, wird 

der Reporter im Optimalfall durch die RNase H2 geschnitten. Kommt es zu Fehlpaarung, sollte der 

Schnitt ausbleiben (Abbildung 52 A2). Diese Methode ermöglicht lediglich den Nachweis der WT-

Variante oder Mut-Variante in einer Reaktion (Abbildung 52 C). Ein multiplexing war nicht möglich, 

da kein passendes Universal-LFD zur Auswertung zur Verfügung stand. 

 
Abbildung 52 - Nachweis-Strategie der Rep-rhPCR-LFA zur Erkennung der FVL-Mutation. Der Nachweis erfolgt im singleplex 

Ansatz. (A1, A2) In jeweils einer Nachweisreaktion werden SNP-spezifische Reportersonden genutzt. Folglich gibt es eine WT-

spezifische Nachweisreaktion und eine Mut-spezifische Nachweisreaktion. Im Optimalfall wird der SNP-spezifische Reporter nur 

dann durch die RNase H2 degradiert, wenn es zur Bindung zwischen RNA-Base (Reporter) und DNA-Base (template / PCR-

Produkt) kommt. (B) Das Reaktionsprodukt wird über den HybriDetect ausgewertet. Verstärkte Signale auf der C-Linie und 

abgeschwächte Signale auf der T-Linie gehen mit einem für den jeweiligen Nachweis positiven Ergebnis einher. 
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Die Reaktionsprodukte wurden mithilfe des MGHD Teststreifens nachgewiesen. Zur vollständigen 

Beurteilung des FVL-SNPs sind zwei Amplifikationsreaktionen unter Verwendung der WT- und der 

Mut-Sonde, sowie die separierte Auswertung dieser beiden Reaktionen via LFA erforderlich. Ein 

positives Testergebnis ist durch eine verstärkte C-Linien-Intensität und u.U. eine Abschwächung der 

T-Linie gekennzeichnet. Im Umkehrschluss zeichnet sich ein negatives Ergebnis durch ausbleibende 

(oder sehr schwache) C-Linie und im Vergleich zur negativen Kontrolle unverändert starke T-Linie 

aus (Abbildung 52 C). Die Abbildung 53 zeigt das Ergebnis der Amplifikationsreaktion bei einer 

Annealing-Temperatur von 65°C unter Zuhilfenahme der WT-Reportersonde. Untersucht wurden die 

drei möglichen FVL-assoziierten Genotypen inklusive einer Negativkontrolle. Dabei wurde das WT-

Allel sowohl in der Variante: WT-homozygot und WT-heterozygot erfolgreich und spezifisch erkannt. 

 
Abbildung 53 - Funktionalität der Rep-rhPCR-LFA. Verwendet wurde ausschließlich die 

Wildtyp-Reporter-Sonde für die Analyse der drei FVL-assoziierten Genotypen (gDNA, ca. 20 ng 

je PCR). 

In Optimierungsversuchen konnte belegt werden, dass die Spezifität dieser Reaktion in erheblichem 

Maße von der Feineinstellung der Annealing-Temperatur abzuhängen scheint (Abbildung 54). Dabei 

gelang ein spezifischer Nachweis des WT-Allels > 62,3°C Annealing (Abbildung 54 A). Die 

Untersuchung der PCR-Produkte der Gradienten-PCR im Agarosegel bestätigte die Funktionalität der 

PCR bis 67,3°C Annealing, wobei die Amplifikatmenge bei einer Temperatur über 64,7°C 

abzunehmen scheint (Abbildung 54 B). Das spiegelte sich in gewissem Maße auch in der 

Reporterdegradierung wider. Bei 67,3°C wurde deutlich weniger Produkt generiert und auch das Maß 

der Reporterdegradierung war sichtbar reduziert (Abbildung 54 A).  

Bei 65°C Annealing wurden Folgeanalysen durchgeführt. Um die Spezifität der Analyse potentiell 

weiter zu verbessern wurden sogenannte Block-Sonden in das Nachweissystem implementiert. Hierbei 

handelt es sich um einfache DNA-Sonden, die elongationsblockiert sind, damit sie in der 

Nachweisreaktion nicht als zusätzlicher Primer fungieren können. Beim Nachweis des WT-Genotypen 

wird eine Mut-spezifische Block-Sonde implementiert und beim Nachweis des Mut-Genotyps eine 

WT-spezifische Block-Sonde. Die Idee zu diesem Ansatz leitet sich anhand vorher präsentierter 

Ergebnisse ab. Beim Nachweis der FVL-Mutation über universelle PCR und anschließende post PCR-

Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit beider Allel-spezifischer Sonden einen 

deutlich positiven Einfluss auf die Nachweisgenauigkeit nimmt (Abschnitt 4.7.3.1.) 
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Abbildung 54 - Einfluss der Annealing-Temperatur auf die Spezifität der Reporterdegradierung. (A) Das Säulendiagramm 

verdeutlicht die Resultate der Rep-rhPCR-LFA. Untersucht wurden der heterozygote FVL-Genotyp, sowie homozygote Variante 

der FVL-Mutation bei verschiedenen Annealing-Temperaturen zwischen 60 und 72°C. Die rote Linie repräsentiert den 

errechneten cut-off. Oberhalb der Linie sind die errechneten Ratios (T/C) negativ zu bewerten. Wenn dieser Wert den cut-off 

unterschreitet ist der Test positiv zu werten. (B) Zusätzlich wurden die PCR-Produkte im Agarosegel analysiert. Das zu 

erwartende Fragment hat eine Größe von 140 bp (schwarze Dreieck). 

.Bei der Identifikation relevanter Bierschädiger mittels PCR und post-PCR Hybridisierung konnten 

unerwünschte Hybridisierungsprodukte durch Spezifitätshelfer eliminiert werden (Abschnitt 4.4.3.) 

Aus diesen Gründen wurde der Einfluss von Block-Sonden im Kontext der Rep-rhPCR-LFA genauer 

beleuchtet, in der Hoffnung eine spezifische und robuste Nachweisführung ermöglichen zu können 

(Abbildung 55). 

 

Abbildung 55 - Rep-rhPCR unter Verwendung von nicht degradierbaren Block-Sonden. Verbildlicht am Beispiel des 

Nachweises der FVL-Mutation. Zusätzlich zur biotinylierten FVL-Mut-Reporter-Sonde wird eine elongationsblockierte WT-Sonde 

ohne RNA-Base in den PCR-Mix gegeben. Die Anwesenheit der Block-Sonde soll die Nachweisgenauigkeit erhöhen und vor 

Fehlhybridisierung schützen. 

Es wurden vier verschiedene Reaktionsmixe mit unterschiedlichen Reporter-Sonden-Kombinationen 

hergestellt und anschließend mit gDNA-Proben (homozygot WT, homozygot Mut, heterozygot) und 
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einer NTC in Mehrfachbestimmung getestet. Diese Reaktionsmixe beinhalteten die Allel-spezifischen 

Reporter-Sonden, sowie die beschriebenen Block-Sonden. Auf diese Art und Weise sollte der Einfluss 

der Block-Sonden genauer untersucht werden (Abbildung 56).  

 

 

Abbildung 56 - Spezifitätsuntersuchung und Einfluss von Block-Sonden. (A) Rep-rhPCR-LFA zur Bestimmung der FVL-

Mutation mit vierschiedenen Reporter-Sonden-Kombinationen (WT-Rep., WT-Rep mit Mut-Block, Mut-Rep., Mut-Rep mit WT-

Block) in Dreifachbestimmung. Überprüft wurden die templates: Negativkontrollen (NTC), homozygoter Wildtyp (WT / WT), 

heterozygot (WT / Mut) und homozygot FVL-Mutation (Mut / Mut). Dargestellt sind Mittelwerte der errechneten Ratios (T/C) in 

Form eines Säulendiagramms. Der errechnete cut-off wird durch die rote Linie angezeigt. Oberhalb des cut-off (Werte > 13,4) 

sind als negativ zu werten und Werte <13,4 sind positiv zu werten. (B) Repräsentative Teststreifen aus der in (A) beschriebenen 

Analyse. Ohne Block-Sonde ist durch „-B“ gekennzeichnet und mit Block-Sonde durch „+B“. 

Dabei wurde gezeigt, dass der Allel-spezifische Nachweis in allen Konstellationen grundsätzlich 

gelang. Die Block-Sonden hatten im gewählten Testansatz weder einen positiven, noch einen 

negativen Einfluss auf die Nachweisbarkeit. Da die Funktionalität der singleplex Nachweise gezeigt 

werden konnte, wurde auch hier das klinische Praxisprobenset für eine abschließende Analyse 

herangezogen (Abbildung 57). Untersucht wurden 14 Proben, eine kommerziell humane gDNA 

(Promega, FVL: WT / WT) sowie eine NTC in Doppelbestimmung. Dabei wurden 28 von 30 Proben 

korrekt genotypisiert. In der Probe 14 (1229.2/19; Mut/Mut) wurde in einer von zwei Bestimmungen 

fälschlicherweise WT-DNA nachgewiesen. Diese Probe wurde z.B. in ARMS und post PCR-

Hybridisierungsansatz nicht mitgeführt, weil immer wieder falsch positive Ergebnisse generiert 

wurden. Der Verdacht einer Kontamination mit WT-DNA lag nahe. Weiterhin wurde in der Probe 12 

(1723/19, WT/Mut) in einer von zwei Bestimmungen fälscherweise homozygot WT nachgewiesen. 
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Abbildung 57 - Rep-rhPCR-LFA zum Nachweis der FVL-Mutation – Analyse eines Praxisprobensets. (A) Analysiert wurden 15 bereits charakterisierte humane gDNA-templates inklusive der no 

template control (NTC). Dabei wurde die Proben in Doppelbestimmung analysiert und mit unterschiedlichen Teststreifen Chargen ausgewertet. Verwendet wurden je template zwei unterschiedliche 

PCR-Mixe, die sich nur durch die Sondenzusammensetzung unterschieden (W – WT-Reporter-Sonde inkl. Mut-Block-Sonde, M – Mut-Reporter-Sonde inkl. WT-Block-Sonde). (B) Übersichtstabelle zur 

Ergebnisinterpretation der Streifen aus (A). Unterschieden wird dabei zwischen der Auswertung mit bloßem Auge und quantitativer Analyse (Ratio: T/C). „-“ symbolisiert ein negatives Ergebnis, „+“ 

symbolisiert ein positives Resultat und „(+)“ symbolisiert ein schwach positives Resultat.
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4.7.4.2. Isothermale Amplifikation und Reporter-basierter Nachweis (Rep-rhLAMP-
LFA) 

Da mittels Rep-rhPCR-LFA eine grundsätzliche SNP-Diskriminierung gelang, wurde im Folgenden 

die Kompatibilität der Reporterdegradierung durch RNase H2 mit einer isothermalen 

Amplifikationsmethode, der Loop mediated isothermal Amplication (LAMP) kombiniert 

(Abbildung 58). Der Vorteil einer LAMP ist unter anderem, dass sich diese Methode besser als die 

PCR für echte Point-of-Need-Anwendungen eignet (Abschnitt 1.3.3.1.). Die Amplifikation erfolgt bei 

einer konstanten Temperatur von etwa 65°C, wodurch zyklisches Heizen und Kühlen der Reaktion 

enfällt und den Einsatz einfacher Heizblöcke oder Wasserbäder ermöglicht (Notomi et al., 2000). Die 

RNase H2 ist laut Hersteller zwischen 50-75°C funktionell, was für die Kompatibilität während der 

LAMP spricht. 

 
Abbildung 58 - Funktionsprinzip der Rep-rhLAMP (A) Für die LAMP wurden sechs unmarkierte Primer (graue Pfeile) und 

jeweils eine Reportersonde (WT und FVL-Mut.) genutzt. Kommt es im Zuge der Amplifikationsreaktion zur Bindung der 

Reportersonde und zur Ausbildung des RNA-DNA-Hybrids wird die Sonde durch die RNase H2 degradiert (B2). Bleibt die SNP-

spezifische Hybridisierung aus kann der Reporter nicht „geschnitten“ werden (B1). 

Die Positionierung der Primer wurde so gewählt, dass der SNP im zu amplifizierenden Bereich liegt 

und für eine Hybridisierung der Reportersonde während der Amplifikationsreaktion zur Verfügung 

steht (Abbildung 58 A). In Ermangelung eines adäquaten LFDs handelt es sich auch hier um einen 

singleplex Nachweis, über den entweder das WT-Allel oder Mut-Allel erkannt werden kann. Für eine 

vollständige Genotypisierung dieses SNPs durch LAMP-LFA werden also zwei unabhängige 

Nachweisreaktionen benötigt (Abbildung 52 C).  In einem ersten Schritt wurde die grundsätzliche 

Funktionalität der LAMP untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass in Anwesenheit humaner gDNA eine 

Amplifikation stattfindet und die Größe des kleinsten Amplifikats schätzungsweise der erwarteten 

Größe von 221 bp entspricht (Abildung 59, AGE). Unter Zugabe der WT-Reportersonde und der 
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RNase H2 wurde zusätzlich eine Reporterdegradierung bestätigt (Abbildung 59, LFA). Das 

grundlegende Nachweisprinzip erwies sich folglich als funktionell. Leider konnte keine 

Diskriminierung zwischen WT- und Mut-Allel unter den gewählten Testbedingungen erreicht werden. 

Unter Nutzung der WT-Sonde wurden alle drei möglichen FVL-assoziierten Genotypen erkannt. In 

jedem Fall kam es zur Degradierung der Reportersonde. Weitere Optimierungsversuche hinsichtlich 

Inkubationstemperatur, Anwesenheit zusätzlicher Block-Sonden (Abschnitt 4.7.4.1.) oder 

ReaktionsAdditive führten zu keiner Verbesserung der Nachweis-Spezifität. Trotzdem wird dieses 

Resultat gerade aus methodischer Sicht als bedeutsam erachtet, da die grundlegende Kompatibilität 

der RNase H2 basierten Reporterdegradierung auch im Kontext einer isothermalen DNA-

Amplifikationsmethode gezeigt werden konnte. 

 

Abbildung 59 – Nachweis der Faktor V Leiden Mutation mit der Rep-rhLAMP-LFA. Auswertung der LAMP-Produkte via AGE 

und LFA. (NLC: No LAMP control – keine Amplifikation; NTC: No template control; WT / WT: homozygot Wildtyp; WT / Mut: 

heterozygot; Mut / Mut: homozygot Mutante; Analysen wurden in Doppelbestimmung durchgeführt: 1 bzw 2). 
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5. Diskussion 

Der innovative Kern und fachliche Schwerpunkt dieser Arbeit liegt vornehmlich auf der Seite der 

zugrunde liegenden Methodik, die für die Etablierung verschiedenster Nachweissysteme genutzt 

wurde. Nachfolgend werden die Ergebnisse unter den Themenschwerpunkten: Funktionalität / 

Praxisrelevanz, methodische Limitationen und damit einhergehende Innovationen, sowie Reporter-

basierte Nachweismethoden für NALFIAs diskutiert und abschließend zusammengefasst. 

5.1. Teil I - Die Entwicklung verschiedener NALFIAs:  Funktionalität und 
Praxisrelevanz 

5.1.1. Der Nachweis bierschädigender Bakterien 

Bier ist ein sehr altes Lebensmittel, das sich weltweit großer Beliebtheit erfreut (Yao et al., 2018). Die 

Abteilung der Qualitätskontrolle nimmt heutzutage i.d.R. eine sehr wichtige Stellung innerhalb der 

Brauerei ein. Die Aufrechterhaltung qualitativer Ansprüche an das Produkt ist der Antrieb 

umfangreicher, kontinuierlicher Analysen, bei denen mikrobiologische Prüfungen einen wesentlichen 

Teil der Arbeit ausmachen (Turvey et al., 2017).  

Grundsätzlich ist Bier als schwer zu besiedelnder Lebensraum für Mikroorganismen charakterisiert 

(Vriesekoop et al., 2012). In der Literatur werden insbesondere der niedrige pH-Wert, die 

Abwesenheit von Sauerstoff, der Alkoholgehalt, Nährstoffarmut und die Anwesenheit antimikrobieller 

Hopfenbitterstoffe als relevante Wachstumsbarrieren für Mikroorganismen beschrieben 

(Simpson et al., 1992 / Hayaschi et al., 2001 / Behr und Vogel et al., 2010 / Schurr et al., 2015 / 

Feyereisen et al., 2020). Trotzdem existieren einige stark spezialisierte bierschädigende Bakterien 

(BSB), die nicht nur in der Lage sind im Bier zu wachsen, sondern auch das Produkt nachhaltig zu 

schädigen (Vriesekoop et al., 2012 / Kajala et al., 2017). Hierzu zählen vorrangig Organismen der 

Ordnung Lactobacillales (Milchsäurebakterien), zu denen obligate Bierschädiger wie 

Lactobacillus brevis, Lactobacillus backi, Lactobacillus linderni, Lactobacillus (para-)collinoides 

oder Pediococcus damnosus zählen (Jespersen und Jakobsen, 1996 / Schneiderbanger et al., 2018). 

Neben diesen grampositiven Milchsäurebakterien existieren auch obligat anaerobe gramnegative 

Schädiger, die hauptsächlich den Gattungen Pectinatus oder Megasphaera angehören 

(Paradh et al., 2014 / Bergsveinson et al., 2017 / Rodríguez-Saavedra et al., 2021). Bakterielle 

Kontaminationen können mit massiven Produktschädigungen einhergehen. Hierzu zählen 

Beeinträchtigungen der Fermentations-Performance, des Geschmacks, des Geruchs und der Textur. 

Aber auch Eintrübung und Sedimentierung sind charakteristische Schadbilder, die durch BSB 

verursacht werden (Vriesekoop et al., 2012 / Turvey et al., 2017). Schwerwiegende mikrobiologische 

„Schwierigkeiten“ können im schlimmsten Fall fatale Folgen für eine Brauerei haben. So können 
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Reklamationen, Schädigung der Markenidentität und erforderliche Gegenmaßnahmen zu signifikanten 

wirtschaftlichen Schäden führen. 

BSB schnell, sicher und empfindlich nachweisen zu können, ist ein wichtiger Schlüssel für eine 

effiziente mikrobiologische Stufenkontrolle in der Brauerei. Die selektive Kultivierung ist dabei die 

am weitesten verbreitete Methode zur Erkennung von Eintragungen dieser Schädiger 

(Turvey et al., 2017). Alternative Nachweismethoden, wie die PCR, Microarrays, MALDI-TOF oder 

Fluoreszenz in situ Hybridisierungen wurden dabei in den letzten 15 Jahren mit zunehmender 

Häufigkeit präsentiert und rückten zusehend in Fokus großer und mittelgroßer Brauereibetriebe 

(Weber et al., 2008 / Asano et al., 2009 / Behr et al., 2016 / Kern et al., 2014 / Asano et al., 2019). Die 

klassische Kultivierung kann u.U. zeitaufwändig sein. Dabei ist der Zeitfaktor in modernen 

Großbrauereien sehr häufig eine limitierende Komponente im wirtschaftlichen Gesamtgefüge des 

Unternehmens. Dieser Umstand erklärt das steigende Interesse an sensitiven und schnellen 

molekularbiologischen Methoden, die nicht nur einfach, sondern auch zuverlässig funktionieren. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Nachweise bierschädigender Bakterien erarbeitet. Im 

Folgenden werden die Funktionalität, Test-Performance, sowie die potentielle Nutzbarkeit in der 

Praxis diskutiert.  

5.1.1.1. Nachweis historisch neuer Bierschädiger – L. rossiae und L. cerevisiae 

Ziel war es zwei historisch „neue“ bierschädigende Bakterien aus der Gruppe der Milchsäurebakterien 

zu identifizieren. Bei einem dieser beiden Organismen handelt es sich um L. cerevisiae, welcher 2017 

erstmalig durch Koob et al. beschrieben wurde. Isoliert wurde L. cerevisiae aus kontaminiertem Bier 

und zunächst fälschlicherweise der Spezies Lactobacillus parabrevis zugeordnet. Das Produkt-

schädigende Potenzial ist vergleichbar zu Lactobacillus brevis, dem häufigsten obligaten bakteriellen 

Produktschädiger der Brauindustrie (Schneiderbanger et al., 2018). Lactobacillus rossiae, die zweite 

zu identifizierende Spezies, ist in der Literatur als phänotypisch und genotypisch variabler Organismus 

beschrieben, der 2005 erstmalig aus Sauerteig isoliert wurde (Corsetti et al., 2005). L. rossiae wurde 

erst später als potenziell bierschädigender Organismus klassifiziert und bereits mehrfach als 

Produktschädiger in der Praxis isoliert und beschrieben (Scheiderbanger et al., 2018 / Schneiderbanger 

et al., 2019). Beide Vertreter der Gattung Lactobacillus sind historisch vergleichsweise neu und auch 

wenn kommerzielle Tests diese Organismen z.T. mit erfassen, so existieren bislang keine einfachen 

qualitativen Methoden zur schnellen Identifikation.  

In dieser Arbeit konnte erstmalig ein verhältnismäßig einfacher Identifikationsnachweis für die beiden 

Bierschädiger Lactobacillus cerevisiae und Lactobacillus rossiae präsentiert werden. Ohne DNA-

Extraktion gelang die Identifikation aus einer Vorkultivierung (Zellzahl von 

mind. 1*103 bis 1*104 cfu / mL) oder direkt an Zellmaterial einer Kolonie vom Festmedium. Unter 

den gewählten Testbedingungen erwiesen sich beide Nachweise als spezifisch und robust. Das 

Spektrum potentiell relevanter Organismen kann insbesondere in Abhängigkeit zur Selektivität der 
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gewählten Vorkultivierungsmethode sehr umfangreich sein, was die Bedeutung einer weiterführenden, 

umfassenderen Spezifitätsanalyse unterstreicht. Sowohl Geräte-, Reagenzienaufwand, sowie die 

Komplexität der Handhabung und die Einfachheit der Interpretation heben sich positiv von 

alternativen Nachweistechniken wie MALDI-TOF-MS, RT-PCR oder FISH ab und sind einem 

Brauerei-mikrobiologischen Labor aus eigener Erfahrung durchaus zuzutrauen. Aufgrund der 

Robustheit, Geschwindigkeit, sowie Anwesenheit einer echten Amplifikationskontrolle könnten die 

hier präsentierten NALFIAS einen spürbaren Mehrwert zu den eingangs beschriebenen Standard 

Methoden der Brauerei-Mikrobiologie beitragen. 

5.1.1.2. Eine alternative NALFIA-Methode zur Identifikation von L. lindneri  

Für diesen Test wurde eine RNase H2-abhängige PCR unter Verwendung einer speziell konzipierten 

Reportersonde mit einem LFA kombiniert (Abschnitt 4.6.1.). Der Nachweis von L. lindneri wurde 

primär genutzt, um die zugrundeliegende Methodik besser zu verstehen, zu optimieren und diese auf 

Funktionalität zu prüfen. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass diese Nachweistechnik 

grundsätzlich sicher und reproduzierbar funktioniert (Abschnitt 4.6.1.1.). Dabei gelingt ein 

spezifischer und sensitiver Nachweis, mit dem 2 bis 20 KBE je Reaktion zu einem positiven 

Testresultat führen können (Abschnitt 4.6.1.2.). Jedoch mangelte es diesen Ergebnissen an 

Reproduzierbarkeit, was auf das genutzte LFD zurückzuführen war (Abbildung 43). Dieses scheint 

nicht auf die Reporter-basierte Nachweismethodik zugeschnitten zu sein und wird deshalb an späterer 

Stelle, im Kontext NALFIA-spezifischer Limitationen, genauer diskutiert. Das Nachweissystem 

beinhaltet keine Amplifikationskontrolle und wurde hinsichtlich der Kompatibilität für eine etwaige 

direkt PCR nicht genauer charakterisiert. Obwohl L. lindneri zu den wichtigsten und häufigsten 

obligat bierschädigenden Organismen zählt, so ist diesem einfachen und ggf. schnellen 

Identifikationsnachweis trotzdem wenig Praxisrelevanz anzurechnen (Back et al., 1996 / 

Sakomoto et al., 2003 / Schneiderbanger et al., 2018). Ferner kann die zugrundeliegende Methodik 

zukünftig ein interessanter und wichtiger Baustein für einfache und praxistaugliche Nachweisformate 

sein, die auch in der Brauereimikrobiologie Relevanz haben könnten. 

5.1.1.3. Identifizierung verschiedener Bierschädiger – eine PCR, sieben Resultate 

Nach Besuchen von über 30 mikrobiologischen Laboren deutscher Brauereien lässt sich aus 

persönlicher Erfahrung bestätigen, dass die selektive Kultivierung und anschließende mikroskopische 

Analyse mikrobiologischer Anreicherungen, die am weitesten verbreiteten in house Methoden zur 

mikrobiologischen Begutachtung darstellen. Aus zahlreichen Gesprächen mit Mitarbeitern der 

Qualitätskontrolle ließ sich entnehmen, dass gerade die Mikroskopie für viele ein Unsicherheitsfaktor 

darstellt. Viel „Hintergrund“ (Hefen, Proteinaggregate, bakterielle Begleitflora) erschwert die ohnehin 

diffizile Identifikation von Bierschädigern aus Anreicherungen. Aus diesem Grund bewerteten viele 

Labormitarbeiter weiterführende, einfache und sichere Identifikationsmethoden als Bereicherung für 
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die interne Analytik. Deshalb schien die Entwicklung eines NALFIAs zur Identifikation der 

wichtigsten bzw. häufigsten bierschädigenden Bakterien sinnvoll.  

Methodisch sollte dabei eine einfache PCR zur Amplifikation eines Gruppen-spezifischen Amplifikats 

mit verschiedenen spezies-spezifischen post PCR-Hybridisierungsreaktionen kombiniert werden 

(Abschnitt 4.4.1., Abbildung 26). Adressiert wurden die Schädiger L. brevis, L. backi, L. lindneri, 

L. (para-)collinoides, L. (para-)casei, L. rossiae und P. damnosus. Analog zum 

Identifikationsnachweis von L. lindneri mittels Rep-rhPCR-LFA stand auch hier, trotz Praxisrelevanz, 

die methodische Komponente in der Nachweisentwicklung im Vordergrund. Die Funktionalität und 

Nutzbarkeit der optimierten post PCR-Hybridisierung sollte genauer überprüft werden. Unter 

Verwendung von sogenannten Helfer-Oligonukleotiden gelang die Identifikation der genannten 

Organismen mit einigen Einschränkungen (Abbildung 31). In einem abschließenden Test offenbarten 

sich Spezifitätsprobleme, die sich wahrscheinlich durch Optimierung beheben ließen                

(Anhang, Tabelle 29). Grundsätzlich eignet sich diese Methode für eine direkte Analytik ohne 

vorherige DNA-Extraktion. Die Implementierung einer Amplifikationskontrolle bzw. 

Hybridisierungskontrolle, sowie umfangreichere Tests hinsichtlich Nachweissensitivität und Spezifität 

sind sicherlich wichtige Punkte, um die tatsächliche Praxistauglichkeit dieses Nachweissystems 

beurteilen zu können. Erarbeitete methodische Fortschritte hinsichtlich einer einfachen, schnellen und 

universellen Hybridisierungstechnik werden im Kontext dieser Arbeit als wichtige Bausteine für die 

Entwicklung zukünftiger Assays verstanden, die dann auch in der Brauereimikrobiologie zum Tragen 

kommen können. Multiplexing der Amplifikationsreaktionen, nachgeschaltete Hybridisierungen, 

sowie die Darstellung auf einem (universellen) LFD sind in diesem Kontext besonders relevante 

Aspekte zukünftiger Arbeiten. Die folgende Tabelle liefert einen abschließenden Überblick über die 

erarbeiteten Nachweissysteme für BSB mit unterschiedlichster praktischer Relevanz.  

Tabelle 18 - Übersicht zu den Nachweissystemen bierschädigender Bakterien 

Organismus  L. rossiae L. cerevisiae L. lindneri LBPC-Ident5 

Nachweisstrategie 
duplex PCR, 

endständig markierte 
Primer 

duplex PCR, 
endständig markierte 

Primer 

Reporter basierte 
RNase H2-

abhängige PCR 

singleplex PCR mit 
post PCR-

Hybridisierung 

genetisches Ziel 16S rRNA rpoB 23S rRNA 23S rRNA 

Setup bei RT ja ja  nein ja  

Kompatibilität NBB-B® ja ja  ? ja  

DNA-Extraktion nein nein (ja) nein 

Verwendetes LFD MGHD2 MGHD2 MGHD MGHD / MGHD2 

IAC ja ja nein nein 

untere Nachweisgrenze ca. 2 bis 20 KBE  ca. 20 KBE ca. 2 bis 20 KBE ca. 2 bis 20 KBE 

Spezifität +++ +++ (+++) (++) 

Analysedauer ca. 1h ca. 1h  ca. 1h / 0,5h ca. 1h / 0,5h 

 
5 „LBPC-Ident“ umfasst die Identifikation von L. brevis, L. backi, L. lindneri, L. (para-)collinoides, L. (para-)casei, 
L. rossiae und P. damnosus. 
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5.1.1.4. Der Nutzen von NALFIAs– eine orientierende Einschätzung am Beispiel der 
Brauereimikrobiologie 

Wie bereits beschrieben, werden in den meisten deutschen, mikrobiologischen Laboren mittelgroßer 

bis großer Brauereien präferiert selektive Kultivierungsmethoden mit mikroskopischen 

Bestätigungstechniken zur Erkennung mikrobiologischer Beanstandungen kombiniert 

(Turvey et al., 2017). Insbesondere für diese Zielgruppe können stark vereinfachte NALFIA-

Technologien einen spürbaren Beitrag für eine verbesserte in house Analytik leisten. Im Vergleich zu 

kommerziell bestehenden RT-PCR-Systemen, die durchaus national und insbesondere international an 

größeren Brauereistandorten zu finden sind, hebt sich die hier beschriebene Technik durch 

methodische Vereinfachung ab. Die Minimierung des liquid handlings (Abschnitt 3.2.2.2.1), der 

Verzicht aufwändiger DNA-Extraktionsschritte (Abschnitt 4.1.3), sowie die schnelle und intuitive 

Auswertung (Abschnitt 4.1) sind wichtige Facetten, die dazu beitragen, dass auch molekularbiologisch 

unerfahrenes Personal mit diesem Nachweissystem sicher umgehen kann. Die finanzielle Hürde für 

die Einführung einer solchen Methode ist trotz der Erfordernis eines Thermocyclers, der aktuell mit 

deutlich weniger als 4000€ zu Buche schlagen kann (Bsp.: Sensoquest Labcycler 48s), im Vergleich 

zu RT-PCR oder gar MALDI-TOF-MS i.d.R. vergleichsweise niedrig. Die in Brauereien ebenfalls 

anzutreffende Fluoreszenzmikroskopie, die auf der Technik der fluorescence in situ hybridization 

(FISH) beruht, hebt sich bspw. mit einer etwas geringeren Nachweisempfindlichkeit von den hier 

präsentierten NALFIA-Methoden ab (Asano et al., 2009, ). Limitiert werden diese in der Praxis 

insbesondere durch das eingeschränkte Multiplexing, sowie der Gefahr von handling-Fehlern und 

carryover Kontamination. Auf diese Punkte wird in den Abschnitten 5.2.1 und 5.2.3 detailliert 

eingegangen. Diese grundlegende Einordnung der NALFIA-Technologie am Beispiel der 

Brauereimikrobiologie lässt sich mit ähnlicher Tendenz auf andere Fragestellungen (präferiert in der 

Lebensmittelindustrie) übertragen. Die folgende Tabelle liefert einen orientierenden Vergleich der in 

diesem Kapitel aufgegriffenen Techniken.  

Tabelle 19 – Vergleich von NALFIAs mit den alternativen Nachweismethoden qRT-PCR, MALDI-TOF-MS und FISH 

Nachweis-Eigenschaften NALFIA RT-qPCR MALDI-TOF-MS FISH  

Empfindlichkeit ++ +++ + + 

Spezifität +++ +++ +++ +++ 

Analysegeschwindigkeit ++ / +++ ++ +++ +++ 

Multiplexing + +++ - + 

Analytik aus Mischkulturen +++ +++ - ++ 

Kosten (Gerätefaktor) + ++ +++ + 

Kosten (Verbrauchsmaterial) ++ ++ + ++ 

carryover Kontamination (+++) (+) - - 

Komplexität Abarbeitung + +++ + ++ 

Komplexität Ergebnisinterpretation + +++ + ++ 
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5.1.2. Ein alternativer Homo-/ Heteroplasmie-Schnelltest 

Chlamydomonas reinhardtii ist eine einzellige Grünalge, die sich vom Modellorganismus für 

Fotosynthese und Chloroplasten-Biogenese zu einem biotechnologisch relevanten Organismus 

entwickelt hat (Harris, 2001 / Scaife et al., 2015). Die Transformierbarkeit von Zellkern, Plastom und 

Mitochondriom ist eine wichtige Voraussetzung für biotechnologische Anwendungen 

(Kindle et al., 1989 / Boynton und Gillham, 1996 / Boynton et al., 1998). Im Jahr 2015 präsentierten 

Bertalan und Kollegen eine einfache, Marker-freie Plattform zur gezielten Herstellung von stabilen 

Chloroplasten-Transformanten (Bertalan et al., 2015). Eine essentielle Analyse zur Beurteilung von 

Chloroplasten-Transformanten ist der Grad der Homo- bzw. Heteroplasmie des Plastoms der 

Grünlage. Hierüber definiert sich nicht nur die genetische Stabilität, sondern auch die Bedingungen, 

unter denen die Transformanten kultiviert bzw. charakterisiert werden können (Bateman und 

Purton et al., 2000 / Fischer et al., 1996). Eine sehr häufig verwendete Methode zur Beurteilung der 

Homo- / Heteroplasmie ist die Southern Blot Analyse (Sambrook et al., 1989). Diese Methode ist zeit- 

und materialaufwändig. Im Zuge dieser Arbeit wurde eine einfache PCR-LFA Methode entwickelt, 

mit der Transformanten (nach Bertalan et al., 2015) hinsichtlich Homo-/ Heteroplasmie beurteilt 

werden können. In weniger als zwei Stunden kann 1 Kopie des Rezipientenplastoms unter 1.000 bis 

10.000 Kopien des Transformantenplastoms detektiert werden (Abbildung 22 C). Somit funktioniert 

das Testsystem um den Faktor 10-100 empfindlicher als die parallel getestete Southern Blot Analyse 

(Abbildung 23). Dieser Nachweis beruht auf der Anwesenheit des komplementierten psbA-Gens, 

sodass keine Aussagen zur Vollständigkeit der Insertion getroffen werden können (Abbildung 21). 

Somit ersetzt der entwickelte Test die Southern Blot Analyse nicht vollständig, kann aber eine 

Bereicherung im Sinne eines kontinuierlichen Monitorings von Transformanten und Kulturen sein. 

Der alternative Homo-/ Heteroplasmie-Schnelltest ist einfach abzuarbeiten, beinhaltet eine Art interne 

Amplifikationskontrolle und spart Zeit und Ressourcen. Der Test bedient eine sehr kleine, 

biotechnologisch relevante Nische, was die tatsächliche Praxisrelevanz schmälert. Im übergeordneten 

Kontext sind diese Ergebnisse jedoch ein Fingerzeig auf die Überarbeitung oder Ergänzung 

komplexer, sperriger Labormethoden im Analysealltag. NALFIAs können hierzu als vielseitiges 

Analyse-Werkzeug einen wertvollen Beitrag leisten. 

5.1.3. Der Nachweis viraler Karpfenpathogene  

Die Fischzucht in Aquakulturen gehört zu den am schnellsten wachsenden Sektoren der 

Nahrungsmittelproduktion. So wurden allein im Jahr 2016 über 80 Mio. Tonnen Speisefisch mit einem 

Wert von über 230 Mrd. US Dollar produziert, wobei der Karpfen (Cyprinus carpio carpio) eine 

wichtige Position einnimmt6. Doch nicht nur als Speisefisch, sondern auch als Zierfisch und Luxustier 

 
6 FAO. The State of World Fisheries and Aquaculture 2018—Meeting the sustainable development goals. Rome. 

Licence: CC BY-NC-SA 3.0 IGO. [Zitiert im Dezember 2020]. http://www.fao.org/3/i9540en/i9540en.pdf 

 

http://www.fao.org/3/i9540en/i9540en.pdf
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ist die ornamentale Zuchtform des Karpfen (Cyprinus carpio var. koi) von hohem Wert (Sun et al., 

2019). Zu den bedeutendsten Bedrohungen dieser Tiere zählen u.a. virale Pathogene, wie das Cyprinid 

Herpesvirus 3 (CyHV-3) oder das Carp Edema Virus (CEV). 

Die durch CyHV-3 verursachte Krankheit KHVD (Koi Herpesvirus Disease) ist u.a. durch 

Kiemennekrosen, Schleimhautläsionen und Schleimhautablösungen, Atemnot und Apathie 

charakterisiert (Walster, 1999). Die Exposition mit CyHV-3 kann auch zu latenten Infektionen von 

Fischen (auch Carrier-Fische) führen, die später durch verschiedene Stressfaktoren, wie bspw. erhöhte 

Wassertemperaturen von 22-26°C, zum Ausbruch von KHVD führen können (Perelberg et al., 2003 / 

Gilad et al., 2002 / Gilad et al., 2003). Diese Ausbrüche sind durch hohe Morbiditäts- und 

Mortalitätsraten gekennzeichnet, weshalb die Krankheit in Deutschland und international durch die 

OIE (World Organization for Animal Health) als meldepflichtig7,8 eingestuft ist (Baumer et al., 2013 / 

Perelberg et al., 2003). Eine sehr ähnliche Symptomatik, Mortalitäts- und Morbiditätsraten sind mit 

der durch das Carp Edema Virus verursachten Koi-Schlafkrankheit (KSD) verknüpft (Jung-

Schroers et al., 2015 / Way et al., 2017 / Adamek et al., 2017). Die schwierige klinische 

Unterscheidbarkeit beider Krankheiten, sowie die sich häufenden Berichte von CEV-Ausbrüchen und 

KHV-CEV Co-Infektionen machen eine Point-of-Care kompatible Differenzialdiagnostik beider 

Viren besonders interessant (Padhi et al., 2019 / Kim et al., 2020 / Toffan et al., 2020 / 

Soliman et al., 2018). Sowohl CEV als auch CyHV-3 sind doppelsträngige DNA-Viren 

(Waltzek et al., 2005 / Matras et al., 2017). In der Literatur wird der Nachweis von KHV und CEV 

zumeist über die Erkennung der Virus-spezifischen DNA über PCR-basierte Nachweistechniken 

erbracht (Matras et al., 2017 / Gilad et al., 2004 / Gaede et al., 2017). Die Bedeutung einer schnellen, 

einfachen, nicht invasiven „Analytik am Teich“ zum Nachweis dieser viralen Karpfenpathogene 

wurde in der Literatur mehrfach betont, wobei bislang Methoden wie die RPA oder die LAMP im 

Fokus standen (Soliman et al., 2014 / Prescott et al., 2016 / Soliman et al., 2017).  

Im Kontext dieser Arbeit ist es gelungen, eine Methodik zu erarbeiten, die eine ausreichend 

spezifische und empfindliche Nachweisführung für KHV und CyHV-3 erlaubt. Insbesondere der 

Nachweis des Erregers von KHVD erwies sich als besonders vielversprechend. Hierbei wurde ein 

etabliertes qPCR-Nachweissystem (Gilad et al., 2004 / Gaede et al., 2017) genutzt und für eine       

POC-taugliche Nachweistechnik adaptiert (Abbildung 34). In einer duplex PCR mit anschließender 

post PCR-Hybridisierung gelang der spezifische Nachweis von etwa 9 Genkopien je µL, was das 

Testsystem für die Erkennung von latent infizierten Karpfen qualifizieren könnte 

(Loose und Breitbach et al., 2020 / Prescott et al., 2016). In einer umfangreichen Vergleichsanalyse 

 
7 Anonymous. Verordnung über anzeigepflichtige Tierseuchen. 2011. [Zitiert Dezember 

2020]. https://www.gesetze-im-internet.de/tierseuchanzv/TierSeuchAnzV.pdf 

 
8 OIE World Organization for Animal Health. OIE-Listed diseases, infections and infestations in force in 2020. 

[Zitiert Dezember 2020]. https://www.oie.int/en/animal-health-in-the-world/oie-listed-diseases-2020 

 

https://www.gesetze-im-internet.de/tierseuchanzv/TierSeuchAnzV.pdf
https://www.oie.int/en/animal-health-in-the-world/oie-listed-diseases-2020


105 
 

wurden 114 von 120 analysierten Proben korrekt positiv erkannt. Die Abweichungen zur 

Referenzmethode (qPCR) zeigten sich ausschließlich in Proben mit weniger als 10 Genkopien je µL. 

Über eine Mehrfachbestimmung gelang letztlich auch der positive Nachweis dieser Proben via PCR-

LFA (Abschnitt 4.5.2.2). Der beschriebene KHV-Nachweis ist wegen des einfachen Nachweisregimes 

und der post PCR-Hybridisierung leicht für die Nutzung POC-tauglichen Equipments adaptierbar. 

Eine grundlegende Kompatibilität mit einer einfachen Aufarbeitungsmethode von Kiemenabstrichen 

unterstreicht darüber hinaus die Robustheit der PCR-LFA-Methode und somit auch die praktische 

Relevanz (Loose und Breitbach et al., 2020).  

Carryover Kontaminationen limitierten jedoch die tatsächliche Nutzbarkeit des Testsystems massiv. 

Dieses Problem wurde im Zuge der Entwicklung des CEV-Nachweises aufgegriffen 

(Abschnitt 4.5.3.4). Durch die Implementierung der UDG gelang es, carryover Kontamination 

vollständig zu unterbinden. Methodische Fortschritte sind vor allem durch die Kombination einer 

asymmetrischen duplex PCR mit einer schnellen post PCR-Hybridisierung charakterisiert. Dadurch 

gelang die Etablierung eines sensitiveren Nachweises von etwa 6 Kopien je µL. Der Versuch eine 

triplex PCR (KHV, CEV und IAC) zu etablieren, scheiterte aufgrund zahlreicher Rückschläge 

während der CEV-Nachweisentwicklung. Dabei wurde die verwendete IAC gemäß Gilad et al. (2004) 

als wichtige Schwachstelle identifiziert (Abschnitt 4.3.5.5). 

Letztlich ist es nicht gelungen einen 100% funktionellen CEV-Nachweis zu etablieren. Die 

methodischen Weiterentwicklungen sind im Gesamtkontext der Arbeit trotzdem als wichtige 

Bausteine hin zu einem sehr sensitiven POC-tauglichen Nachweissystem zu verstehen. Für eine 

tatsächliche Praxisanwendung am Teich wurden wichtige Limitationen identifiziert und 

Lösungsstrategien erarbeitet, auf die insbesondere im zweiten Diskussionsteil genauer eingegangen 

wird.  

5.1.4. Detektion von SNPs – Nachweis der Faktor V Leiden Mutation 

In der Literatur ist die Anzahl verwendeter Methoden zum Nachweis von Punktmutationen über 

NALFIAs vergleichsweise überschaubar. Verwendung finden hier vor allem PCR-Methoden. Hierzu 

zählen die singleplex und multiplex ARMS PCR (Hui et al., 2016 / Lian et al., 2016 / Li et al., 2017 / 

Xuhong et al., 2019 / Zhang et al., 2020). Eine weitere Methode, die sogenannte (single) Primer 

Extension PCR (PEXT-PCR), wurde ebenfalls mehrfach für die Erkennung von Punktmutationen 

genutzt (Litos et al., 2007 / Litos et al., 2009 / Konstantou et al., 2009 / Moers et al., 2015 / 

Lin et al., 2018). Isothermale Amplifikationsmethoden eignen sich grundsätzlich ebenfalls für SNP-

Analysen, was Abwandlungen wie die PNA-LNA mediated LAMP, die probe enhanced LAMP oder 

allele specific LAMP beweisen (Itonaga et al., 2016 / Ding et al., 2019 / Badolo et al., 2012). Es 

finden sich jedoch nur sehr wenige Veröffentlichungen, die isothermale Amplifikation und Lateral 

Flow für die Erkennung von SNPs kombinieren. Hierzu zählen eine LAMP-Variante, die ein 

spezielles Primerdesign nutzt, sowie die Circular Strand Displacement Amplification in Kombination 
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mit einem SNP-spezifischen Ligase-Assay (Yongkiettrakul et al., 2017 / Yongkiettrakul et al., 2020 / 

Xiao et al., 2012 / Zeng et al., 2017). Die Reporter-basierten CRISPR-Cas-abhängigen 

Nachweistechniken (Einleitung 1.3.4) sind ebenfalls grundsätzlich geeignet, SNPs zu erkennen 

(Myhrvold et al., 2018). 

Im Rahmen dieser Arbeit galt es verschiedene NALFIA-Techniken zu etablieren, zu testen und zu 

vergleichen, die einen einfachen, schnellen Nachweis von SNPs grundsätzlich erlauben. Als 

Testsystem wurde das sogenannte humane Faktor V Leiden (FVL) ausgewählt. Hierbei handelt es sich 

um eine Gerinnungsstörung des Blutes, die auf eine vererbte Punktmutation zurückzuführen ist 

(Van Cott et al., 2016).  

In der menschlichen Blutgerinnung fungiert das aktivierte Protein C (APC) mit dem Kofaktor 

Protein S als natürliches Antikoagulationssystem (Griffin et al., 2007). Dieser wichtige Komplex ist in 

der Lage, den aktivierten Faktor Va und Faktor VIIIa (FVa, FVIIIa) zu deaktivieren 

(Griffin et al., 2007 / Van Cott et al., 2016). Die Punktmutation G1691A im Faktor V - Gen führt zu 

einem Aminosäureaustausch (R506Q) im Faktor V Protein, der die APC-vermittelte Deaktivierung 

von FVa deutlich verlangsamt (Bertina et al., 1994 / Greengard et al., 1994 / Zöller et al., 1994). Diese 

sogenannte FVL-assoziierte APC-Resistenz kann in heterozygoten Individuen das Risiko einer 

venösen Thrombose um den Faktor 3 bis 7 und in homozygoten Individuen sogar um den Faktor 20 

bis 80 erhöhen (Ridker et al., 1995 / Rosendaal et al., 2005). Andere Faktoren wie Schwangerschaft, 

Hyperhomocysteinämie oder steigendes Alter können in Kombination mit dem FVL das 

Thromboserisiko zusätzlich steigern (Ridker [1] et al., 1997 / Dizon-Townson et al., 1997 / 

Ridker [2] et al., 1997). Zudem ist diese genetische Veränderung kein selten vorkommendes 

Phänomen, da 2-5 % der kaukasischen Bevölkerung diese Punktmutation besitzen. In einzelnen 

Regionen, wie Schweden oder Griechenland tragen sogar 11 bzw. 15% der Bevölkerung diese 

genetische Veränderung (Kujovich et al., 2011 / Albagoush et al., 2020). Somit lässt sich 

schlussfolgern, dass mit der Detektion der FVL-Mutation ein absolut praxisnahes und diagnostisch 

relevantes Testsystem zur Beurteilung von SNP-Erkennungsstrategien gewählt wurde. 

5.1.4.1. RNase H2-abhängige PCR  

Die Nutzung der RNase H2 in der PCR (rhPCR) wurde erstmalig von Dobosy et al. (2011) als 

Methode zur verbesserten Erkennung von SNPs beschrieben. Dabei wurde die, aus dem Organismus 

Pyrococcus abyssii stammende, thermostabile RNase H2 in der PCR zur „Aktivierung“ 

elongationsblockierter Primer verwendet und in den folgenden Jahren mehrfach erfolgreich für die 

Detektion von SNPs genutzt (Dobosy et al., 2011 / Broccanello et al., 2018 / Nakauchi et al., 2020). 

Die Kombination aus rhPCR und LFA wurde nach meinem Kenntnisstand bislang nicht beschrieben.  

In dieser Arbeit wurde folglich erstmalig gezeigt, dass durch die verwendete Primer-

Markierungsstrategie die rhPCR sehr gut via LFA ausgewertet werden kann (Abschnitt 4.7.1). 
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Darüber hinaus erwies auch die duplex rhPCR als grundlegend funktionell (Abbildung 45). Der damit 

einhergehende Einfluss zur Verminderung von unspezifischen Amplifikationen ist im NALFIA-

basierten Kontext besonders hervorzuheben. Im Fokus dieser Analysen stand jedoch die Entwicklung 

einer robusten, Allel-spezifischen duplex PCR zum parallelen Nachweis der beiden FVL-assoziierten 

Genvarianten. Die Etablierung der singleplex rhPCRs zum Nachweis der FVL-Mutation und des WT-

Allels gelangen grundsätzlich, wobei die sehr gute Diskriminierbarkeit der FVL-Mutation 

hervorgehoben werden kann. Die duplex rhPCR hingegen konnte nicht erfolgreich entwickelt werden. 

Durch Akkumulation von amplifizierbarem template während der Reaktion, tendierte der             

duplex Nachweis in „beide Richtungen“ immer wieder zu Unspezifitäten (Abbildung 46).  

Diese Ergebnisse deckten sich letztlich recht gut mit bestehenden Erkenntnissen zur rhPCR. So wurde 

im singleplex Ansatz gezeigt, dass die Positionierung der RNA-Base im Primer, die Sequenz, sowie 

die Positionierung der Mismatch-Position im Primer erheblichen Einfluss auf ∆Ct und somit auf die 

Spezifität nimmt (Dobosy et al., 2011 / Crissman et al., 2020). Ein Nachteil der verwendeten rhPCR-

Strategie ist die kostenintensive Entwicklung hin zu einer spezifischen und robusten 

Primerkombination. So schlug bspw. ein Standard-rhPrimer (5’Biotin, 3‘ Spacer C3, interne RNA-

Base) mit einem Kostenfaktor von etwa 100 € zu Buche. Ein Assay-Redesign in Kombination mit der 

Testung multipler Primerkombinationen und anschließender Optimierung trieb die 

Entwicklungskosten rasch unverhältnismäßig in die Höhe, sodass umfangreichere 

Optimierungsarbeiten gestoppt wurden. 

Letztlich lässt sich festhalten, dass die rhPCR ein geeignetes Werkzeug für eine schnelle und einfache 

Erkennung von SNPs zu sein scheint und gleichzeitig absolut kompatibel mit einer Lateral Flow 

basierten Analyse ist. Die Entwicklung einer duplex rhPCR zur vollständigen Genotypisierung stellte 

sich als schwierig heraus. Alternative, universelle und somit kostengünstigere rhPCR-basierte 

Nachweistechniken, wie von Beltz et al. (2018) präsentiert, könnten nicht nur kostengünstige 

Analysen ermöglichen, sondern auch die Entwicklung vereinfachen und beschleunigen. 

5.1.4.2. ARMS-PCR 

Die amplification refractory mutation system (ARMS) - PCR definiert sich durch das Einfügen 

zusätzlicher Fehlpaarungen in den zu verlängernden 3‘-Bereich eines Primers (Ye et al., 2001). In der 

Literatur wird diese Technik als einfache, günstige und vor allem multiplex fähige Methode 

beschrieben, um einen oder mehrere SNPs zu detektieren (Zhang et al., 2020 / Gupta et al., 2018). Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde diese Technik analog zur rhPCR genutzt, um die FVL-Mutation zu 

erkennen und eine entsprechende Genotypisierung in einer duplex ARMS-PCR mit anschließender 

LFA vorzunehmen (Abschnitt 4.7.2). Dabei konnten spezifische und robuste singleplex PCRs 

erarbeitet werden (Abbildung 48 D). Auch nach zahlreichen Optimierungen gelang es jedoch nicht, 

eine wirklich sicher funktionierende duplex PCR für die Erkennung beider FVL-assoziierter Allele zu 

erarbeiten. Die zugrunde liegende Problematik gestaltete sich als vergleichbar zu den Versuchen mit 
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der rhPCR. Dieser Umstand verdeutlicht die Wichtigkeit des grundlegenden Überarbeitens des 

Assaydesigns. Unterstützt wird diese Schlussfolgerung durch eine aktuelle Veröffentlichung, die 

erstmalig einen funktionierenden one-pot SNP-Nachweis beider Allele in einer Tetra-ARMS-PCR mit 

anschließender Lateral Flow Analyse beschreibt (Zhang et al., 2020). In vorherigen Publikationen 

wurde die ARMS-PCR in Kombination mit einer LFA bereits erfolgreich für die SNP-Erkennung 

genutzt (Hui et al., 2016 / Lian et al., 2016 / Li et al., 2017 / Xuhong et al., 2019). Allen Arbeiten ist 

gemein, dass singleplex ARMS-PCRs für die SNP-Analyse herangezogen wurden, was die 

Komplexität der Etablierung einer funktionellen und robusten duplex ARMS-PCR unterstreicht. Im 

Kontext dieser Arbeit gelang es mit Hilfe zweier singleplex ARMS-PCRs, beide FVL-assoziierten 

Allele korrekt zu charakterisieren. Die Implementierung der UDG als Schutz vor                    

carryover Kontaminationen ist dabei als besondere Nachweiseigenschaft zusätzlich hervorzuheben.  

5.1.4.3. Sonden-basierte NALFIAs  

In den PCR-basierten NALFIAs zur Erkennung von SNPs wird die Spezifität der Nachweisreaktion 

insbesondere durch speziell gestaltete Primer, sowie deren Elongierbarkeit definiert (ARMS-PCR, 

PEXT-PCR, rhPCR). In dieser Arbeit wurde eine weitere verhältnismäßig einfache methodische 

Herangehensweise geprüft. Die post PCR-Hybridisierung mit unterschiedlich markierten SNP-

spezifischen Sonden wurde für den Nachweis der Faktor V Leiden Mutation erfolgreich entwickelt 

(Abschnitt 4.7.3). Hierüber gelang die vollständige und korrekte Genotypisierung von 13 klinischen 

DNA-Proben. Verglichen mit der 2020 beschriebenen Tetra ARMS-PCR von Zhang et al., hat die hier 

präsentierte Methode den wichtigen Vorteil, dass das Potenzial hinsichtlich Nachweisgeschwindigkeit 

und mutliplexing bei Weitem nicht ausgeschöpft zu sein scheint. Weiterhin hat diese einfache 

Hybridisierungstechnik durchaus das Potenzial mit anderen (isothermalen) Amplifikationsmethoden 

kombiniert zu werden. Nachteil der hier präsentierten Methoden ist, dass die Hybridisierung nach 

Amplifikation einen zusätzlichen Arbeitsschritt erfordert. Aus diesem Grund wurde zusätzlich eine 

weitere Nachweistechnik für die Erkennung der FVL-Mutation getestet.  

Die Reporter-basierte, RNase H2-abhängige PCR erwies sich in diesem Zusammenhang ohne 

besondere Optimierung als schnelle und funktionierende one-pot Methode für die Erkennung der 

FVL-assoziierten Genotypen (Abschnitt 4.7.4.1). Über 93% aller getesteten klinischen Proben wurden 

korrekt genotypisiert. Der Versuch eine analoge LAMP-basierte Methodik zu erarbeiteten, scheiterte 

(Abschnitt 4.7.4.2). Die nötige Spezifität für eine genaue SNP-Diskriminierung wurde nicht erreicht. 

Die Nutzung von Reporter-basierten NALFIAs hat offensichtlich großes Potenzial, ist jedoch derzeit 

auf Ebene der Lateral Flow basierten Auswertung limitiert, worauf an späterer Stelle genauer 

eingegangen wird. 
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5.1.4.4. SNP-Nachweis via NALFIA: ein Zwischenfazit 

Bereits 1996 wurde eine ARMS-PCRs zur Erkennung der FVL-Mutation aus Blut genutzt und die 

Methode anschließend veröffentlicht (Scobie et al., 1996). 24 Jahre später haben Weiterentwicklungen 

und Optimierungen des identischen Nachweis-Systems immer noch Relevanz, da bestimmte Aspekte 

wie der Zeitfaktor, Arbeitsaufwand, Komplexität, sowie die Verwendung gesundheitsgefährdender 

Auswerteformate immer wieder kritisch beleuchtet werden (Chang et al., 2015 / Yu et al., 2020). Die 

stetige Entwicklung alternativer SNP-Nachweistechniken, wie PCR-RFLP, RT-PCR aber auch        

Next Generation Sequencing zeigen den Trend hin zu einem verstärkten multiplexing 

(Lucotte et al., 2003 / Koksal et al., 2007 / Gorski et al., 2018). Die rh- und ARMS-PCR erwiesen sich 

in dieser Arbeit als sehr gute Werkzeuge zur schnellen Entwicklung von singleplex SNP-Nachweisen 

im Lateral Flow-Format. Gerade das multiplexing wurde als wesentliche Hürde für diese Methoden 

herausgearbeitet.  

Die universelle und schnelle post PCR-Hybridisierung „erkannte“ nicht nur den FVL-SNP spezifisch, 

sondern ermöglichte auch ein multiplexing, wodurch die vollständige Genotypisierung mit dieser 

methodischen Herangehensweise gelang. Die Entwicklung von Lateral Flow-kompatiblen, Reporter-

basierten Nachweismethoden, wie der Rep-rhPCR bestätigen, dass sich PCR- und Sonden-basierte 

Nachweisformate für einen spezifischen SNP-Nachweis besonders zu eignen scheinen. So gelingt 

innerhalb einer Stunde der one-pot SNP-Nachweis der FVL-Mutation ohne besonderen 

Geräteaufwand mittels Reporter-basierter RNase H2-abhängiger PCR. Die isothermale Version dieser 

Methodik (LAMP) samt LFA konnte den SNP nicht korrekt identifizieren, versteht sich jedoch als 

Fingerzeit auf das Potenzial einer sehr schnellen POC-tauglichen Diagnostik, bei der die Vorteile der 

Reporter-basierten Analytik zum Tragen kommen. 

Letztlich ist es gelungen, die FVL-assoziierten Genotypen in einer Reaktion mit einem LFD 

darzustellen und dabei die methodische Vielfalt für den Nachweis von Punktmutationen zu 

beleuchten. Die gesammelten Erkenntnisse, Rückschläge, wie Teilerfolge können in der Summe einen 

wesentlichen Beitrag zur Entwicklung zukünftiger, einfacher und schneller POC-tauglicher multiplex 

SNP-Nachweise darstellen. 

5.1.5. Validierung eines kommerziellen NALFIAs – Nachweis von TAB 

Alicyclobacillus spp. (ACB) sind ubiquitär vorkommende, aerob wachsende, nicht-pathogene 

Bakterien, die häufig im Boden oder auf Früchten zu finden sind (Wisotzkey et al., 1992 / 

Walls und Chuyate, 2000 / Groenewald et al., 2008). ACB werden häufig sehr treffend als TAB 

bezeichnet, was für thermophile, acidophile Bazillen steht (Uchino und Doi, 1967). Aufgrund dieser 

Eigenschaften gelten ACB als bedeutende Schadorganismen in der Fruchtsaftproduktion, wobei 

Alicyclobacillus actidoterrestris (AAT) als der am häufigsten vorkommende Schädiger der Gattung 

ACB beschrieben ist (Pettipher et al., 1997). Das ACB-assoziierte Schadbild ist durch Eintrübung, 
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Sedimentierung, aber vor allem durch die Bildung erheblicher Fehlaromen, die häufig als medizinisch 

oder antiseptisch beschrieben werden, charakterisiert (Pettipher et al., 1997 / Gocmen et al., 2005). 

Die durch ACB produzierten relevanten off-flavour verursachenden Phenolderivate sind 2-

Methoxyphenol (Guaiacol) und die beiden Halophenole: 2,6-Dibromophenol (2,6-DBP) und 2,6-

Dichlorophenol (2,6-DCP) (Yamazaki et al., 1996 / Siegmund und Pöllinger-Zierler, 2006 / 

Borlinghaus und Engels, 1997). Es gilt als generell akzeptiert, dass insbesondere Guaiacol die 

wichtigste Fehlaroma-verursachende Komponente in kontaminierten Fruchtsäften darstellt. Die 

Fähigkeit Guaiacol zu bilden, ist als Spezies-spezifisch beschrieben und kann durch Faktoren wie 

Sauerstoffgehalt, Zelldichte und Temperatur beeinflusst werden (Chang et al., 2015 / 

Pettipher et al., 1997 / Eiroa et al., 1999 / Bahçeci et al., 2007 / Witthuhn et al., 2012). Darüber hinaus 

wurde gezeigt, dass ACB in der Lage sind, Biofilmbildung zu initiieren, was eine schlüssige Erklärung 

sein könnte, warum diese Organismen in verschiedensten Stufen der Fruchtsaftproduktion zu finden 

sind (dos Anjos et al., 2013 / do Prado et al., 2019). Das Vorkommen auf Böden, Wänden, im 

Spülwasser und in Abfüllanlagen selbst unterstreicht die Gefahr von Sekundär- und Rekontamination 

im Produktionsprozess (Groenewald et al., 2009 / de Cássia Martins Salomão et al., 2013). ACB-

assoziierte Schädigung von Fruchtsäften ist kein seltenes Phänomen, was die Bedeutung einer 

sensitiven, empfindlichen und validen ACB-Diagnostik verstärkt (Howard, 2006 / Oteiza et al., 2011).  

Eine der wichtigsten Richtlinien für den Nachweis von ACB entstammt der International Federation 

of Fruit Juice Producers (IFU) und trägt den Namen IFU method No. 12 (kurz: IFU No. 12). Seit der 

ersten Veröffentlichung im Jahr 2003 wurde diese Richtlinie stetig adaptiert und optimiert. Bei der 

IFU No. 12 handelt es sich um eine mehrstufige selektive Kultivierungsvorschrift, bei der im 

Extremfall zwei Wochen bis zu einem validen Ergebnis vergehen können (Cai et al., 2015 / 

Grasso et al., 2009 / Wang et al., 2014). Der Wunsch nach einer beschleunigten Analytik verdeutlicht, 

warum in den letzten 15 Jahren zahlreiche alternative immunologische und molekularbiologische 

Nachweisverfahren publiziert wurden. Hierzu zählen: RT-PCR, Endpunkt-PCR, PCR-RFLP, 

isothermale Amplifikationen, sowie Aptamer- oder Antikörper-basierte Anreicherungs- und 

Detektionsstrategien (Cai et al., 2015 / Sourri et al., 2019 / Yamazaki et al., 1996 / Connor et al., 2005 

/ Luo et al., 2004 / Shayanfar et al., 2015 /  Hünniger et al., 2015 / Wang et al., 2014 / 

Mast et al., 2016). Trotz dieser innovativen Ansätze zur beschleunigten Erkennung von ACB mangelt 

es häufig an umfangreichen Validierungsstudien zur realistischen und praxisnahen Beurteilung 

alternativer Nachweiskonzepte. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein kommerziell 

verfügbares NALFIA-basiertes Nachweiskit für Validierungsanalysen verwendet, in dessen Zentrum 

eine Vergleichsuntersuchung gemäß DIN EN ISO 16140 stand. Die zentrale Fragestellung, die im 

Kontext dieses Kapitels beantwortet werden sollte ist, welches Potenzial NALFIAs in einem absolut 

praxisnahen und –relevanten Kontext entfalten können. 

Das beschriebene ACB-Nachweissystem lässt sich von der Komplexität her am ehesten als eine stark 

vereinfachte Labormethode beschreiben, die etwas Erfahrung hinsichtlich liquid handling erfordert. 
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Somit richtet sich die Technik an mittlere und größere Fruchtsafthersteller oder Analyselabore mit 

entsprechenden personellen und räumlichen Möglichkeiten. In unter 90 Minuten gelingt ein Nachweis 

auf ACB. Die Analysedauer verlängert sich um etwa eine Stunde bei nachgeschalteter Testung auf 

AAT bzw. Guaiacol-produzierende ACB. In umfangreichen Analysen konnte gezeigt werden, dass die 

Tests mit einer unteren Nachweisgrenze von etwa 1*103 cfu / mL funktionieren, wobei die Matrix 

einen Einfluss auf die Nachweisempfindlichkeit nehmen kann (Abschnitt 4.3.1 und 4.3.2). Der ACB-

Nachweis-Kit erwies sich als ausreichend spezifisch, da alle untersuchten Spezies korrekt identifiziert 

wurden. Lediglich wenige schwache, nicht reproduzierbare Unspezifitäten traten auf, die eine 

Indikation für eine NALFIA-charakteristische Schwachstelle, die carryover Kontamination, sein 

könnte (Abbildung 73). Die sehr aufwändig gestaltete Vergleichsuntersuchung offenbarte, dass der 

NALFIA-Kit nach fünftägiger Anreicherung eine nahezu vollständige Übereinstimmung mit der 

Kultur-basierten Referenzmethode zeigte (Cohen’s kappa [acb]: 0,93; [aat] 1,0; [gp] 0,96). Auch die 

Direktanalyse repräsentativer Einzelkolonien auf BAT-Agar nach 7 bis 8 Tagen zeigte eine perfekte 

Übereinstimmung mit entsprechenden Referenzmethoden (Kulturbestätigung/ 16S-Sequenzierung / 

MALDI-TOF-MS). Interessanterweise können im Einzelfall Analysen aus 2- bzw. 3-tägiger 

Anreicherung unter Zeitdruck absolut sinnvoll sein, denn es werden 90% bzw. 95% aller Guaiacol-

bildenden ACB korrekt erkannt. Die Abbildung 60 fasst die vielseitigen Nutzungsmöglichkeiten des 

ACB-Nachweissystems zusammen.  

 

 
Abbildung 60 - Mögliche PCR-LFA Kontrollpunkte für die ACB-Diagnostik 
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Negative Aspekte, die im Rahmen der Validierungsstudie herausgearbeitet wurden, sind vor allem die 

Falschpositivrate des ACB-Screeningsystems (4-8%), die Gefahr von carryover Kontaminationen, 

sowie die mangelnde multiplex-Fähigkeit, was sich direkt auf Analyseumfang und -dauer auswirkt. 

Ansonsten beweisen diese Ergebnisse, dass NALFIAs auch in einem hochgradig praxisnahen und –

relevanten Zusammenhang mit einer sehr guten Performance und Nutzbarkeit zu überzeugen wissen. 

In diesem konkreten Beispiel wurde gezeigt, dass eine verhältnismäßig einfache, vielseitig nutzbare 

und trotzdem sehr gut funktionierende NALFIA-Methode zum Nachweis von Schadorganismen in 

einem extrem heterogenen Lebensmittel gelingt. Die methodische Vereinfachung auf allen Ebenen 

(Probenvorbereitung, liquid handling, Auswertung und Interpretation) scheint essentiell, um komplexe 

Methoden in verschiedenste Bereiche des Alltags zu überführen, die letztlich spürbar davon 

profitieren. Die hier präsentierten Arbeiten belegen, dass NALFIAs hierzu einen wesentlichen Beitrag 

leisten .können. 

Abschließend für den ersten Diskussionsteil wird mit der Tabelle 20 eine Übersicht der in der Arbeit 

etablierten Nachweissysteme inklusive deren Charakteristika präsentiert. 
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Tabelle 20 - Übersicht der erarbeiteten NALFIAs 

Nachweis von Bereich / Sektor 
Amplifikations-

methode 
LFD 

Analyse-
dauer 

Eigenschaften / Besonderheiten Nachweisempfindlichkeit 

Lactobacillus cerevisiae  
Mikrobiologische 
Qualitätskontrolle 

Lebensmittelindustrie 
duplex PCR MGHD2 ca. 1 h 

IAC vorhanden, direkt PCR, kompatibel mit 
NBB-B® 

ca. 20 cfu je Reaktion 

Lactobacillus rossiae  
Mikrobiologische 
Qualitätskontrolle 

Lebensmittelindustrie 
duplex PCR MGHD2 ca. 1 h 

IAC vorhanden, direkt PCR, kompatibel mit 
NBB-B® 

ca. 2-20 cfu je Reaktion 

Homo-/ Heteroplasmie-
Test von C. reinhardtii 
Chloroplasten-Mutanten 

Biotechnologie duplex PCR MGHD2 ca. 2 h 
(IAC) / direkt PCR & quick and dirty DNA-

Extraktion 

1 Kopie Rezipienten-Plastom 
unter 1.000-10.000  

Transformanten-Plastomkopien 

Identifikation relevanter 
Bier-schädigender 
Bakterien  

Mikrobiologische 
Qualitätskontrolle 

Lebensmittelindustrie 

singleplex PCR mit 
post PCR-

Hybridisierung 
MGHD 0,5 – 1 h 

schnelle Spezies-Identifikation, ohne IPK, 
direkt PCR-kompatibel 

> 20 cfu je Reaktion 

Cyprinid Herpes Virus 3 
(CyHV-3, KHV) 

Veterinärmedizinische 
Diagnostik 

duplex PCR + post 
PCR-Hybridisierung 

MGHD2 ca. 1,5 h 
Amplifikationskontrolle / direkt PCR, quick 

and dirty Extraktion  
9 Kopien / µL 

Carp Edema Virus (CEV) 
Veterinärmedizinische 

Diagnostik 
duplex PCR + post 
PCR-Hybridisierung 

MGHD2 ca. 2 h 
Amplifikationskontrolle / direkt PCR, quick 
and dirty DNA-Extraktion/ Prävention carry 

over- Kontamination 
6 Kopien / µL 

Lactobacillus lindneri 
Mikrobiologische 
Qualitätskontrolle 

Lebensmittelindustrie 
Rep-rhPCR MGHD ca. 1 h 

keine IAC, innovatives Nachweismethodik, 
Reporter-basiert 

2-200 cfu / Reaktion (abhängig 
von MGHD-Lot) 

Faktor V Leiden Mutation 
Humanmedizinische 

Diagnostik 
rhPCR (singleplex) 

MGHD/ 
MGHD2 

ca. 1 h 
2 Nachweisreaktionen zur vollständigen 
Genotypisierung erforderlich, keine IAC 

SNP-Detektion möglich (20 ng 
humane gDNA, ca. 1000 Kopien 

/ Reaktion) 

Faktor V Leiden Mutation 
Humanmedizinische 

Diagnostik 
ARMS-PCR 
(singleplex) 

MGHD/ 
MGHD2 

ca. 1 h 
+ UDG (Schutz vor carry over 

Kontamination), ohne IAC, multiplex u.U. 
möglich  

SNP-Detektion möglich (20 ng 
humane gDNA, ca. 1000 Kopien 

/ Reaktion) 

Faktor V Leiden Mutation 
Humanmedizinische 

Diagnostik 
Rep-rhPCR 
(singleplex) 

MGHD/ 
MGHD2 

ca. 1 h 
Ohne UDG, IAC enthalten, one pot 

Reaktion 

SNP-Detektion möglich (20 ng 
humane gDNA, ca. 1000 Kopien 

/ Reaktion) 

Faktor V Leiden Mutation 
Humanmedizinische 

Diagnostik 

singleplex Standard 
PCR + post PCR-

Hybridisierung 
MGHD2 ca. 1 h 

mit IPK, mit UDG, multiplex kompatibel zur 
vollständigen Genotypisierung,  

SNP-Detektion möglich (20 ng 
humane gDNA, ca. 1000 Kopien 

/ Reaktion) 
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5.2. Teil II - Limitationen von NALFIAs und praktisch nutzbare 
Lösungsstrategien 

In dieser Arbeit wurden zahlreiche methodische Konzepte erarbeitet und genutzt, um praxisrelevante 

NALFIAs in verschiedensten Themenbereichen etablieren zu können. Doch unabhängig von der 

jeweiligen Fragestellung limitierten universelle, z.T. NALFIA-spezifische Probleme die initiierten 

Entwicklungsprozesse. In den folgenden Abschnitten werden diese Limitationen kapitelübergreifend 

benannt und diskutiert. Der Umgang mit diesen Limitation, die kritische Auseinandersetzung mit 

aktuellen Literaturstellen und die Erarbeitung spezifischer Lösungswege bilden das Grundgerüst dieses 

Diskussionsteils. 

5.2.1. Multiplexing 

Eine offensichtliche Limitation von NALFIAs ist Anzahl der möglichen Ergebnisse, die einem 

Universalteststreifen zu entnehmen sind. Die in dieser Arbeit genutzten LFDs verfügen über eine bzw. 

zwei Testlinien, sowie je eine Kontrolllinie, die zur Interpretation der Ergebnisse herangezogen werden 

(Abschnitt 1.2.6). Nach meinem aktuellen Wissensstand existieren derzeit nur sehr wenige kommerziell 

verfügbare Universalteststreifen, die mehr als zwei Testlinien besitzen. Nukleinsäure-basierte 

Amplifikationsmethoden, wie die PCR, erlauben teilweise sehr starkes multiplexing, bei dem durchaus 

weit mehr als 50 Primerpaare je Reaktion zum Einsatz kommen können (Palka-Santini et al., 2009 / 

Ziegler et al., 2015). Mögliche post-Amplifikations-Hybridisierungen können den Grad des 

multiplexings zusätzlich verstärken. Dieses wichtige Charakteristikum von Amplifikationsmethoden 

illustriert sehr deutlich die Diskrepanz zwischen der multiplex-Fähigkeit auf Ebene der Amplifikation 

und den Darstellungsmöglichkeiten in der Lateral Flow Analyse. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass gerade in der Point-of-Care Analytik 

verschiedene Fragestellungen mit den zur Verfügung stehenden Teststreifen durchaus beantwortet 

werden können. Es hat sich häufig sogar bewiesen, dass sich die Beschränkung auf die wesentliches ein 

bis zwei Informationen je Nachweis als vorteilhaft für die Performance und die Einfachheit der 

Gesamtanalyse auswirkte. Durch die Nutzung nacheinander geschalteter NALFIAs                   

(Abschnitt 4.3, Alicyclobacillus-Nachweise) oder durch die Verwendung multipler Hybridisierungen 

nach Amplifikation konnte trotzdem in gewisser Art und Weise ein multiplexing betrieben werden 

(Abschnitt 4.4.1).  

In der Literatur werden verschiedene Arten des Lateral Flow-assoziierten multiplexings aufgeführt, die 

sich für eine universelle Nutzung eignen. Dazu zählt bspw. die Verwendung verschiedener LFA-

kompatibler Fluoreszenzfarbstoffe in Kombination mit einem Fluoreszenz-basierten readout oder dem 

Immobilisieren zahlreicher verschiedener Fänger-Antikörper auf der analytischen Membran eines LFDs 

(Xu et al., 2014 / Li et al., 2019). NALFIAs bieten grundsätzlich die Möglichkeit, dass 

Hybridisierungen gewinnbringend genutzt werden können (Abschnitt 4.4 und 4.7.3). Von daher ist es 
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naheliegend, analog zu existierenden Microarray-Formaten, spezifische LFDs zu nutzen. Grundsätzlich 

konnte gezeigt werden, dass NALFIAs mit immobilisierten Sonden zu einem verstärkten multiplexing 

beitragen können (Tian et al., 2014 / Gomez-Martinez et al., 2018 / Zhang et al., 2019). Bei 

entsprechender Miniaturisierung können je LFA tatsächlich deutlich mehr als 30 Testpunkte genutzt 

werden (Taranova et al., 2013). Die Herstellung entsprechender LFDs ist grundsätzlich möglich, jedoch 

absolut spezifisch für den jeweiligen Nachweis und kaum mit bloßem Auge interpretierbar, sodass im 

Sinne eines LFD-Herstellers die Wirtschaftlichkeit einer solchen Plattform kritisch zu hinterfragen sein 

dürfte. Trotzdem bieten LFDs die Möglichkeit ein beachtliches multiplexing zu betreiben. 

Weiterentwicklungen wie die post PCR-Hybridisierung oder die Nutzung von Helfern könnten künftig 

wichtige Bausteine für ein verbessertes multiplexing von NALFIA-Formaten darstellen. 

5.2.2. Der high dose hook effect 

Der high dose hook effect ist ein charakteristisches Immunoassay-assoziiertes Phänomen, das in 

gängigen Nachweisformaten wie ELISAs oder eben Lateral Flow Immunoassays zum Tragen kommen 

kann (Chen et al., 2018 / Lourens et al., 2014). Dabei wird dieses Phänomen in Sandwich-

Immunoassay-Formaten beobachtet, bei denen alle Reaktionspartner gleichzeitig in einem 

Reaktionsraum zu einander finden. Der Effekt setzt ein, sobald die Menge des Analyten die Anzahl zur 

Verfügung stehender Bindestellen im Nachweissystem überschreitet. Durch den Analyt-Überschuss 

können Bindestellen der mobilen und / oder stationären Phase des LFD „blockiert“ werden, sodass 

weniger Signal-gebende Komplexe gebildet werden können. Sowohl bei qualitativen, semi-

quantitativen als auch bei quantitativen Analyseformaten können sehr hohe Analyt-Konzentrationen 

wegen des hook effects zu schwach positiven oder im Extremfall zu falsch negativen Ergebnissen führen 

(O’Farrell, 2008). In kompetetiven oder sequenziell arrangierten Testformaten kommt dieser Effekt 

nicht zum Tragen. Der high dose hook effect ist eine wichtige praxisrelevante Limitierung von 

Immunoassays (Hoofnagle et al., 2009 / Petakov et al., 1998). Als praktisches Beispiel lässt sich der 

vielleicht bekannteste Lateral Flow basierte Nachweis anführen, der humane Schwangerschaftstest. Hier 

kann bspw. ein massiv erhöhter hCG-Spiegel aufgrund einer sogenannten molaren Schwangerschaft zu 

falsch negativen Resultaten führen, was im schlimmsten Fall erhebliche Konsequenzen für die Nutzerin 

eines solchen Testsystems haben kann (Winder et al., 2017).  

Grundsätzlich unterliegen NALFIAs identischen Limitationen. Jedoch kann durch die vorgeschaltete 

Nukleinsäure-basierte Amplifikationstechnik und eine standardisierte Lateral Flow Analyse die Anzahl 

der in das Immunoassay eingebrachten Label strikt limitiert werden, sodass der high dose hook effect 

vollständig vermieden werden kann. Das macht im Einzelfall NALFIAs zu einer sinnvollen Alternative 

zu Antigen-basierten Immunoassays (Ma et al., 2019). Der in der Arbeit genutzte Universalteststreifen 

ist ein in der Fachliteratur häufig genutztes Werkzeug für die Entwicklung innovativer NALFIAs 

(Abschnitt 1.2.6). Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig die mit dem high dose hook effect 

verbundenen Grenzen dieser beiden universellen Teststreifen konkret ermittelt und in den 
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Entwicklungen weitestgehend berücksichtigt (Anhang, Abbildung 90). Diese Analysen stellen folglich 

einen wichtigen Beitrag für künftige NALFIA-Entwicklungen dar. Mit Hilfe dieser Informationen und 

dem Wissen um den high dose hook effect kann man diese Limitation letztlich vollständig vermeiden. 

5.2.3. Carryover Kontaminationen 

Die Lateral Flow-basierte Auswertung von Amplifikaten bietet wichtige Vorteile gegenüber anderen 

Auswerteplattformen. Diese Vorteile gehen aber trotzdem mit einer sehr wichtigen Limitation einher. 

Nach Amplifikation wird das Reaktionsgefäß zwingend geöffnet, damit das Amplifikationsprodukt auf 

das LFD gelangt. Dieser Umstand ist sehr gefährlich für sich wiederholende Nachweissysteme, da das 

Öffnen der Reaktionsgefäße eine Quelle für carryover Kontamination darstellt (Longo et al., 1990 / 

Xuhong et al., 2019). Gerade hoch positive Proben bergen die Gefahr, dass nach dem Öffnen 

Amplifikate in Aerosolform freigesetzt werden (Wang et al., 2019). Selbst bei sehr sauberem Arbeiten 

kann eine Kontaminationslast am Ort der Auswertung und darüber hinaus entstehen, dass insbesondere 

bei sensitiver Nachweisführung gehäuft falsch positive Ergebnisse generiert werden 

(Abschnitt 4.3; 4.5; 4.7). Die Gefahr von carryover Kontaminationen ist charakteristisch für NALFIAs, 

aber trotzdem kein NALFIA-spezifisches Problem. Auch andere Methoden zur Beurteilung von 

Amplifikaten, wie Microarrays oder Elektrophoretische Auftrennung (AGE, Kapillargelelektrophorese), 

unterliegen einem vergleichbaren Risiko hinsichtlich carryover Kontaminationen. 

Im Rahmen dieser Arbeit ist dieses Phänomen tatsächlich gehäuft vorgekommen. Insbesondere bei den 

sensitiven Nachweissystemen für die Karpfenviren CyHV-3 und CEV traten massive Probleme mit 

falsch-positiven Ergebnissen auf, die das Arbeiten zeitweise unmöglich machten. Die Implementierung 

der Uracil-DNA-Glycosylase (UDG) in das Nachweissystem erwies sich als wirksam und effizient 

(Abschnitt 4.3.5.4). Die Funktionalität der UDG wurde auch im Zusammenhang mit anderen NALFIA-

assoziierten Amplifikationstechniken als wirksame Maßnahme zur Vermeidung von carryover 

Kontaminationen beschrieben, darunter die PCR, LAMP und MCDA (Xuhong et al., 2019 / 

Kil et al., 2015 / Wang et al., 2018). Alternative Maßnahmen zu Vermeidung dieser Kontaminationen 

sind bspw. die Nutzung geschlossener LFDs, die beschriebene räumliche Trennung der Abarbeitung 

oder speziellere Techniken, wie bspw. der Primer-induzierte Endonuklease-Verdau 

(Roskos et al., 2013 / Yan et al., 2015 / Wang et al., 2019 / Lalremruata et al., 2020). Bei weniger 

sensitiver  Nachweisführung spielte das Thema der carryover Kontamination eine vergleichsweise 

untergeordnete Rolle, sofern der generelle workflow zur Vermeidung von Kontaminationen eingehalten 

wurde (Material und Methoden, Abschnitt 3.2.6). Räumliche Trennung von Arbeitsschritten, mehrere 

Pipettensets, Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere sind dabei wirksame Maßnahmen, die jedoch bei 

extrem sensitiven Nachweisen auf Dauer nicht ausreichen. Gerade für Point-of-Need Anwendungen 

stellen carryover Kontaminationen ein erhebliches Risiko dar, was beireits bei der 

Nachweisentwicklung zwingend beachtet werden sollte. Erstaunlicherweise ist dieses Phänomen 
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trotzdem ein vergleichsweise selten diskutiertes Problem in der Fachliteratur, das durchaus mehr 

Beachtung verdient (Arizti-Sanz et al., 2020). 

5.2.4. Cross Primer Dimere (CPDs) 

Ein typisches Phänomen, das in NALFIAs immer wieder auftaucht, ist das Problem der Dimerisierung 

freier unterschiedlich markierter Primer bzw. Sonden. Amplifikate werden meistens bei Raum- bzw- 

Umgebungstemperatur durch LFA ausgewertet. Gerade bei niederen Temperaturen tendieren 

Nukleinsäuren erfahrungsgemäß zur Ausbildung komplexer Sekundärstrukturen und unspezifischen 

Interaktionen (Dong et al., 2001). Im Falle eines einfachen PCR-LFAs können bspw. Primer-

Heterodimere amplifikationsunabhängige Signale auf dem LFD verursachen. Das kann einen Nachweis 

nicht interpretierbar und somit gänzlich unbrauchbar machen. In einem solchen Fall ist es nicht 

möglich, zwischen negativen und positiven Resultaten zu differenzieren (Abschnitt 4.2.2 und 4.5.3.3). 

In verschiedenen Veröffentlichungen wurde dieses Problem beschrieben und zumeist recht umständlich 

gelöst. Die Heterodimerisierung markierter Oligonukeotide wurde durch Änderung der verwendeten 

Primer- bzw. Sondensequenzen vermieden (Wang et al., 2020). Auch die Änderung der 

Nachweisstrategie und teils aufwändige punktuelle Modifikation verwendeter Oligonukleotide führte 

zur Vermeidung der Primer- / Sonden - Dimerisierung (Wu et al., 2020). Das Redesign eines Assays 

sollte nicht die erste Option sein, wenn es darum geht, unerwünschte Primerinteraktionen in NALFIAs 

zu unterbinden. Diese methodische Herangehensweise geht mit einem hohen Entwicklungs- und 

Zeitaufwand einher und limitiert folglich die bestmögliche Nutzung bestehender 

Amplifikationsmethoden. Aus diesen Gründen ist die Entwicklung von Techniken zur zielgerichteten 

Eliminierung von CPDs aus methodischer Sicht ein thematisch wichtiger Eckpfeiler dieser Arbeit. 

5.2.4.1. Spezifische Strategien zur Eliminierung von Cross Primer Dimeren 

Nicht-markierte Oligonukleotide (Helfer) sind für den Teststreifen „unsichtbar“, da sie keine für die 

Detektion erforderlichen Markierungen tragen. Dieses Charakteristikum ist die Grundlage für die 

entwickelte Strategie zur spezifischen Eliminierung von CPDs. Dabei wird ein Helfer genutzt, der 

vollständig komplementär zu einem CPD - verursachenden Primer ist. Durch Zugabe dieses Helfers 

wird eine Interaktion zwischen dem CPD-verursachenden Primer und des nicht-markierten Helfers 

bewusst forciert. Es wird also die Bildung eines weiteren Heterodimers provoziert, welches jedoch kein 

Signal auf dem LFD verursachen kann und gleichzeitig die Bildung des ursprünglichen CPDs 

unterbindet. Durch die Komplementarität und die hohe Konzentration des Helfers ist die vollständige 

Auslöschung von CPDs in dieser Arbeit mehrfach gelungen. Die Abbildung 61 verbildlicht die in dieser 

Arbeit entwickelte Helfer-basierte CPD-Eliminierungs-Strategie. 
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Abbildung 61 - Funktionsprinzip der CPD-Helfer. (A) Ein unerwünschtes Heterodimer aus Biotin- und FITC/FAM-markierten 

Oligonukleotiden kann über das verwendete LFD auf der Testlinie gestoppt und durch das Goldkonjugat gebunden werden. Das 

führt zu einem deutlichen amplifikationsunabhängigen Signal auf der Testlinie. Die Analyse des Amplifikats via LFA ist nicht 

interpretierbar, da Negativkontrollen Signale auf T aufweisen. (B) In Anwesenheit von CPD-Helfern im Überschuss wird ein 

Heterodimer aus FITC/FAM-Primer/Sonde forciert, das die stationäre Phase der Testlinie überströmt. Die Zugabe von CPD-

Helfern ermöglicht die Auswertung des Amplifikats via LFA. Der Test ist interpretierbar. [-PCR] Negativkontrolle ohne PCR; 

[+PCR] Reaktionen durchlaufen PCR; [NC] Negativkontrolle; [PC] Positivkontrolle. 

 

Die Funktionalität dieses Assay-spezifischen Werkzeugs wurde mehrfach im Rahmen dieser Arbeit 

belegt. CPDs traten bei der Entwicklung verschiedener Nachweise immer wieder unabhängig 

voneinander auf, was die Häufigkeit dieses Phänomens unterstreicht. Durch die Nutzung der 

sogenannten CPD-Helfer gelang in allen Fällen die vollständige Eliminierung der falsch-positiven 

Signale auf dem LFD. Die Abbildung 62 verdeutlicht die Effektivität dieses einfachen, methodischen 

Werkzeugs. Bei der Entwicklung des CEV-Nachweises wurde ein partieller Helfer verwendet, der nur 

einen Teil des CPD-verursachenden Primers adressierte. Dieser kurze partielle Helfer zeigte, im 

Vergleich zum Volllängen-Helfer eine gesteigerte Fähigkeit die CPD-Bildung der markierten Primer zu 

unterbinden (Abschnitt 4.5.3.3; Abbildung 37). 
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Abbildung 62 - Eliminierung sechs verschiedener Cross Primer Dimere durch CPD-Helfer (Repräsentative Abbildung). Im Laufe 

der Arbeiten lieferten zahlreiche Primerkombinationen unerwünschte CPDs. Unabhängig von der Ausprägung der Signalstärke 

(„+“ bis „+++++“) gelang in jedem Fall die Auslöschung der falsch-positiven Signale durch CPD-Helfer. [-] ohne CPD-

verursachende Primer; [+] mit CPD-verursachenden Primern; [H] mit CPD-verursachenden Primern und spezifischem CPD-

Helfer. 

Es konnte gezeigt werden, dass Volllängen-Helfer dem Lateral Flow Laufpuffer oder dem 

Reaktionsprodukt selbst zugesetzt werden können. Partielle Helfer können darüber hinaus, sofern sie 

kurz genug sind und im Optimalfall über einen Elongationsblock verfügen, direkt in den 

Amplifikationsmix gegeben werden, ohne die Amplifikationsreaktion maßgeblich zu beeinflussen 

(Abbildung 37 C). Auch diese methodische Herangehensweise erwies sich als sehr praktisch, weil die 

abschließende Lateral Flow Analyse absolut einheitlich abzuarbeiten war. Folglich lässt sich die 

vielseitige Nutzbarkeit dieses einfachen, preisgünstigen und gleichzeitig effizienten NALFIA-

Werkzeugs hervorheben. 

5.2.4.2. Universelle Strategien zur Eliminierung von Cross Primer Dimeren 

Der Helfer-basierte Lösungsansatz zur Unterdrückung von Heterodimeren funktioniert wie beschrieben 

sehr zuverlässig, ist jedoch nicht universell einsetzbar und somit als Assay-spezifische Problemlösung 

einzuordnen. Im Sinne einer einfachen und somit einheitlichen Lateral Flow Analyse ist die 

Entwicklung eines oder mehrerer universeller Werkzeuge zur Eliminierung von CPDs im Bedarfsfall 

erstrebenswert. 

Bei verhältnismäßig schwachen Dimeren kann die Verwendung von Wärme bei der Auswertung von 

Amplifikaten genügen, um CPDs vollständig zu unterdrücken. So wurde bspw. die Lateral Flow 

Analyse bei 37°C durchgeführt, um eine Primer-Dimerisierung vollständig zu unterbinden 

(Abschnitt 4.2). Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Universalteststreifen erstaunlich robust 

gegenüber Wärme sind, sodass die LFA mit den hier verwendeten LFDs bei einer Temperatur bis zu 

65°C erfolgen kann (Anhang, Abbildung 93). Die Verdünnung des Amplifikations-Produktes und / oder 

die Zugabe von DMSO in den Laufpuffer konnte ebenfalls dazu beitragen, dass CPDs sichtbar 

abgeschwächt wurden (Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurden neben OligodT-Primern und          

random Hexamer-Primern zusätzlich verschiedene Einzelstrangbindeproteine (SSBP) hinsichtlich der 

Fähigkeit der CPD-Unterdrückung untersucht. Während OligodT- und Random Hexamer Primer auch 

in hohen Konzentrationen keinen positiven Effekt zeigten (Daten nicht gezeigt), konnte ein SSBP 

identifiziert werden, welches in der Lage war, einen Großteil der getesteten CPDs erfolgreich zu 
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unterdrücken (Anhang, Abbildung 91). Dieser universelle Ansatz ist sehr interessant, hat aber 

gegenüber den CPD-Helfern deutliche Nachteile. Das genutzte SSBP ist nicht thermostabil und kann 

dementsprechend nicht in Amplifikationstechniken, die höhere Temperaturen nutzen (PCR, LAMP, 

usw.) „eingebaut“ werden. Weiterhin ist der Einsatz erheblicher Mengen des SSBP’s erforderlich, 

sodass die Nutzung im wissenschaftlichen Kontext denkbar, in kommerziellen Nachweisen aber sehr 

wahrscheinlich unverhältnismäßig teuer sein dürfte.  

5.2.4.3. Zwischenfazit - Die Eliminierung von Cross Primer Dimeren  

Die unerwünschte Interaktion zwischen markierten Primern oder Sonden wurde als LFA-

charakteristische Limitation herausgearbeitet und durch Literaturstellen belegt. In dieser Arbeit wird 

eine neue, preisgünstige, vielseitige und effiziente Methode zur Auslöschung der Signal-verursachenden 

Heterodimere präsentiert. Durch die Verwendung spezifischer CPD-Helfer konnte jedes in der Arbeit 

entstandene Heterodimer effizient eliminiert werden. Dabei können diese Helfer vor oder nach 

Amplifikation in das Nachweissystem implementiert werden. Weiterhin wurden höhere Temperaturen, 

DMSO, einfaches Verdünnen und der Einsatz von Einzelstrangbindeproteinen als weitere 

unterstützende universelle Werkzeuge für die CPD-Eliminierung identifiziert.  

5.2.5. Das Zusammenspiel von Genauigkeit und Empfindlichkeit 

Quantitative Real-Time PCR-Analysen profitieren unter anderem von der Nutzung verschiedenster 

Sonden-basierter Nachweistechniken. Diese Nachweis-Charakteristika tragen maßgeblich dazu bei, dass 

Real-Time PCR-basierte Tests extrem sensitiv und gleichzeitig sehr spezifisch funktionieren können 

(Mackay, 2004 / Navarro et al., 2015). 

Wird eine DNA-Amplifikationsmethode mit einem LFA kombiniert, so unterliegt auch diese 

Kombination letztlich vergleichbaren Limitationen wie andere PCR-Techniken. Das endständige 

Markieren zweier Primer in einer Amplifikationsreaktion ist Teil einer bekannten und verhältnismäßig 

einfachen NALFIA-Strategie (Pecchia et al. 2018 / Janz et al., 2018 / Li et al., 2019), die auch im 

Rahmen dieser Arbeit genutzt wurde. Ein exakt adaptiertes Temperaturprotokoll kann eine sensitive und 

spezifische Nachweisführung ermöglichen (Abschnitt 4.1). Jedoch offenbart diese Methodik 

Schwächen, wenn es darum geht, sehr sensitive Nachweise zu etablieren. Über den Teststreifen werden 

alle Reaktionsprodukte erkannt, die relevante Markierungen beinhalten. Unspezifische Amplifikate sind 

dementsprechend nicht von Spezifischen unterscheidbar. Gerade bei gesteigerter Zyklenzahl (>35) kann 

sich das Risiko unspezifischer Amplifikation erhöhen (Abschnitt 4.5, CEV-Nachweis). In diesem 

Beispiel limitiert die Art der Markierung, die Empfindlichkeit des gesamten NALFIA-Systems. Bei der 

Auswertung von Amplifikaten im Agarosegel ist die Beurteilung der Größe ein Charakteristikum, 

welches im Lateral Flow Format nicht genutzt werden kann. Bei der Fluoreszenz-basierten Auswertung 

im Real-Time Thermocycler sind Schmelzkurvenanalysen und fluoreszierende Sonden wichtige 

Werkzeuge, die eine sehr spezifische und zugleich empfindliche Analytik erlauben. Die Nutzung einer 
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Hybridisierung des Amplifikats durch eine spezifische Sonde stellt folglich eine Möglichkeit dar, diese 

beschriebene Limitation - mangelnde Spezifität bei hoher Sensitivität - zu umgehen. 

5.2.5.1. „Sensitiver nachweisen“ - Eine schnelle und einfache Hybridisierungsmethode 

Im Kontext dieser Arbeit wurde eine sehr einfache, schnelle und sensitive Hybridisierungsstrategie 

erarbeitet, die an die Amplifikation anschließt. Damit gelingt die Hybridisierung eines Amplifikats 

binnen einer Minute (Abbildung 29). Der Nachweis des Hybridisierungsproduktes erfolgte via LFA 

unter hybridisierenden Bedingungen (Hybridisierungspuffer, 50 - 65°C). Hinsichtlich der 

Hybridisierungseffizienz wurden überraschenderweise klassische Hybridisierungsparameter wie 

Salzkonzentration, Temperatur oder Sondenkonzentration als weniger ausschlaggebend eingestuft, 

wenn es darum ging, die Nachweisbarkeit des Hybridisierungsproduktes maßgeblich zu verbessern 

(Abbildung 28). Einen deutlichen Einfluss nahmen hingegen erneut unmarkierte Oligonukleotide 

(Helfer). Diese sind komplementär zu bestimmten Bereichen des zu hybridisierenden Stranges, 

konkurrieren aber nicht mit der Sonde um die Sondenbindestelle (Abbildung 31). Anhand der 

erarbeiteten Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass diese Faltungshelfer einen wesentlichen 

Anteil daran haben, z.T. komplexe Sekundärstrukturen einzelsträngiger Nukleinsäuren (hier ssDNA) zu 

modifizieren. Die Abbildung 63 verdeutlicht den hypothetischen Einfluss von Faltungshelfern in einer 

Hybridisierungsreaktion. 

 

Abbildung 63 - Hypothetisches Funktionsprinzip der Faltungshelfer während der Hybridisierung einer Sonde an DNA-

Einzelstrang. (A) In Abwesenheit von Helfern kann die Hybridisierung der Biotin-Sonde durch etwaige Sekundärstrukturen 

behindert werden. (B) Die Anwesenheit von Faltungshelfern kann zu verbesserter Zugänglichkeit der Sondenbindestelle und zu 

besserer Präsentation der für die LFA relevanten Markierungen beitragen. 

Tatsächlich kann anhand der Ergebnisse postuliert werden, dass Faltungshelfer auf verschiedenen 

Wegen Einfluss auf die Nachweisbarkeit des Hybridisierungsprodukts nehmen können. Zum einen 

können Faltungshelfer die Zugänglichkeit der Sondenbindestelle modifizieren, was sich in der 

Darstellbarkeit des Hybridisierungsproduktes auf dem LFD äußert. Neben der Zugänglichkeit der 

Sondenbindestelle und der damit verbundenen Hybridisierungseffizienz scheint die Zugänglichkeit des 
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terminalen FITC Labels am 5’Ende der ssDNA (PCR-Produkt) ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen. 

Der erfolgreiche Nachweis eines Hybridisierungsproduktes im Lateral Flow System erfordert die 

Interaktion zwischen den Markierungen des Analyten (Biotin, Digoxygenin, FAM / FITC) und der 

mobilen und stationären Phase des LFD (Abschnitt 1.2.6). Komplexe Sekundärstrukturen von ssDNA 

können scheinbar Einfluss auf diese Interaktion nehmen, indem relevante Label partiell maskiert 

werden. Durch den Einsatz von Faltungshelfern könnte auch dieses Phänomen kompensiert worden 

sein. Das potentielle Auflösen terminaler Sekundärstrukturen durch Faltungshelfer führte in der Praxis 

tatsächlich häufig zu einer verbesserten Nachweisbarkeit des Hybridisierungsproduktes via LFA.  

Tabelle 21 - Einfluss von Faltungshelfern in verschiedenen Nachweissystemen. 

Nachweissystem 
Größe 

Amplifikat 
[bp] 

terminaler Helfer 
(FITC-Markierung) 

"optimale" 
Helferkombination 

Lactobacillus brevis  124 > (1,5 x) > (2 x) 

Lactobacillus lindneri 124 > (1,5 x) > (1,8 x) 

Lactobacillus backi 124 > (4 x) > (8,5 x) 

Lactobacillus (para-)collinoides 124 < (0,75 x) > (2,5 x) 

Pediococcus damnosus 124 < (0,7 x) > (2,2 x) 

Lactobacillus rossiae 124 = > (1,3 x) 

Lactobacillus (para-) casei 125 > (1,2 x) > (1,6 x) 

Koi Herpesvirus (KHV / CyHV-3) 78 > (2 x) > (2 x) 

Carp Edema Virus (CEV)  119 = > (3 x) 

Carp Edema Virus (CEV)  215 > (3 x) > (5 x) 

Faktor V Leiden - Mutation 140 = > (5 x) 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 11 verschiedene post PCR-Hybridisierungen etabliert. Im 

Einzelfall wurde die Nachweisbarkeit des Hybridisierungsproduktes um das Achtfache verbessert 

(Lactobacillus backi, Tabelle 21). In 6 dieser 11 Fälle hatte allein der Faltungshelfer, der das FITC-

markierte 5‘-Ende des einzelsträngigen Amplifikats hybridisiert, einen deutlich positiven Einfluss auf 

die Nachweisbarkeit des Hybridisierungsproduktes. In allen Testsystemen konnte mindestens eine 

Assay-spezifische Faltungshelfer-Kombination definiert werden, die zu einer deutlich verbesserten 

Nachweisbarkeit des Hybridisierungsproduktes auf dem LFD beitrug. 

Die grundsätzliche Idee der Faltungshelfer ist nicht neu, wurde jedoch im Zusammenhang 

Nukleinsäure-basierter Lateral Flow Analytik bisher nicht genutzt. In Fluoreszenz in situ 

Hybridisierungen (FISH) an ribosomaler RNA wurde der positive Effekt von Faltungshelfern bereits 

beschrieben (Fuchs et al., 2000 / Pieplis et al., 2002). Bei der Hybridisierung von rRNA im Microarray-

Format wurde zudem der Einfluss der Länge der zu hybridisierenden RNA beleuchtet. Dabei ließ sich 

die Tendenz ableiten, dass kürze RNA-Fragmente effizienter zu hybridisieren scheinen 

(Liu et al., 2007). Diese Beobachtung konnte tendenziell bestätigt werden, wobei die spezifische 

Amplikon-Sequenz und die damit verbundene Wahrscheinlichkeit für Sekundärstrukturen wichtiger zu 

sein scheint, als die bloße Länge (CEV-Nachweis, Abbildung 35). Helfer-Oligonukleotide ermöglichen 

eine weitestgehend Sekundärstruktur-unabhängige Ableitung und Nutzung markierter Sonden.  
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Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Etablierung einer schnellen, einfachen, universellen 

und Helfer-vermittelten Hybridisierungsreaktion nach Amplifikation maßgeblich dazu beitrug, die 

Nachweisempfindlichkeit deutlich zu verbessern. So konnte für die Detektion des 

Cyprinid Herpesvirus-3 und des Carp Edema Virus eine Nachweisempfindlichkeit von                           

9 bzw. 6 Viruskopien je µL erreicht werden. Diese Sensitivität ist letztlich vergleichbar mit 

verwendeten Real-Time PCR Nachweisen, was den hier erreichten methodischen Teilerfolg 

unterstreicht (Adamek et al., 2016 / Adamek et al., 2017 / Gilad et al., 2004 / Bercovier et al., 2005).  

5.2.5.2. Spezifisch, spezifischer, SNP-Detektion - Spezifitätshelfer 

Unmarkierte Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit auf verschiedenen Wegen gewinnbringend 

genutzt. Sie können einen wesentlichen Beitrag zur Eliminierung von Cross Primer Dimeren leisten 

(Abschnitt 5.2.4) oder eine schnelle und effiziente Hybridisierungsreaktion ermöglichen (Abschnitt 

5.2.5.1). Eine weitere wichtige Funktion dieses universellen NALFIA-Werkzeugs kann die 

Verbesserung der Nachweisspezifität sein (Abschnitt 4.4.3).  

 

Abbildung 64 - Hypothetisches Funktionsprinzip der Spezifitätshelfer während der Hybridisierung einer Sonde an einen DNA-

Einzelstrang. (A) Die Biotin-Sonde hybridisiert hier spezifisch an die Zielsequenz (blau), aber auch unspezifisch an die ähnliche 

Nicht-Zielsequenz (rot), was zu einem falschpositiven Signal auf T des LFD führt. (B) In Anwesenheit des Spezifitätshelfers 

konkurriert dieser mit der Biotin-Sonde um die Bindungsstelle in der Nicht-Zielsequenz. Der spezifisch gebundene 

Spezifitätshelfer blockiert die unerwünschte Interaktion zwischen Nicht-Zielsequenz und Biotin-Sonde, was im Optimalfall zu 

einem korrekt negativen Ergebnis (LFA) führt, ohne die spezifische Bindung der Biotin-Sonde an die Zielsequenz drastisch 

abzuschwächen. 
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In einigen Fällen tendierten bestimmte Hybridisierungsreaktionen zu Unspezifitäten. Das heißt, 

markierte Sonden hybridisierten unter den gewählten Bedingungen Amplifikate, die ein oder mehrere 

Fehlpaarungen zur Sondensequenz aufwiesen. Falsch-positive Ergebnisse waren die Folge. Mit Hilfe 

nicht-markierter Helfer ließen sich unerwünschte Sondenbindestellen maskieren. Die unspezifische 

Hybridisierung konnte auf diesem Weg nachweislich unterdrückt werden (Abbildung 31). Die 

Abbildung 64 verbildlicht die hypothetische Funktion der Spezifitätshelfer. Dieser grundlegende 

Mechanismus wurde bereits in verschiedenen Nachweistechniken, fernab von NALFIAs, genutzt. 

Insbesondere in qPCR-basierten SNP-Nachweisen werden sogenannte Block-Oligos verwendet, um 

bspw. unspezifisches Primer-Annealing zu reduzieren (Morlan et al., 2009 / Wang et al., 2013 / 

Liu et al., 2019). In der Konsequenz lässt sich hierüber die Spezifität eines Nachweissystems deutlich 

verbessern. In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass dieser bereits bekannte Mechanismus 

der Block-Oligos nicht nur für die Amplifikation von DNA, sondern auch für die Hybridisierung nach 

Amplifikation gewinnbringend genutzt werden kann. Die Spezifität dieser einfachen 

Hybridisierungstechnik kann u. U. ausreichen, dass sogar die Diskriminierung von SNPs sicher gelingt 

(Nachweis Faktor V Leiden, Abschnitt 4.7.3.1).  

5.2.5.3. Zwischenfazit: Sonden-Hybridisierung nach Amplifikation 

Die Hybridisierung einer markierten Sonde an einen DNA-Einzelstrang (Amplifikationsprodukt) ist 

eine verhältnismäßig einfache Technik, um die Spezifität eines NALFIAs, auch bei einer sehr sensitiven 

Nachweisführung, beizubehalten oder gar zu erhöhen. Leider lässt sich nicht jedes Amplifikat mit jeder 

beliebigen Sonde gleichwertig effizient hybridisieren und auf dem LFD darstellen (Fuchs et al., 2000 / 

Pieplis et al., 2002 / Liu et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine sehr schnelle (1 Minute) 

Hybridisierungstechnik erarbeitet werden. Interessanterweise wurde 2018 (nach Ablauf der praktischen 

Versuche zu diesem Teil der Arbeit) eine Publikation präsentiert, die trotz Nutzung eines anderen LFDs 

beinahe identische Hybridisierungsparameter nach Optimierung beschreibt. Auch hier konnte eine sehr 

schnelle Hybridisierung nach Amplifikation erarbeitet werden. Helfer-Oligonukleotide kamen jedoch 

nicht zum Einsatz (Wei et al., 2018). 

In dieser Arbeit wurden insbesondere Faltungs- und Spezifitätshelfer als essentielle Werkzeuge zur 

Optimierung bzw. Modifizierung der post-Amplifikations-Hybridisierung identifiziert. Die Nutzung 

dieser einfach zu adaptierenden Methodik kann auf verschiedenste Nachweistechniken übertragen 

werden und versteht sich als Aufwertung eines wichtigen Bausteins der NALFIA-toolbox.  

5.2.6. PCR und Lateral Flow: Point-of-Care Kompatibilität 

Die kontinuierliche Literaturrecherche ist ein wesentlicher Bestandteil des wissenschaftlichen 

Arbeitens. Beim Versuch die NALFIA-assoziierte Literatur der vergangenen 10 bis 15 Jahre 

orientierend zu überblicken, fiel auf, dass isothermale Amplifikationstechniken häufiger genutzt 

werden, als die klassische PCR (Abschnitt 1.3.1). In nur etwa einer von zehn NALFIA-assoziierten 
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Publikationen wurde die PCR als Amplifikationsmethode genutzt. Diese Diskrepanz lässt sich mit einer 

immer wiederkehrenden Argumentation erklären.  

Die LFA ist ein Werkzeug, das es ermöglicht, molekularbiologische Nachweistechniken für Point-of-

Care (POC) Anwendungen zu qualifizieren (Piepenburg et al., 2006 / Gootenberg und 

Abudayyeh et al., 2018). Diese POC-Kompatibilität wird gerade der Amplifikationstechnik PCR häufig 

abgesprochen. „Das Equipment sei sehr teuer“, „geschultes Personal für die Durchführung 

erforderlich“, „präzise Temperaturprotokolle nötig“ und „die PCR zu zeitintensiv“ sind die am 

häufigsten ins Feld geführten Argumente für die Nutzung alternativer Amplifikationsmethoden 

(Asiello et al., 2011 / Kim und Easley et al., 2011 / Wang et al., 2017). In vergleichenden Analysen 

wird darüber hinaus die vorteilhafte Performance der isothermalen Amplifikation hinsichtlich der 

Nachweisempfindlichkeit und ggf. hinsichtlich der Spezifität gegenüber einer Standard PCR 

hervorgehoben (Moeini-Zanjani et al., 2020). In dieser Arbeit wurde bewusst die PCR für die 

Etablierung von NALFIAs genutzt. Dieser Umstand erfordert die kritische Diskussion der tatsächlichen 

POC-Kompatibilität der PCR, vorrangig im Vergleich zu den häufigsten NALFIA-

Amplifikationsmethoden, der RPA und der LAMP (Abschnitt 1.3.3.1 und 1.3.3.2). 

5.2.6.1. Nachweisgeschwindigkeit 

Die Nachweisgeschwindigkeit isothermaler Amplifikationen ist z.T. sehr beeindruckend. So können 

LAMP-basierte Nachweise mit weniger als 30 Minuten Amplifikationsdauer sensitive Resultate liefern 

(Zhang et al., 2020 / Kumvongpion et al., 2017 / Broughton et al., 2020). Andere LFA-kompatible 

isothermale Amplifikationsmethoden wie die MCDA oder SDA können vergleichbar schnell 

funktionieren (Wang et al., 2018 / Gong et al., 2019). Als besonders rapide Methode ist die RPA 

charakterisiert. So können selbst sehr empfindliche RPA-basierte Tests in unter 10 Minuten ein 

zuverlässiges Resultat ausgeben (Euler et al., 2013 / Kim et al., 2020).  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die beschriebene Geschwindigkeit isothermaler 

Amplifikationstechniken bestätigt werden. Die Erzeugung des Amplikons zur Charakterisierung des 

Faktor V Leidens gelang ohne besondere Optimierung mit der Rep-rhLAMP in 35 Minuten. Die hier 

präsentierten PCR-basierten Tests dauerten tatsächlich etwas länger und benötigten eine 

Amplifikationsdauer von mindestens 50 Minuten. Es gibt aber einfache Stellschrauben, die es erlauben, 

eine weitere Beschleunigung der PCR zu erreichen, sodass Amplifikate in unter 30 Minuten mit einem 

Standard-Thermocycler erzeugt werden können (Bustin, 2017 / Mrotzek et al., 2010). In zusätzlichen 

Versuchen konnte insbesondere die massive Erhöhung der Primerkonzentration und parallele 

Modifizierung des Temperaturprotokolls eine signifikante Verkürzung der Amplifikationsdauer um 

etwa 50% bewirken (Anhang, Abbildung 92). Weitere in der Arbeit modifizierte Parameter zur 

Beschleunigung der Reaktion sind bspw. die Limitierung der Amplikongröße, die Nutzung eines       

two-step Temperaturprotokolls, die Reduktion der Initialdenaturierungdauer, Denaturierungszeit und –

temperatur, sowie die Verwendung von PCR-Verstärkern wie DMSO, BSA oder PVP-40. Die Nutzung 
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dieser Stellschrauben erlaubte die Entwicklung eines intraoperativen NALFIA-Schnelltests zur 

Detektion von Bakterien aus Synovialflüssigkeit für die schnelle Diagnose einer PJI           

(Periprosthetic Joint Infection) in unter 25 Minuten (Daten nicht in der Arbeit gezeigt, publiziert in 

Bone & Joint Research: Janz et al., 2018). 

5.2.6.2. Der Equipment-Faktor 

Die Limitierung der PCR-Geschwindigkeit ergibt sich unter anderem durch die Notwendigkeit des 

Heizens und Kühlens der Probe. Wie schnell das funktioniert, wird zu großen Teilen durch den 

verwendeten Thermocycler definiert. Standard Thermocycler, wie sie in fast allen molekularbiologisch 

oder diagnostisch arbeitenden Laboren verwendet werden, sind in der Regel sperrig, schwer und 

empfindlich für einen Transport. Das macht diese Geräte ungeeignet für die Feldanwendung und 

verdeutlicht die Bedeutung von Vereinfachung und Miniaturisierung. 

Es existieren aber alternative PCR-Strategien wie die Laser-PCR, Plasmon–PCR oder die konvektive 

PCR. Diese Abwandlungen der PCR definieren sich durch die Nutzung alternativer Heiz- und Kühl-

Strategien, was sich in einer massiven Beschleunigung der Amplifikation widerspiegeln kann 

(Roche et al., 2017 / Kim et al., 2009 / Qiu et al., 2019 / Krishnan et al., 2002 / Muddu et al., 2011). 

Dabei werden Amplifikate in unter 10 Minuten erzeugt (Wheeler et al., 2011 / Roche et al., 2019). 

Geräte, die eine konvektive PCR ermöglichen sind im Sinne einer POC-Anwendung besonders 

erwähnenswert, weil sie zusehend optimiert und für Point-of-Care Anwendungen immer zugänglicher 

gemacht werden (Zhang et al., 2019 / Rajendran et al., 2019). Aber auch günstige, kleine und robuste 

Standard-PCR Cycler werden für spezielle POC-Anwendungen entwickelt und haben sich bereits in der 

Feldanwendung bewährt (Guevara et al., 2018 / González-González et al., 2019 und 2020).  

 

Abbildung 65 – Übersicht verschiedener (Point-of-Care kompatibler) PCR-Geräte. (A) Sensoquest® Labcycler 48s ist der in der 

Arbeit verwendete Standard PCR-Cycler, repräsentativ für Laborgerät. (B) mini16 thermal cycler (MiniPCR®) Preisgünstiges Gerät 

für Feldanwendungen und Lehrzwecke. (C) „TUB(e)-Cycler“ – in enger Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer-Institut für 

Zuverlässigkeit und Mikrointegration IZM entwickelter Thermocycler für den Feldeinsatz. (D) Palm PCRTM (Ahram Biosciences) ist 

kein Thermocycler, sondern ein spezieller Inkubator der eine konvektive PCR ermöglicht. 

Eine weitere Rolle hinsichtlich des Equipment-Faktors spielt neben der eigentlichen 

Nukleinsäureamplifikation, die Probenvorbereitung. Komplexe Nukleinsäure-Extraktionen gehen 

zumeist ebenfalls mit einem gewissen Geräteaufwand einher.  
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5.2.6.3. Komplexität der Abarbeitung und Reagenzien-Stabilität 

In wissenschaftlichen Texten zur Entwicklung von NALFIAs wird häufig der Fokus auf die 

Amplifikationsmethodik, die Nachweisgeschwindigkeit und einfache, schnelle Auswertbarkeit gelegt. 

Dabei wird nicht selten ein Punkt vernachlässigt, der ebenfalls limitierend für die tatsächliche POC-

Tauglichkeit sein kann. Die Rede ist von der Probenvorbereitung (Choudhary et al., 2019). So werden 

bspw. Nukleinsäure-Extraktions-Kits, die für die Labornutzung vorgesehen sind, verwendet und dann 

mit einer POC-kompatiblen NALFIA-Methode kombiniert (Kusumawati et al., 2015 / 

Zhang et al., 2019). In der Summe wird diese methodische Kombination in Feldanwendungen schwer 

umzusetzen sein, da die Probenvorbereitung mit einem gewissen Geräteaufwand einhergeht. 

In dieser Arbeit hat sich die PCR als vielseitige und vergleichsweise robuste Methode zur spezifischen 

und sensitiven Amplifikation von Nukleinsäuren bewährt. Insbesondere die Möglichkeit der 

Initialdenaturierung und die Wahl des Enzyms kann gewinnbringend für eine Direktanalytik ohne 

Extraktion genutzt werden (Janz et al., 2018 / Abschnitt 4.1). Die zahlreichen methodischen 

Erfahrungen mit der PCR, die Vielzahl verfügbarer Enzym- und Puffersysteme ermöglichen oftmals 

eine extraktionsfreie Direktanalyse an verschiedensten Matrices, wie Blut, pflanzlichen und tierischen 

Geweben, bakteriellen Anreicherungen, etc. (Mercier et al., 1990 / Chum et al., 2012 / 

Mens et al., 2012/ Kitpipit et al., 2014). Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies mehrfach bestätigt 

werden. Die direkt PCR ohne vorherige DNA-Extraktion gelang an grampositiven Bakterien, an 

pflanzlichem Material (C. reinhardtii), an Virus-haltigem Eluat von Kiemenabstrichen, an humaner 

Synovialflüssigkeit (Janz et al., 2018), sowie an Blut (Nachweis Faktor V Leiden mittels singleplex 

PCR und post PCR-Hybridisierung – Daten nicht gezeigt). 

Ein weiterer wesentlicher Punkt, der Nachweissysteme sehr häufig für die Nutzung unter 

low ressource settings (LRS) disqualifiziert, ist die Reagenzienstabilität. Flüssige 

Nachweiskomponenten, die eine dauerhafte Kühlung benötigen, können den Transport und die Nutzung 

im Feld stark limitieren (Howson et al., 2017). Gerade für die PCR existieren seit langer Zeit Strategien 

zur Lyophilisierung der Reagenzien, um diese bei Raumtemperatur lagern und transportieren zu können 

(Aziah et al., 2007). Die Bedeutung für die Diagnostik unter LRS wird dabei besonders hervorgehoben 

(Kulkarni et al., 2018). Auch LAMP- und RPA-Reagenzien konnten erfolgreich lyophilisiert werden 

(Rohrmann et al., 2012 / Dhama et al., 2014 / Escadafal et al., 2014).  

5.2.6.4. PCR und Point-of-Care: ein Zwischenfazit 

In der Summe lässt sich schlussfolgern, dass die isothermalen NALFIA-Methoden extrem nützliche 

tools für eine Analytik unter LRS sind. Im Rahmen dieser Arbeit konnte klar gezeigt werden, dass die 

klassische PCR dem in nichts nachstehen muss. Entgegen häufig ins Feld geführter Argumente kann 

sich die PCR durchaus für POC-Anwendungen eignen. Weiterentwicklungen auf der Reagenzien- und 

Geräteseite leisten einen wesentlichen Beitrag zur Vereinfachung und Beschleunigung der 
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Amplifikationsreaktion. Darüber hinaus erwies sich die PCR als äußerst robuste Methode, die in vielen 

Fällen eine Direktanalytik an verschiedensten Matrices ohne DNA-Extraktion erlaubte. Weitere 

charakteristische Eigenschaften wie das einfache Primer- / Sondendesign, die multiplex-Fähigkeit, 

sowie die zahlreichen bereits etablierten PCR-Abwandlungen sind wichtige Argumente, die die 

Bedeutung dieser Methodik im Kontext einer POC-Analytik zusätzlich verstärken. Der Hinweis auf die 

Tabelle 37 im Anhang beschließt den zweiten Teil der Diskussion und liefert bei Bedarf eine Übersicht 

NALFIA-charakteristischer Limitationen mit dazugehörigen Lösungsstrategien. 

5.3. Teil III - Reporter-basierte Nachweismethoden für NALFIAs 

Im Jahr 2015 präsentierten Zhang und Kollegen ein einfaches Lateral Flow-basiertes Nachweiskonzept 

für eine erhöhte DNase I-Aktivität im Zusammenhang mit Prostatakrebs. Dabei wurde ein dual 

markierter (Biotin und FITC) doppelsträngiger DNA-Reporter verwendet und via LFA dargestellt. 

Wurden diese Reportermoleküle „geschnitten“, kam es zu einer Abschwächung der Intensität der 

Testlinie auf dem LFD. Je schwächer sich die Testlinie darstellte, desto höher die DNase I-Aktivität in 

der untersuchten Probe postulierten die Autoren (Zhang et al., 2015). Dieses grundsätzliche LFA-

basierte Testprinzip wurde bei der Entwicklung neuer CRISPR-Cas-assoziierter Nachweistechniken 

wieder aufgegriffen (Abschnitt 1.3.4; Gootenberg und Abudayyeh et al., 2017 / Myhrvold et al., 2018).  

5.3.1. Auswertung Reporter-basierte Nachweise mittels MGHD 

Interessanterweise wurde die Auswertung von Methoden, wie SHERLOCK oder DETECTR, über den 

HybriDetect-Teststreifen im Vergleich zu Zhang et al. (2015) modifiziert, was die Grundlage für 

weiterführende Versuche in dieser Arbeit darstellte (Abbildung 10). Für die Beurteilung des 

Testergebnisses wurde nicht nur die Intensität der T-Linie herangezogen, sondern insbesondere die 

Intensität der C-Linie. Dieser Umstand erlaubt eine Re-Definition von Test- und Kontrolllinie, was in 

Publikationen zu den CRISPR-Cas-basierten Nachweismethoden umgesetzt wurde 

(Kellner  et al., 2019 / Abudayyeh et al., 2019). Der Einfachheit halber wurde im Rahmen dieser Arbeit 

die obere Linie durchgängig als Kontroll-Linie und die untere als Test-Linie definiert, unabhängig von 

der übergeordneten Nachweistechnik. Zur Beurteilung Reporter-basierter Nachweise wurde die 

Intensität der Test-Linie mit der Intensität der Kontroll-Linie in ein Verhältnis gesetzt, da beide Linien 

Informationen zum Reporterstatus beitragen können (Kaminsky et al., 2020). 

Der Reporter-basierte Nachweis via LFA war für die Entwickler von Methoden wie SHERLOCK oder 

DETECTR ein adäquates Mittel, um die Nukleaseaktivität ihrer CRISPR-Cas-Komplexe einfach und 

schnell zu bewerten (Myhrvold et al., 2018 / Chen et al., 2018). Durch die alternative Verwendung und 

Interpretation des Universalteststreifens gelang die Entwicklung verschiedenster CRISPR-Cas-basierter 

NALFIAs mit dem Fokus auf dem Nachweis humanpathogener Viren (Zikavirus, Denguevirus, SARS-

CoV-2). Doch neben der Erweiterung ihrer eigenen Nachweistechnologie, ebneten die Autoren durch 
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die ungewöhnliche Verwendung des Universalteststreifens den Weg für die Adaptierung bzw. 

Erweiterung bestehender NALFIA-Strategien. Ein passendes Beispiel ist die Reporter-Sonden-

Degradierung durch die Exonukleaseaktivität einer verwendeten DNA-Polymerase im Rahmen einer 

PCR. Hierüber gelang der spezifische Nachweis von Cronobacter sakazakii und 

Cronobacter malonaticus aus Säuglingsnahrung mittels abschließender LFA (Akineden et al., 2020).  

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit war es, die methodische Bedeutung von Reporter-basierten 

Nachweistechniken herauszuarbeiten, sowie Vor- und Nachteile dieser NALFIA-Nachweistechnik zu 

benennen.  

5.3.2. Die RNase H2 als Werkzeug für Reporter-basierte NALFIAs 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alternative NALFIA-Methoden entwickelt und getestet, um die 

Bedeutung Reporter-basierter Nachweise einschätzen zu können. Im Gegensatz zu CRISPR-Cas-

basierten Nachweisstrategien, sollte ein spezifischer „Schnitt“ einer Reporter-Sonde während der 

Amplifikation die zentrale Rolle des zu etablierenden Nachweissystems einnehmen. Hierfür wurde eine 

spezielle RNase genutzt, die sich bereits als funktionell in der PCR erwiesen hat. Die verwendete 

RNase H2, eine wichtige Komponente der DNA-Reparatur-Maschinerie in Pro- und Eukaryoten, 

entstammt dem hyperthermophilen Organismus Pyrococcus abyssi, welcher zur Domäne der Archaeen 

zählt und ursprünglich in der Tiefsee isoliert wurde (Cerritelli et al., 2020 / Wahba et al., 2011 / 

Cohen et al., 2003). Diese thermostabile RNase H2 erwies sich bereits als funktionelles Werkzeug für 

die Prozessierung von elongationsblockierten Primern während einer PCR (Dobosy et al., 2011). 

Insbesondere der einfache Nachweis von SNPs gelingt durch Nutzung der sogenannten RNase H2–

abhängigen PCR, kurz rhPCR (Broccanello et al., 2018 / Nakauchi et al., 2020).  

In dieser Arbeit wurde das grundlegende Prinzip der RNase H2-abhängigen PCR genutzt und so 

adaptiert, dass eine Reporter-basierte Auswertung via Lateral Flow genutzt werden konnte. Durch die 

Verwendung einer speziell konzipierten Reporter-Sonde gelang die Entwicklung des 

Identifikationsnachweises von Lactobacillus lindneri, einem relevanten Schädiger in der Brauerei 

(Abschnitt 4.6). Dabei erwies sich dieses Testsystem als durchaus spezifisch, da keinerlei 

Kreuzreaktivitäten mit anderen bierschädigenden Lactobacillus spp. detektiert wurden 

(Abschnitt 4.6.1.2). Die entwickelte Rep-rhPCR-LFA eignete sich darüber hinaus für einen schnellen 

SNP-Nachweis. Dabei gelang es, ohne aufwändige Optimierungsarbeiten recht klar zwischen den 

Faktor V Leiden-assoziierten SNP-Varianten zu differenzieren. Über 93% der analysierten Praxisproben 

wurde korrekt genotypisiert (Abschnitt 4.7.4.1).  

Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit ist die Kompatibilität der RNase H2 mit der  Loop mediated 

isothermal amplification (LAMP). In diesem Zusammenhang wurde eine Reporter-basierte LAMP mit 

Lateral Flow basierter Auswertung kombiniert und auf das Testsystem des FVL-Nachweises übertragen. 

Dabei gelang es, eine sensitive LAMP-Reaktion zu erarbeiten, die den FVL-SNP überspannt. Es konnte 



130 
 

gezeigt werden, dass während der LAMP die verwendete Reportersonde erfolgreich durch die 

RNase H2 degradiert werden konnte, jedoch mit unzureichender Spezifität (Abschnitt 4.7.4.2). Um die 

Funktionalität dieses SNP-Nachweises zu gewährleisten, sind weitere Optimierungen der Rep-rhLAMP-

LFA unumgänglich (Sondendesign, Temperatur, Magnesiumkonzentration, LAMP-Additive, etc.). Die 

Nutzbarkeit der RNase H2 in einer LAMP Reaktion wurde in der Literatur mehrfach als Innovation 

dargestellt. So wurde im Oktober 2019 eine Methode präsentiert, bei der mit elongationsblockierten 

Primern eine sehr spezifische SNP-Detektion erreicht wurde (Du et al., 2019). Ein Jahr später 

veröffentlichten Shen et al. (2020) eine Arbeit, in der eine ähnliche Methode samt RNase H2-

abhängiger Degradierung einer Sonde, den Fluoreszenz-basierten Nachweis von SNPs erlaubte. Eine 

Optimierung eines solchen Fluoreszenz-basierten Nachweises durch die RNase H2 abhängige Sonden-

basierte LAMP folgte im November 2020 (Ding et al., 2020). Die Bedeutung dieser neuen Methoden 

inklusive der hier präsentierten Rep-rhLAMP relativiert sich, sofern man das 2017 veröffentlichte 

Patent von Dobosy und Kollegen mit dem Titel „Cleavable Primers for Isothermal Amplification“ 

genauer betrachtet. Denn in dieser Schrift wird die Nutzbarkeit der RNase H2 in der LAMP nicht nur 

beschrieben, sondern experimentell mehrfach bestätigt. Dabei werden nicht nur spaltbare Primer 

genutzt, sondern auch Sonden, die letztlich einen Fluoreszenz-basierten Nachweis erlauben 

(Dobosy, 2017). Dennoch kann prognostiziert werden, dass die Kombination aus Reporterdegradierung 

und isothermaler DNA-Amplifikation zukünftig eine wichtige Rolle in der NALFIA-Entwicklung 

spielen kann. 

5.3.3. Vor- und Nachteile Reporter-basierter NALFIAs – Ein Zwischenfazit 

Die Verwendung von Reporter-Sonden bringt wichtige Vorteile mit sich. So spielt der beschriebene 

high dose hook effect bei der Nutzung definierter Reportermengen keine Rolle. Dieser Aspekt wurde 

nach meinem Kenntnisstand bislang in der Literatur nicht als Vorteil herausgestellt. Die Ausprägung 

von Heterodimeren der Reporter-Fragmente ist grundsätzlich möglich, trat aber im Rahmen dieser 

Arbeit in keinem Fall auf und könnte theoretisch problemlos über CPD-Helfer gelöst werden 

(Abschnitt 5.2.4.1). Im Vorfeld wurde explizit auf die Bedeutung von Sonden in NALFIAs 

eingegangen. Die Verwendung von Sonden ermöglicht grundsätzlich die Entwicklung sehr sensitiver 

Nachweise bei hoher Spezifität (CEV- und KHV-Nachweis, Abschnitt 4.5) Besonders reizvoll ist die 

spezifische Degradierung einer Reportersonde während der Amplifikationsreaktion, sodass eine 

einfache und schnelle Beurteilung eines Testresultats ohne zusätzliche Arbeitsschritte nach 

Amplifikation erfolgen kann. 

Es ist gelungen verschiedene Reporter-basierte NALFIAs zu erarbeiten. Nach meinem Wissensstand 

wurde hier erstmalig eine Reporter-basierte, RNase H2-abhängige PCR mit einem Lateral Flow-

basierten readout kombiniert. Unter Verwendung dieser neuen Methode gelang es, einen 

vielversprechenden Nachweis für die Erkennung des Faktor V Leidens zu erarbeiten, der über 93% aller 

getesteten Praxisproben korrekt genotypisieren konnte. Analog zur PCR konnte zusätzlich gezeigt 
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werden, dass eine Reporter-basierte, RNase H2-abhängige LAMP mit einer LFA kombiniert werden 

kann. Die grundlegende Funktionalität der Methode wurde gezeigt. Eine zuverlässige SNP-Erkennung 

gelang jedoch nicht und erfordert weitere Optimierungen.  

Die Entwicklung dieser Reporter-basierten NALFIAs offenbarte aber auch Schwächen dieses Systems. 

So scheint im derzeitigen Format ein multiplexing mit universellem Teststreifen kaum möglich, was 

bspw. die Implementierung einer Amplifikationskontrolle ausschließt. Inter- und Intra-Lot-spezifische 

Schwankungen der verwendeten Universalteststreifen erschwerten die Analyse teilweise massiv. Einige 

Universalteststreifen zeigten eine unzureichende Auslöschung der C-Linie oder eine insensitive 

Darstellung der Reporterdegradierung, wodurch einige Chargen nicht für die Reporter-basierte Analytik 

genutzt werden konnte (Anhang, Abbildung 88). 

Die Verwendung einer Reporter-basierten LFA eröffnet aus methodischer Sicht zahlreiche 

Möglichkeiten. Bestehende Nachweistechniken können adaptiert, optimiert oder gänzlich neu erfunden 

werden. Werkzeuge wie Cas12a, Cas13, Cas14, die Exonuklease-Aktivität diverser DNA-Polymerasen 

und die RNase H2 sind essentielle Bausteine dieser alternativen Nachweisstrategien. Reporter-basierte 

NALFIAs haben nicht nur eine Daseinsberechtigung, sondern stellen aus meiner persönlichen Sicht eine 

klare methodische Bereicherung dar. Bleibt zu hoffen, dass Hersteller universeller LFDs die gleichen 

Schlüsse ziehen und es schaffen eine entsprechende Plattform bereit zu stellen, die dem Potenzial dieser 

Methodik gerecht werden. 
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6. Zusammenfassung  

6.1. Praxisrelevanz und Performance 

Die Fragestellungen dieser Arbeit adressieren Sektoren wie die mikrobiologische Qualitätskontrolle in 

der Lebensmittelindustrie, Nischenanwendungen der Biotechnologie, sowie veterinär- und human-

medizinische Diagnostik. Diese thematische Vielfalt verdeutlicht die breite Nutzbarkeit einfacher, 

schneller, Point-of-Care kompatibler Nukleinsäure-Analysemethoden. Hervorzuheben sind hierbei 

insbesondere die hier entwickelten Identifikationsnachweise der bierschädigenden Bakterien 

Lactobacillus rossiae und Lactobacillus cerevisiae. Diese Testsysteme könnten in ihrer Ausrichtung 

einen wichtigen Beitrag in der mikrobiologischen Qualitätskontrolle einer Brauerei leisten, weil die 

einfache Nachweisführung die Erkennung seltener, aber trotzdem relevanter, produktschädigender 

Bakterien erlaubt. Es handelt sich um eine Nischenanwendung, die betroffene Brauereibetriebe schnell 

in die Lage versetzt, sich einem sehr speziellen mikrobiologischen Problem zu stellen. 

Der auf einer Hybridisierung beruhende Identifikationsnachweis der häufigsten Bierschädiger L. brevis, 

L. lindneri, L. backii, L. (para-)collinoides, L. paracasei, L. rossiae und P. damnosus beweist, dass auch 

komplexere Fragstellungen mit Hilfe von NALFIAs beantwortet werden können. Die Optimierung der 

Hybridisierungsreaktion nach DNA-Amplifikation durch die gezielte Nutzung unmarkierter DNA-

Oligonukleotide ist dabei als wesentliche methodische Innovation hervorzuheben. Am Beispiel des 

Homo- / Heteroplasmietest für C. reinhardtii Chloroplastenmutanten wurde die einfache 

Adaptierbarkeit von NALFIAs herausgestellt. Gerade dieser Teil der Arbeit betont das Potenzial der 

hier beschriebenen Methodik für eine stark individualisierte Analytik. Die Nachweise der Karpfenviren 

CyHV-3 und CEV belegen, mit welcher Empfindlichkeit NALFIAs gestaltet werden können. Dabei 

liegt die untere Nachweisgrenze mit 9 bzw. 6 DNA-Kopien / µL in einem Bereich, in dem auch 

etablierte RT-PCR-Systeme an ihre Grenzen stoßen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass NALFIAs 

nicht nur sehr sensitiv, sondern auch sehr genaue Ergebnisse erzeugen können. Mit PCR-Techniken wie 

der ARMS-PCR, der singleplex PCR samt nachgeschalteter Hybridisierung oder der hier entwickelten 

Reporter-basierten RNase H2-abhängigen PCR gelang die klare Identifizierung der humanen 

Faktor V Leiden Punktmutation. Die in der Arbeit gezeigte Genauigkeit, Empfindlichkeit, sowie 

einfache Adaptierbarkeit in Kombination mit Geschwindigkeit und Einfachheit unterstreichen die 

Bedeutung und das große Potenzial von NALFIAs für die praktische Nutzung. 
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6.2. Methodische Limitationen & Innovationen 

NALFIAs zeichnen sich insbesondere durch Eigenschaften wie Einfachheit, Geschwindigkeit und 

Point-of-Care Kompatibilität aus. Doch während diese etwas einseitige Aufzählung in der Fachliteratur 

häufig bemüht wird, so werden vergleichsweise selten relevante Limitationen dieser Methode 

beleuchtet. Das begrenzte multiplexing, der high dose hook effect, carryover Kontaminationen, sowie 

die Bildung von Heterodimeren wurden in dieser Arbeit detailliert bearbeitet und diskutiert. Es wurden 

klare Lösungsstrategien für die hier benannten methodischen Grenzen aufgezeigt. Durch Etablierung 

einer schnellen, einfachen Hybridisierungstechnik nach DNA-Amplifikation gelang grundsätzlich die 

Differenzierung von sieben verschiedenen bakteriellen Spezies. Die mit dem high dose hook effect 

verbundenen Grenzen der Universalteststreifen wurden konkret ermittelt und entsprechend in den 

entwickelten Nachweissystemen berücksichtigt. Carryover Kontaminationen wurden durch den Einsatz 

der Uracil-DNA-Glycosylase in das sehr sensitive CEV-Nachweissystem erfolgreich unterbunden. 

Falschpositive Signale, die auf eine unerwünschte Heterodimerisierung von Primern bzw. Sonden 

zurückzuführen waren, konnten zumeist durch Hitze oder Einzelstrangbindeproteine eliminiert werden. 

Insbesondere die innovative Nutzung nicht-markierter Oligonukleotide für die Auflösung von Cross 

Primer Dimeren ist als sehr effiziente, kostengünstige und dementsprechend wichtige methodische 

Neuerung hervorzuheben.  

Aus methodischer Sicht nimmt die PCR in dieser Arbeit eine sehr spezielle Rolle ein. Denn obwohl 

diese Amplifikationstechnik in vielen diagnostischen Fragestellungen als Goldstandard gilt, wird sie im 

Vergleich zu isothermalen Amplifikationsmethoden vergleichsweise selten im NALFIA-assoziierten 

Kontext genutzt (Goudouris et al., 2020). Die mangelnde Point-of-Care Kompatibilität, die 

Geschwindigkeit und der Geräteaufwand der PCR werden dabei als wesentliche Limitationen betrachtet 

(Asiello et al., 2011 / Kim und Easley et al., 2011 / Wang et al., 2017). Die Nutzung besonders 

herausgestellter methodischer Werkzeuge wie die Uracil-DNA-Glycosylase, nicht-markierte 

Oligonukleotide, die universelle und schnelle Hybridisierung, sowie Techniken zur Beschleunigung 

einer PCR erlauben durchaus eine schnelle, genaue und teils stark vereinfache, Point-of-Care 

kompatible Analytik. Folglich konnten in dieser Arbeit wesentliche Argumente gegen die PCR in 

NALFIA-Systemen entkräftet werden. 

Als gänzlich neue Methode wurde die RNase H2-abhängige PCR kombiniert mit einer Lateral Flow-

basierten Auswertung entwickelt. Diese Reporter-basierte, RNase H2 - abhängige Amplifikation (PCR / 

LAMP) zeigt die Vielseitigkeit der PCR und das große Potenzial Reporter-basierter NALFIAs. Die 

universelle und schnelle Hybridisierung nach der Amplifikationsreaktion ist ein sehr einfaches und 

trotzdem mächtiges Werkzeug für NALFIAs. Hier gelingt die Genotypisierung von SNPs mit sehr 

hoher Genauigkeit. Aus methodischer Sicht hat die Nutzung von nicht-markierten Oligonukleotiden den 

mit Abstand größten Einfluss. 
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6.3. Nicht-markierte Oligonukleotide in NALFIAs 

Nicht-markierte Oligonukleotide, die keinen Anteil an der Amplifikationsreaktion haben, spielten 

bislang keine große Rolle in der Entwicklung von NALFIAs. Doch auch wenn der für die Arbeit 

genutzte Universalteststreifen „blind“ für diese kurzen einzelsträngigen DNA-Moleküle ist, so können 

diese sogenannten Helfer-Oligonukleotide einen erstaunlichen Einfluss auf die Eigenschaften und 

Funktionalität eines Nachweises nehmen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass solche 

Helfer spezifisch und vielfältig einsetzbar sind, um diverse NALFIA-assoziierte Limitationen zu 

umgehen.  

Cross Primer Dimere (CPD) stellen eine wichtige Limitation in der NALFIA-Entwicklung dar. Durch 

die Nutzung spezifischer CPD-Helfer lassen sich diese unerwünschten Signale auf dem LFD zuverlässig 

eliminieren. Bei der Entwicklung eines Nachweises kann jede beliebige Sequenz für die 

Amplifikationsreaktion genutzt werden, unabhängig davon, ob die genutzten Primer / Sonden zur 

Heterodimerisierung tendieren. CPD-Helfer lassen sich an verschiedenen Stellen in ein Nachweissystem 

implementieren und eignen sich auch für den direkten Einsatz in der Amplifikationsreaktion. Dieses 

einfache und innovative Werkzeug kann für multiple NALFIA-assoziierte Amplifikationstechniken, die 

auf markierte Primer bzw. Sonden zurückgreifen, genutzt werden. Sie stellen eine wichtige methodische 

Bereicherung dar. Weiterhin wurden Helfer für die Modifizierung der Sekundärstruktur zu 

hybridisierender einzelsträngiger DNA genutzt. Durch die Einführung dieser nicht-markierten 

Faltungshelfer in eine Hybridisierungsreaktion konnte die Darstellbarkeit des Hybridisierungsproduktes 

auf dem Teststreifen häufig deutlich verbessert werden. Es wird vermutet, dass Faltungshelfer auf 

unterschiedlichen Wegen die Nachweisbarkeit eines Hybridisierungsproduktes beeinflussen können. 

Dabei spielt die Zugänglichkeit der für die LFA relevanten Markierungen neben der Zugänglichkeit der 

eigentlichen Sondenbindestelle vermutlich die entscheidende Rolle. Die Nutzung von Spezifitätshelfern 

führte zu einer effizienten Maskierung unerwünschter, nicht spezifischer Sondenbindestellen. Damit 

gelang eine deutliche Steigerung der Hybridisierungsspezifität. Analog zu den CPD-Helfern erscheint es 

möglich, dass durch Einkürzen der Spezifitäts- und Faltungshelfer sowie durch den Einbau eines 

Elongationsblocks, one-pot Hybridisierungen direkt im Anschluss an die Amplifikation ohne 

zusätzliche Arbeitsschritte gelingen können.  

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, ein bisher unbekanntes und wenig genutztes „Werkzeug“ der 

NALFIA-Entwicklung zu charakterisieren und auf verschiedenen Wegen für eine praktisch relevante 

Analytik nutzbar zu machen. Die hier gezeigten Techniken lassen sich auf verschiedenste Bereiche 

Nukleinsäure-basierter Analytik übertragen und verstehen sich als wichtige methodische Erweiterung 

der NALFIA „toolbox“. 
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8. Anhang 

8.1. Zusätzliche Informationen zur Einleitung 

8.1.1. Amplifikationsmechanismus der LAMP 

In der LAMP verwendete DNA-Polymerasen verfügen über eine starke Strangverdrängungsaktivität, 

was für die effiziente isothermale Amplifikation essentiell ist. Ein sehr häufig genutztes LAMP-Enzym 

leitet sich vom großem Fragment der DNA Polymerase I aus Bacillus stearothermophilus ab 

(Notomi et al., 2000 / Tanner et al., 2014). In der Abbildung 7 ist der komplexe 

Amplifikationsmechanismus gemäß Notomi et al. (2010) verbildlicht, und wird im Folgenden 

ergänzend beschrieben. 

Bei erhöhter Temperatur und ggf. dem Zusatz des Reaktionsadditivs Betain kann ein initiales 

Primerannealing erfolgen (Ranjbar und Afshar, 2015). Durch Elongation der modular konzipierten 

inneren Primer FIP und BIP wird die Amplifikation eingeleitet. Die „Freisetzung“ dieses 

einzelsträngigen Produktes gelingt durch die außen liegenden Primer F3 und B3, die ihrerseits elongiert 

werden. Die Primer FIP und BIP verfügen über ein 5‘ Segment, welches komplementär zu einem Teil 

des FIP- bzw. BIP-vermittelten Elongationsproduktes ist. Das ermöglicht die Bildung terminaler loops, 

was der Methode seinen Namen verleiht. Durch weitere Annealing- und Elongationsschritte entsteht das 

LAMP-charakteristische Reaktions-Zwischenprodukt, welches aufgrund der beidseitigen terminalen 

loops eine Art Hantelform (dumbell structure) aufweist (Hardinge und Murray, 2019). Diese Struktur ist 

Grundlage für multiples Primerannealing der Primer FIP und BIP und ggf. der zusätzlichen loop Primer. 

Darüber hinaus kann das 3‘ Ende der dumbell structure Primer-unabhängig elongiert werden. Aufgrund 

dessen entstehen in den Folgeschritten immer mehr Amplifikationsprodukte, die wiederum immer mehr 

Primerbindestellen präsentieren, wodurch die exponentielle DNA-Vervielfältigung einsetzt. Ein 

weiterer wichtiger Unterschied zur PCR ist der Umstand, dass Amplifikationsprodukte verschiedenster 

Größen entstehen. Darüber hinaus wird bedeutend mehr Amplifikat innerhalb einer LAMP erzeugt, als 

es bei der PCR der Fall ist. 
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Abbildung 66 – Loop mediated isothermal amplification – Primerübersicht und Amplifikationsmechanismus. Aufbau der Primer, 

sowie die Positionierung der entsprechenden Primerbindestellen ermöglichen bei etwa 60°C unter Verwendung einer DNA-

Polymerase mit starker Strangverdrängungsaktivität die isothermale, exponentielle Amplifikation von DNA. 
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8.1.2. Genereller Amplifikationsmechanismus der RPA  

Die Recombinase Polymerase Amplification ist eine DNA-Amplifikationsmethode, bei der verschiedene 

DNA-interagierende Enzyme genutzt werden, damit eine exponentielle Vermehrung einer Ziel-DNA bei 

vergleichsweise niederen Temperaturen stattfinden kann. Dabei werden gemäß Piepenburg et al (2006) 

die Rekombinase T4 UvsX und der „Beladungsfaktor“ UvsY in Kombination mit dem 

Einzelstrangbindeprotein G32P genutzt. Bei T4 UvsX handelt es sich um eine Rekombinase, welche der 

Bakteriophage T4 entstammt und in vivo wichtige Funktionen im Kontext genetischer Rekombination, 

DNA-Reparatur und DNA-Replikation einnimmt (Yonesaki et al., 1985 / Shibata et al., 1979 / Formosa 

und Alberts, 1986). Im Jahr 1989 wurde erstmalig die synergistische Funktion der in der RPA genutzten 

Proteine beschrieben. Dabei wurde gezeigt, dass UvsY und G32P stabilisierend auf die UvsX-Bindung 

einzelsträngiger DNA wirkt (Yonesaki und Minagawa, 1989). Im Kontext der RPA wird in 

Anwesenheit von ATP die Bildung von T4 UvsX-Primer-Komplexen forciert, welche die 

doppelsträngige template DNA nach passenden Bindungsstellen „scannen“ und eine spezifische 

Bindungen der Primer an das template ermöglichen, ohne dass eine Denaturierung bei erhöhten 

Temperaturen notwendig ist. Die daraus resultierende Struktur wird durch das Einzelstrangbindeprotein 

G32P stabilisiert, sodass nach Deassemblierung des T4 UvsX-Primer-Komplexes gebundene Primer 

durch die große Untereinheit der DNA-Polymerase I aus Bacillus subtilis an deren freien 3’OH-Ende 

elongiert werden können. Die Wiederholung dieses beschriebenen Prozesses führt letztlich zu einer 

exponentiellen Vermehrung des adressierten dsDNA-Fragmentes bei einer konstanten Temperatur 

(RPA-Produkt). Die Zugabe von UvsY und dem „crowding agent“ Carbowax20M ist wesentlicher 

Bestandteil einer effizient funktionierenden RPA.  

8.1.2.1. RPA und Lateral Flow 

In der Initialveröffentlichung der Gruppe um Niall Armes wurden zusätzliche Abwandlungen der RPA-

Methode beschrieben, um Reaktionsprodukte auf verschiedenen Plattformen nachweisen zu können. 

Das umfasst sowohl die Auswertung durch in tube Fluoreszenz-Messung analog zu RT-PCR-

Techniken, der Auftrennung der RPA-Produkte im Agarosegel und der Amplikon-Nachweis durch 

Nutzung eines universellen LFDs (Piepenburg et al., 2006). Bei Letzterem stand die Verwendung 

spezieller modifizierter Sonden in Kombination mit der Endonuklease IV aus Escherichia coli (nfo) im 

Zentrum dieser methodischen Variation (Cranell et al., 2014 / Escadafal et al., 2014). Im Falle des 

Lateral Flow-basierten Nachweises wird die nfo, sowie eine speziell gestaltete Sonde in das 

Nachweissystem integriert. Diese Sonde trägt am 5‘ Ende eine für das LFD relevante Markierung 

(bspw. 6-FAM), einen 3‘ Elongationsblock (bspw. Spacer C3), sowie eine interne Modifizierung 

(„THF“ oder „dSpacer“). Bei erfolgreicher Bindung der Sonde während der RPA an den template 

Strang, kann die nfo die interne Modifizierung „erkennen“ und an eben dieser Position einen Schnitt 

„setzen“, sodass der 5‘ Teil der Sonde nun als elongierbarer Primer vorliegt. Durch die zusätzliche 5‘ 

Biotinylierung des entgegen gerichteten Primers, kann bei erfolgreicher und effizienter Amplifikation 
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ein dual markiertes dsDNA-Fragment entstehen, welches aufgrund des Markierungsmusters via LFA 

nachweisbar wird. In der Abbildung 70 ist der Amplifikationsmechanismus der nfo-abhängigen RPA 

verbildlicht.  

 

 
Abbildung 67 – Amplifikationsmechanismus der nfo-abhängigen RPA kombiniert mit Lateral Flow-basiertem readout. Analog zur 

vorherigen Abbildung wird das Rekombinase-abhängige Primerannealing induziert. Dabei wird ein 5‘-Biotin-markierter forward 

Primer (blauer Pfeil) und ein unmarkierter reverse Primer (schwarzer Pfeil) für die Amplifikation genutzt. Darüber hinaus wird eine 

elongationsblockierte (Spacer C3) nfo-Sonde in die RPA integriert, welche bei korrektem Annealing durch die Endonuklease nfo 

an der internen dSpacer-Modifizierung „geschnitten“ wird. Der 6-FAM markierte 3‘ Teil der Sonde kann nun am freien 3‘ OH-Ende 

durch die Bsu Polymerase (Bsu Pol.) elongiert werden, und fungiert folglich als Primer. In Folgezyklen wiederholt sich dieser 

Prozess, sodass letztlich dual markiertes (Biotin, 6-FAM) RPA-Produkt exponentiell amplifiziert wird. Durch das 

Markierungsmuster kann dieses Amplifikat via Lateral Flow Analyse nachgewiesen werden, wobei die Anwesenheit der Test-Linie 

(T) mit der erfolgreichen Anreicherung des RPA-Produktes korreliert.  

 
Im Gegensatz zur LAMP, gibt es vergleichsweise wenige methodische Modifikationen sofern RPA und 

Lateral Flow kombiniert werden. Der überwältigende Teil bisheriger Veröffentlichungen nutzt die „nfo-

Methode“, was aber auch eine starke Indikation für die Funktionalität dieser methodischen Kombination 

sein kann (Lobato und O’Sullivan, 2018). Im praktischen Kontext wurde die RPA-LFA für zahlreiche 

Point-of-Care kompatible Applikationen genutzt. Drei repräsentative Anwendungen sollen die 
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Charakteristika dieser Amplifikationstechnik, sowie deren Potenzial in einem praktischen Kontext 

orientierend beleuchten (Abbildung 71).  

 

 
 

Abbildung 68 –Charakteristika und Besonderheiten der RPA-LFA. Durch Nutzung einer Bandage kann eine RPA-Reaktion in der 

Achsel inkubiert und anschließend via LFA ausgewertet werden. Mit dieser Technik gelang es 10 Kopien eines künstlichen 

Plasmids mit HIV-I spezifischer Sequenz binnen 30 Minuten via LFA nachzuweisen. Diese Ergebnisse zur Nutzung von 

Körperwärme für eine erfolgreiche Nachweisführung leiten sich von Crannell und Rohrmann et al., 2014 ab. Der Vergleich der 

Nachweisempfindlichkeit von RT-PCR und RPA (mittlerer Teil der Abbildung) entstammt Sun et al., 2016. Hier konnte der 

Nachweis des Parasiten Schistosoma japonicum mittels RPA-LFA vergleichbar sensitiv erfolgen, wie die Referenz-RT-PCR. Im 

Zuge der COVID-19 Pandemie tauchten zunehmend Veröffentlichungen auf, die die 2006 etablierte RPA-LFA Nachweismethodik 

gemäß Piepenburg et al. (2006) überarbeiteten und modifizierten. Stellvertretend dafür zeigt der untere Teil der Abbildung die 

durch Qian et al. (2020) entwickelte eRPA-Methodik, die eine one pot RT-RPA mit einer nachgeschalteten 

Hybridisierungsreaktion kombiniert. Diese spezifische Nachweistechnik ermöglicht einen Lateral Flow-basierten readout mit einer 

Empfindlichkeit, bei der 3 RNA-Kopien für den erfolgreichen Nachweis von SARS-CoV-2 genügen.  
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Bereits im Jahr 2014 verwiesen Crannell und Rohrmann et al. auf eine wichtige Möglichkeit, die 

isothermale Amplifikationen bei etwa 37°C bieten. Sie untersuchten gezielt die Nutzung von 

Körperwärme, um eine vollends Geräte-unabhängige DNA-Amplifikation zu etablieren. Dabei erwies 

sich die Inkubation des Reaktionsgemisches in der Achsel unter Verwendung einer Bandage als 

zielführend, um eine effiziente RPA zu gewährleisten. Dabei gelang binnen 30 Minuten der sichere 

Nachweis von etwa 10 Kopien einer HIV-1 spezifischen DNA-Sequenz durch die „Körperwärme-RPA“ 

und abschließender LFA.  

Die beschriebene Nachweisempfindlichkeit ist in Anbetracht des Tempos und des geringen 

Geräteaufwands gerade im Vergleich zu herkömmlichen PCR-Techniken beeindruckend 

(Kim et al., 2020). Mehrfach wurde die Sensitivität der RPA mit Referenz RT-PCRs verglichen. In den 

meisten Fällen kamen die Autoren zu dem Schluss, dass die RPA durchaus in der Lage sei, eine 

vergleichbar empfindliche  Nachweisführung zu gewährleisten. So zeigten bspw. Sun et al. (2016), dass 

der RPA-LFA basierte Nachweis von 5 fg genomischer DNA des Parasiten Schistosoma japonicum (mit 

humaner DNA im Hintergrund) binnen 20 Minuten gelingen kann. Diese Empfindlichkeit bewegt sich 

laut Autoren im Bereich der unteren Nachweisgrenze der herangezogenen RT-PCR Methode. 

Wie eingangs beschrieben, rückte die, durch das SARS-Coronavirus 2 verursachte Pandemie, die 

molekulare Diagnostik den Fokus der wissenschaftlichen und öffentlichen Wahrnehmung. Das spiegelt 

sich auch im methodischen Sektor der RPA-LFA Methode wider. So wurde die RT-RPA wesentlicher 

Bestandteil innovativer diagnostischer Ansätze wie SHERLOCK oder DETECTR, die eine 

ultrasensitive Amplikonerkennung durch verschiedene CRISPR-Cas-basierte Systeme nutzen 

(Abschnitt 1.3.4). Darüber hinaus erschienen im Jahr 2020 Publikationen, die von der beschriebenen 

und so oft bewährten nfo-Methode abwichen und somit methodische Alternativen aufzeigten 

(Kim et al., 2020 / Qian et al., 2020). Dabei nutzten Kim et al. (2020) die sogenannte 

single strand RT RPA, bei der nach one pot cDNA-Synthese und Amplifikation ein T7-Exonuklase-

Verdau die schnelle Hybridisierung des ssRPA-Produktes mit markierten Sonden ermöglichte. Dabei 

gelang der spezifische Nachweis von 8 Kopien eines SARS-CoV-2 spezifischen RNA-Fragments aus 

Saliva in nur 8 Minuten inklusive LFA. Ein noch sensitiverer Nachweis des Erregers von COVID-19 

konnte durch Qian et al. (2020) erbracht werden (Abbildung 71). Unter Nutzung einer one pot RT-RPA 

und einer nachgeschalteten Hybridisierungsreaktion mit einer markierten Sonde gelang die Erkennung 

von nur 3 Kopien eines SARS-CoV-2 spezifischen RNA-Fragmentes über abschließende LFA. Diese 

Ergebnisse unterstreichen die Praxisrelevanz, sondern auch das Entwicklungspotenzial von RPA-LFA 

Methoden.  
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8.2. Zusatz Material und Methoden 

8.2.1. Übersicht: relevanter Plasmide 

8.2.1.1. Sequenzierung pKHV 

 
Abbildung 69 – Sequenzierung und Alignment der in pGEM-T inserierten KHV-spezifischen Sequenz. Als Referenzsequenz wurde der relevante Abschnitt aus der Genomsequenzierung 

des Isolats: Cyprinid Herpersvirus 3 strain KHV-U, complete genome (Accession No.: DQ_657948). Der grüne Balken symbolisiert die „Identity“ und somit den übereinstimmenden Bereich 

innerhalb des Alignments. Erstellt mit Geneious R7. 
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8.2.1.2. Sequenzierung pCEV 

 
Abbildung 70 – Sequenzierung und Alignment der in pGEM-T inserierten CEV-spezifischen Sequenz. Als Referenzsequenz wurde der relevante Abschnitt der Sequenz: Carp Edema Virus Isolate 

Q098, 4a protein gene, partial cds (Accession No: KX_254024). Der grüne Balken symbolisiert die „Identity“ und somit den übereinstimmenden Bereich innerhalb des Alignments. Erstellt mit Geneious 

R7. 
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8.2.1.3. Sequenzierung pFVLMut 

 

Abbildung 71 – Sequenzierung pFVLMut und Alignment gegen Referenzsequenz: Homo sapiens coagulation factor V (F5), RefSeqGene (LRG_553) on chromosome 1 (Accession No.: NG_011806). 

Farbig hinterlegte Basen symbolisieren Abweichungen zwischen den verglichenen Sequenzen. An Position 202 der hier dargestellten Sequenz handelt es sich um den FVL-charakteristischen SNP. Die 

anderen Abweichungen liegen im Bereich des Intron 10 des Faktor V-codierenden Gens. Der grüne Balken symbolisiert die „Identity“ und somit den übereinstimmenden Bereich innerhalb des 

Alignments. Erstellt mit Geneious R7. 
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8.2.1.4. Alignment pFVLMut und pFVLWT 

 

Abbildung 72 – pFVLMut Sequenzierung und Alignment im Vergleich zur pFVLWT-Sequenz. Die farbig hinterlegten Basen sind symbolisieren Abweichungen, in diesem Fall den charakteristischen SNP. 

Abweichungen zur Referenzsequenz aus Abbildung sind identisch zwischen den pFVLWT und pFVLMut. Der grüne Balken symbolisiert die „Identity“ und somit den übereinstimmenden Bereich innerhalb 

des Alignments. Erstellt mit Geneious R7.
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8.2.2. Übersicht: relevanter Oligonukleotide 

Die folgenden Tabelle sind aufgrund des Umfangs und zum Zweck der Übersichtlichkeit in 

verschiedene Teile untergliedert. 

Tabelle 22.1 - Übersicht verwendeter Oligonukleotide 

Nachweis-
System 

Oligonukleotid - 
Name 

Oligonukleotid - Sequenz 5' > 
3' 

5' Modi-
fikation 

3' Modi-
fikation 

interne 
Modi-

fikation  
Funktion 

Nachweis            
L. cerevisiae via 
multiplex PCR 

L. cerevisiae_for 1 gttaaacggttctgacgagc - - - Primer 

L. cerevisiae_for 2 caactccttacgacgaattttac - - - Primer 

L. cerevisiae_rev 1 gtcgccccatcagcaact - - - Primer 

L. cerevisiae_rev 2 ccttatctgcagtcattcgc - - - Primer 

L. cerevisiae_for 1_Biotin gttaaacggttctgacgagc Biotin - - Primer 

L. cerevisiae_rev 1_FITC gtcgccccatcagcaact FITC - - Primer 

Nachweis            
L. rossiae via 
multiplex PCR 

L. rossiae for 1.1 (F1) acttcgggttttgattgac - - - Primer 

L. rossiae for 1.2 (F2) ccagattgacgagacattgaag - - - Primer 

L. rossiae rev 1 (R1) cacttcaatgtctcgtcaatc - - - Primer 

L. rossiae rev 2.1 (R4) tttctggttaaataccgtcactatc - - - Primer 

L. rossiae rev 2.2  actctgttgttaaagaagaacgtatc - - - Primer 

L. rossiae_for 3_Biotin 
(F4) 

ctgttgttaaagaagaacgtatc Biotin - - Primer 

L. rossiae_rev 3_FITC ctggttaaataccgtcactatc FITC - - Primer 

L. rossiae forL (F3) gaatcttccacaatgggcgcaagc - - - Primer 

L. rossiae revL (R3) ccactaccctcttctgcactcaagttat - - - Primer 

L. rossiae revL_FITC (R3) ccactaccctcttctgcactcaagttat FITC - - Primer 

L. rossiae probe (F3) gaacgtatctgagagtaactgttcagatagtgac - - - Primer 

Anti_L.rossiae_revL ataacttgagtgcagaagagggtagtgg - - - CPD-Helfer 

Homo-/ 
Heteroplasmie-
Schnelltest für    
C. reinhardtii 
mittels duplex-
PCR 

psbA_+86 for_FITC catcggttggttcggtgtaatc FITC - - Primer 

IL-Rev-DIG cgattgcgttagaagttggga Digoxygenin - - Primer 

Fud7-Rev-DIG ttggctgctgattacctttcg Biotin - - Primer 

psbA_+147 for_FITC atcgctttcatcgctgctcc FITC - - Primer 

psbA_147 rev ggcaggcaacaataaatacatttgtccc - - - CPD-Helfer 
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Tabelle 22.2 – Übersicht verwendeter Oligonukleotide 

Nachweis-
System 

Oligonukleotid - 
Name 

Oligonukleotid - Sequenz 5' > 
3' 

5' Modi-
fikation 

3' Modi-
fikation 

interne 
Modi-

fikation  
Funktion 

LB-PC-Ident 
(PCR) 

LBPC-For 1 gttgtaggacygaacatttg - - - Primer 

LBPC-For 2 gttgtaggactgaactttg - - - Primer 

LBPC-For 3 gttgtaggactggacattg - - - Primer 

LBPC-For 4 gttgtaggactgaacattwg - - - Primer 

LBPC-Rev 1 gtactcaggatcctgaac - - - Primer 

LBPC-Rev 1-FITC gtactcaggatcctgrac FITC - - Primer 

AntiLBPC-For 1 crgtcctacaac - - - CPD-Helfer 

AntiLBPC-Rev 1 caggatcctgag - - - CPD-Helfer 

post PCR 
Hybridisierung, 
Identifikation von 
Lactobacillus 
brevis  

Lbr-p1-Biotin gctcggcatagag - Biotin-TEG - Sonde 

Lbr-H1 gttgtaggactgaacatttgagttaccaaagt - - - Faltungshelfer 

Lbr-H2 gatgataaccgaagagtctggg - - - Faltungshelfer 

Lbr-H3 gtgatacccccgtaggtgaaa - - - Faltungshelfer 

Lbr-H4 gtcaaccctcagttcaggatcctgagtac - - - Faltungshelfer 

post PCR 
Hybridisierung, 
Identifikation von 
Lactobacillus 
lindneri 

Lli-p1-Biotin gaagctgcaccaaag - Biotin-TEG - Sonde 

Lli-H2 atttgataattgaagcagctg - - - Faltungshelfer 

Lli-H3 gtgatagtctcgtaaatgaaatcgaat - - - Faltungshelfer 

post PCR 
Hybridisierung, 
Identifikation von 
Lactobacillus 
backi 

Lba-p1-Biotin gatcaaactgctaa - Biotin-TEG - Sonde 

Lba-H1 gttgtaggactgaacattagagttaccaaag - - - Faltungshelfer 

Lba-H2 tagtggtagtcgaagcagttgg - - - Faltungshelfer 

Lba-H3 cgctgcgtcaaagagggtgaaaatcccg - - - Faltungshelfer 

post PCR 
Hybridisierung, 
Identifikation von 
Lactobacillus 
(para-) 
collinoides 

Lco-p1-Biotin ttggtagttgaacag - Biotin-TEG - Sonde 

Lco-H2 gggaagcctgrccaaagagggtg - - - Faltungshelfer 

Lco-H3 gccccgtaaacgaaaccaata - - - Faltungshelfer 

post PCR 
Hybridisierung, 
Identifikation von 
Lactobacillus 
rossiae 

Lro-p1-Biotin acgtcgccatagggt - Biotin-TEG - Sonde 

Lro-H2 ccttgatagtcgaagacgttggg - - - Faltungshelfer 

Lro-H3 gagagccacgtagacgaaatcaaagtc - - - Faltungshelfer 

post PCR 
Hybridisierung, 
Identifikation von 
Lactobacillus 
(para-) casei 

Lca-p1-Biotin gcgaaacgtcgaac - Biotin-TEG - Sonde 

Lca-H1 gttgtaggactggacattggagttaccaaag - - - Faltungshelfer 

Lca-H2 ccgacgtagtcgaagtcagctgg - - - Faltungshelfer 

Lca-H3 gctgcgccacagaaggtgaaagccctg - - - Faltungshelfer 

Lca-H4 ctccgtccaggatcctgagtac - - - Faltungshelfer 

post PCR 
Hybridisierung, 
Identifikation von 
Pediococcus 
damnosus 

Pda-p1-Biotin gattttcatagccg - Biotin-TEG - Sonde 

Pda-H1 gttgtaggaccgaacatttgagttacca - - - Faltungshelfer 

Pda-H2 cagtctgggaagactggccagagcgggtg - - - Faltungshelfer 

Pda-H3 cagccccgtaggcaaaatgaaaa - - - Faltungshelfer 

KHV-Nachweis 
mittels duplex-
PCR und post 
PCR-
Hybridisierung 

KHV-86F gacgccggagaccttgtg - - - Primer 

KHV-86F BIO gacgccggagaccttgtg Bioitn - - Primer 

KHV-163R FITC cgggttcttatttttgtccttgtt FITC - - Primer 

KHV-163R BIO  cgggttcttatttttgtccttgtt Biotin - - Primer 

KHV-109P (RC) FITC cgtgctcgccgagcagaggaag FITC - - Sonde 

KHV-109P(RC) BIO cgtgctcgccgagcagaggaag Biotin - - Sonde 

KHV-Helper 1 gacgccggagaccttgtg - - - Faltungs-Helfer 

KHV-Helper 2 gcaaaaagaacaaggacaaaaataagaaccc - - - Faltungs-Helfer 

 
  



170 
 

Tabelle 22.3 – Übersicht verwendeter Oligonukleotide 

Nachweis-
System 

Oligonukleotid - 
Name 

Oligonukleotid - Sequenz 5' > 3' 
5' Modi-
fikation 

3' Modi-
fikation 

interne 
Modi-

fikation  
Funktion 

CEV-Nachweis 
(verschiedene 
Nachweisstrategien, 
inkl. multiplex PCR 
+ post PCR-
Hybridisierung) 

CEFAS_CEV_FOR 1 gtatggagtatccaaagtacttag - - - Primer 

CEFAS_CEV_FOR 2 gttatcaatgaaatttgtgtattg - - - Primer 

CEFAS_CEV_REV 1  ctcttcactattgtgactttg - - - Primer 

CEFAS_CEV_REV 2  tagcaaagtactacctcatcc - - - Primer 

CEV_FOR 3 ccattggcataaaatccttccc - - - 
Assay-

Etablierung  

CEV_FOR 3L gatttccattggcataaaatccttccc - - - Primer 

CEV_FOR 3XL gtrataagatttccattggcataaaatccttccc - - - Primer 

CEV_FOR 3_Biotin ccattggcataaaatccttccc Biotin - - Primer 

CEV_FOR 3.2 ccattrgcataaaatccttccc - - - Primer 

CEV_FOR 4 gcatttcctagtttgtatggc - - - Primer 

CEV_FOR 4_Biotin gcatttcctagtttgtatggc Biotin - - Primer 

CEV_FOR 4s_FITC cctagtttgtatggcaag FITC - - Primer 

CEV_REV 2 FITC tagcaaagtactacctcatcc FITC - - Primer 

CEV_REV 3  gattggaataagatgtctgtcttcg - - - Primer 

CEV_REV 3 FITC gattggaataagatgtctgtcttcg FITC - - Primer 

CEV_REV_4 cctcaaggagtttcagtaaagag - - - Primer 

CEV_REV_4 FITC cctcaaggagtttcagtaaagag FITC - - Primer 

CEV_REV_5.2 Biotin cttgctmtagttctaggattg Biotin - - Primer 

CEV_REV_5.2 FITC cttgctmtagttctaggattg FITC - - Primer 

ANTI CEV 5.2 REV caatcctagaactagagcaag - - - 
Faltungs-& 
CPD-Helfer 

CEV_Helper 1 acatgttttaghgttttgta - - - 
Faltungs-

Helfer 

CEV_Helper 1-2 gtagcatttcctagtttgtatggcaag - - - 
Faltungs-

Helfer 

CEV_Helper 2 acaaactctctttactghaactcc - - - 
Faltungs-

Helfer 

CEV_Helper 3 ccttgaggaatytgatctagaattcc - - - 
Faltungs-

Helfer 

CEV_probe 1_FITC gtagcatttcctagtttgtatggcaag FITC - - Sonde 

CEV_probe 1_Biotin gtagcatttcctagtttgtatggcaag Biotin - - Sonde 

CEV_probe 2_Biotin acatgttttaghgttttgta Biotin - - Sonde 

Identifikation von 
Lactobacillus 
lindneri (Reporter-
basierte rhPCR) 

LBPC-For 1 gttgtaggacygaacatttg - - - Primer 

LBPC-For 2 gttgtaggactgaactttg - - - Primer 

LBPC-For 3 gttgtaggactggacattg - - - Primer 

LBPC-For 4 gttgtaggactgaacattwg - - - Primer 

LBPC-Rev 1 gtactcaggatcctgaac - - - Primer 

LBPC-Rev 1-FITC gtactcaggatcctgrac FITC - - Primer 

Lli-rhRep 1 ggaagctgc5ccaaagag 6-FAM Biotin-TEG rA Reporter 

Vorarbeiten 
Nachweis der 

Faktor V Leiden 
Mutation (1) 

FVL-MutA-For gtaagagcagatccctggacaggcaaggaatacag - - - Primer 

FVL-MutA-Rev caaggacaaaatacctgtattccttgcctgtccag - - - Primer 

FVL-Seq-For 1 ggaacaacaccatgatcagagc - - - Primer 

FVL-Seq-For 2 ctgcacgttgtgcacatgtacc - - - Primer 

FVL-for 1 catgagagacatcgcctctgg - - - Primer 

FVL-for 2 catcgcctctgggctaatagg - - - Primer 

FVL-for 3 ctgtaagagcagatccctgg - - - Primer 

FVL- for 4 cgcctctgggctaataggactac - - - Primer 

FVL- for 5 gaccatactacagtgacgtggac - - - Primer 

FVL- for 6 cacagaaaatgatgcccagtgc - - - Primer 

FVL-rev 1 gacctaacatgttctagccag - - - Primer 

FVL-rev 2 ggagacctaacatgttctagccag - - - Primer 

FVL-rev 3 ggagacctaacatgttctagcc - - - Primer 

FVL-rev 4 cttcggcagtgatggtactg - - - Primer 

FVL-rev 5 cacactctagacttgccttcgg - - - Primer 

FVL-71 for catcatgagagacatcgcctctgg - - - Primer 

FVL-OE-for 1 gtaagagcagatccctggacaggcaaggaatacag       Primer 

FVL-OE-rev 1 caaggacaaaatacctgtattccttgcctgtccag       Primer 

FVL +218 rev cttgccttcggcagtgatggtact - - - Primer 
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Tabelle 22.4 – Übersicht verwendeter Oligonukleotide 

Nachweis-
System 

Oligonukleotid - 
Name 

Oligonukleotid - Sequenz 5' > 3' 
5' Modi-
fikation 

3' Modi-
fikation 

interne 
Modi-

fikation  
Funktion 

Nachweis der 
Faktor V Leiden 
Mutation mittels 
rhPCR 

rhFVL-for 1 gcagatccctggacaggc - - - Primer 

rh-FVL-for 2 gagcagatccctggacaggc - - - Primer 

rh-FVL-for 3 aagagcagatccctggacaggc - - - Primer 

rh-FVL-for 4 gtaagagcagatccctggacaggc - - - Primer 

rhFVL-rev 1 ggacaaaatacctgtattcct - - - Primer 

rh-FVL-rev 2 caaggacaaaatacctgtattcct - - - Primer 

rh-FVL-rev 3 cttcaaggacaaaatacctgtattcct - - - Primer 

rh-FVL-Mut-R2-BIO caaggacaaaatacctgtattcct8gcct Biotin Spacer C3 8: rU rh-Primer 

rh-FVL.Mut-F1-BIO gcagatccctggacaggc5agga Biotin Spacer C3 5: rA rh-Primer 

rh-FVL-WT-R2-DIG caaggacaaaatacctgtattcct7gcct Digoxygenin Spacer C3 7: rC rh-Primer 

rh-FVL-F2-FITC catcgcctctgggctaatagg5ctac FITC Spacer C3 5: rA rh-Primer 

FVL-rev 2 FITC ggagacctaacatgttctagccag FITC - - Primer 

Nachweis der 
Faktor V Leiden 
Mutation mittels 
ARMS-PCR 

ARMS-FVL-WT-F1b-T gcagatccctggacaggtg - - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1b-G cagatccctggacagggg - - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1a-A gcagatccctggacagacg - - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1a-C cagatccctggacagccg - - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1c-T cagatccctggacatgcg - - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1c-A cagatccctggacaagcg - - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1c-C agatccctggacacgcg - - - ARMS-Primer 

Ex-ARMS-FVL-Mut-F1-
DIG (EX-Mut for 2t) 

aactcaagcagatccctggacagtca Digoxygenin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1a-t-
DIG (WT for 1t) 

gcagatccctggacaggtg Digoxygenin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1a-g-
DIG (WT for 1g) 

gcagatccctggacagggg Digoxygenin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1a-DIG  gcagatccctggacagtcg Digoxygenin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1b-DIG 
(WT for 1a) 

gcagatccctggacaggag Digoxygenin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-F1c-DIG ttcagatccctggacaggag Digoxygenin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-WT-R2-DIG caaggacaaaatacctgtattcttc Digoxygenin - - ARMS-Primer 

FVL-WT-F1-DIG (WT for) agatccctggacaggcg Digoxygenin - - Primer 

Ex-ARMS-FVL-WT-F1-
BIO (EX-WT for1a) 

ctagtttgcagatccctggacaggag Biotin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-for 1-BIO+ agcagatccctggacagtca Biotin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-Mut-F1BIO   

(Mut for 2t) 
gcagatccctggacagtca Biotin - - ARMS-Primer 

ARMS-FVL-R2-BIO caaggacaaaatacctgtattcttt Biotin - - ARMS-Primer 

FVL-Mut-F1-BIO (Mut 
for) 

cagatccctggacaggca Biotin - - Primer 

FVL-rev 2 FITC (rev 2-
FITC) 

ggagacctaacatgttctagccag FITC - - Primer 

FVL-rev 2-FITC+ ccaggagacctaacatgttctagcc FITC - - Primer 

Ex-FVL-rev 2-FITC gccaggagacctaacatgttctagcca FITC - - Primer 

Nachweis der 
Faktor V Leiden 
Mutation mittels 
Standard-PCR 
und post PCR-
Hybridisierung 

FVL-WT-P1-DIG gtattcctcgcctgtc Digoxygenin - - Primer 

FVL-Mut-P1-BIO gtattccttgcctgtc Biotin - - Primer 

FVL-rev 2 FITC ggagacctaacatgttctagccag FITC - - Primer 

FVL-H1 ggagacctaacatgttctagccagaagaaattctcag - - - Primer 

FVL-H2 ctgaaaggttacttcaaggacaaaatac - - - Primer 

FVL-H3 ggatctgctcttacagattagaag - - - Primer 

FVL-H4 gtcctattagcccagaggcgatg - - - Primer 

Nachweis Faktor 
V Leiden 
Mutation 
(Reporter-
basierte rhPCR) 

FVL-WT-rhRep 1 ctggacaggc5aggaatacag 6-FAM Biotin-TEG rA Reporter 

FVL-Mut-rhRep 1 ctggacaggc5aggaatacag 6-FAM Biotin-TEG rA Reporter 

FVL-WT-Block 1 ctggacaggcgaggaataca - inversed dG - 
Spezifitäts-

Helfer 

FVL-Mut-Block 1 ctggacaggcaaggaataca - inversed dG - 
Spezifitäts-

Helfer 

FVL-for 2 catcgcctctgggctaatagg - - - Primer 

FVL-rev 2 ggagacctaacatgttctagccag - - - Primer 
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Tabelle 22.5 – Übersicht verwendeter Oligonukleotide 

Nachweis-
System 

Oligonukleotid - 
Name 

Oligonukleotid - Sequenz 5' > 3' 
5' Modi-
fikation 

3' Modi-
fikation 

interne 
Modi-

fikation  
Funktion 

Nachweis Faktor 
V Leiden 
Mutation 
(Reporter-
basierte 
rhLAMP-nicht 
funktionell) 

FVL-WT-rhRep 1 ctggacaggc5aggaatacag 6-FAM Biotin-TEG rA Reporter 

FVL-Mut-rhRep 1 ctggacaggc5aggaatacag 6-FAM Biotin-TEG rA Reporter 

FVL-WT-Block 1 ctggacaggcgaggaataca - 
inversed 

dG 
- 

Spezifitäts-
Helfer 

FVL-Mut-Block 1 ctggacaggcaaggaataca - 
inversed 

dG 
- 

Spezifitäts-
Helfer 

FVL-F3_1 aacccacagaaaatgatgc - - - 
LAMP-

Primer (F3) 

FVL-F3_2 cacagaaaatgatgcccag - - - 
LAMP-

Primer (F3) 

FVL-B3_1 ccattatttagccaggagacc - - - 
LAMP-

Primer (B3) 

FVL-B3_2 cccattatttagccaggaga - - - 
LAMP-

Primer (B3) 

FVL-B3_3 ccccattatttagccagga - - - 
LAMP-

Primer (B3) 

FVL-FIP_1 gtcctattagcccagaggcgccagtgcttaacaagacca - - - 
LAMP-
Primer 
(FIP) 

FVL-FIP_2 gtcctattagcccagaggcgtgcttaacaagaccatactacag - - - 
LAMP-
Primer 
(FIP) 

FVL-FIP_3 agaagtagtcctattagcccagaggccagtgcttaacaagacca - - - 
LAMP-
Primer 
(FIP) 

FVL-FIP_4 agaagtagtcctattagcccagaggtgcttaacaagaccatactacag - - - 
LAMP-
Primer 
(FIP) 

FVL-BIP_1 aggtattttgtccttgaagtaaccttaacatgttctagccagaaga - - - 

LAMP-

Primer 
(BIP) 

FVL-BIP_2 aggtattttgtccttgaagtaacctacctaacatgttctagccaga - - - 
LAMP-
Primer 
(BIP) 

FVL-LF_1 gtctctcatgatgtccacgtc       
LAMP-

Primer (LF) 

FVL-LB_1 ttcagaaattctgagaatttc       
LAMP-

Primer (LB) 

Identifikation 
von Bakterien 
mittels PCR, 
PCR-
Produktauf-
reinigung und 
Sanger-
Sequenzierung 

16S_1250R_Seq tgtagcacgtgtgtagccca - - - Primer 

16S_350F_Seq cacattgggactgagacacg - - - Primer 

16S_Start_F1 tgcctaatacatgcaagtcgaac - - - Primer 

16S_Start_F2 gcytaayacatgcaagtyg - - - Primer 

23S-Seq-for 1 ctagragccgatgaaggacg - - - Primer 

23S-Seq-rev 1 ctggtycactatcggtcactag - - - Primer 

Interne 
Amplifikations-
kontrolle 

psbA_-133 for gtgctaggtaactaacgtttg - - - Primer 

psbA_+570 rev gtgttctgcttggaatacgat - - - Primer 

psbA_+86 for_FITC catcggttggttcggtgtaatc FITC - - Primer 

psbA_147 rev ggagcagcgatgaaagcgatg - - - CPD-Helfer 

IL-Rev-DIG cgattgcgttagaagttggga Digoxygenin - - Primer 

psbA_147 for_DIG catcgctttcatcgctgctcc Digoxygenin - - Primer 

psbA_412 rev_FITC gcgatccatggacgcatacc FITC - - Primer 

Fud7-Rev-DIG ttggctgctgattacctttcg Biotin - - Primer 

Anti_CgGluc_rev tcaggtgtggagcggacat - - - CPD-Helfer 

CgGluc_Stop gctccacacctga - - 
Spacer 

C3 
CPD-Helfer 

CgGluc_162F_DIG actgcgagtggagacacatgat Digoxygenin - - Primer 

CgGluc_230R_FITC tcaggtgtggagcggacat FITC - - Primer 

Weitere PCR-
Hybridisierungs-
assays 

16S_UniF1_FITC ccaractcctacgggaggcwgc FITC - - Primer 

16S_UniR1 gtatyaccgcggctgctggcac - - - Primer 

AAB-H1 gccggggcttcttctgcgggtaccg - - - 
Faltungs-

Helfer 

AAB-H2 ccgaaagtgctttacaatccgaa - - - 
Faltungs-

Helfer 

AAB-p1_Biotin catcatcgtccccg Biotin - - Sonde 
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8.2.3. Übersicht: Nachweis-Zusammensetzung 

Die Übersicht zur Zusammensetzung der erarbeiteten Nachweise, sowie der dazugehörigen 

Temperaturprotokolle untergliedert sich analog zum vorherigen Part aufgrund der Größe und zum 

Zweck der Übersichtlichkeit in Untertabellen. 

Tabelle 23.1 – Übersicht Zusammensetzung von Nachweisen Bierschädigender Bakterien 

Nachweis-
system 

Komponente  Bezeichnung / Beschreibung 
V in µL        

(je 
Reaktion) 

Konzentration  
Arbeitslösung 

End-Konzentration 
in der Reaktion 

L
. 
c
e

re
v
is

ia
e

  
  

  
  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
(d

u
p
le

x
 P

C
R

) 

Nachweisprimer forward L. cerevisiae_for 1_Biotin 0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

Nachweisprimer reverse L. cerevisiae_rev 1_FITC 0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

IAC-Primer forward psbA_+86 for_FITC 0,20 25 pmol / µL 0,2 µM 

IAC-Primer reverse IL-Rev-DIG 0,20 25 pmol / µL 0,2 µM 

IAC-template pMM2 0,20 0,04 pg / µL 160 Kopien / µL 

DNA-Polymerase-Mix HotStart Taq DNA-Polymerase Mix 12,50 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

Wasser / TE-Puffer ddH20 / 1xTE-Puffer 10,00 - - 

template Kultur / Kolonie / Verdünnung / Extrakt 2,00 - - 

L
. 
ro

s
s
ia

e
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  

(d
u

p
le

x
 P

C
R

) 

Nachweisprimer forward L.rossiae_for 3_Biotin (F4) 0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

Nachweisprimer reverse L.rossiae_rev L_FITC (R3) 0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

IAC-Primer forward psbA_+147 for_DIG 0,15 25 pmol / µL 0,15 µM 

IAC-Primer reverse psbA_412 rev_FITC 0,15 25 pmol / µL 0,15 µM 

IAC-template pMM2 0,20 0,04 pg / µL 160 Kopien / µL 

DNA-Polymerase-Mix HotStart Taq DNA-Polymerase Mix 12,50 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

Wasser / TE-Puffer ddH20 / 1xTE-Puffer 9,50 - - 

template Kultur / Kolonie / Verdünnung / Extrakt 2,00 - - 

L
a
c
to

b
a
c
ill

u
s
 s

p
p
. 
P

e
d
io

c
o
c
c
u
s
 s

p
p
. 

s
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g
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p
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x
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d

e
n
t-

P
C

R
 

Nachweisprimer forward 1 LBPC-For 1 0,20 25 pmol / µL 0,2 µM 

Nachweisprimer forward 2 LBPC-For 2 0,20 25 pmol / µL 0,2 µM 

Nachweisprimer forward 3 LBPC-For 3 0,20 25 pmol / µL 0,2 µM 

Nachweisprimer forward 4 LBPC-For 4 0,20 25 pmol / µL 0,2 µM 

Nachweisprimer reverse LBPC-Rev 1-FITC 0,30 25 pmol / µL 0,3 µM 

DNA-Polymerase-Mix HotStart Taq DNA-Polymerase Mix 12,50 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

Wasser / TE-Puffer ddH20 / 1xTE-Puffer 9,40 - - 

template Kultur / Kolonie / Verdünnung / Extrakt 2,00 - - 

R
e
p
o

rt
e
r-

b
a
s
ie

rt
e
 R

N
a
s
e

 H
2
  

  
  

  
  

  
  
  

  
a
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e
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s
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g
le

p
le

x
) 

Nachweisprimer forward 1 LBPC-For 1 0,50 25 pmol / µL 0,625 µM 

Nachweisprimer forward 2 LBPC-For 2 0,50 25 pmol / µL 0,625 µM 

Nachweisprimer forward 3 LBPC-For 3 0,50 25 pmol / µL 0,625 µM 

Nachweisprimer forward 4 LBPC-For 4 0,50 25 pmol / µL 0,625 µM 

Nachweisprimer reverse LBPC-Rev 1 0,50 25 pmol / µL 0,625 µM 

Reporter-Sonde Lli-rhRep 1 0,40 10 pmol / µL 0,2 µM 

DNA-Polymerase-Mix rhAMPⓇ Genotyping Master Mix  10,00 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

Wasser / TE-Puffer ddH20 / 1xTE-Puffer 5,10 - - 

template Kultur / Kolonie / Verdünnung / Extrakt 2,00 - - 
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Tabelle 23.2 – Zusammensetzung Nachweise FVL-Mutation, Carp Edema Virus, Homo-/ Heteroplasmietest 

Nachweis-
system 

Komponente  Bezeichnung / Beschreibung 
V in µL        

(je 
Reaktion) 

Konzentration  
Arbeitslösung 

End-Konzentration 
in der Reaktion 

C
. 
re

in
h

a
rt

ii 
H

o
m

o
-/

 H
e
te

ro
p
la

s
m

ie
te

s
t 

  
  
  
  

  
 

(d
u

p
le

x
 P

C
R

) 

Nachweisprimer forward psbA_+147 for_FITC 0,60 25 pmol / µL 0,6 µM 

Nachweisprimer reverse 1 IL-Rev-DIG 0,30 25 pmol / µL 0,3 µM 

Nachweisprimer reverse 2 Fud7-Rev-DIG 0,30 25 pmol / µL 0,3 µM 

DNA-Polymerase Maxima HotStart Taq DNA-Polymerase 0,20 5 U / µL 1 U pro Reaktion 

dNTPs dNTP Mix, Thermo Fisher 0,50 10 mM je dNTP 0,2 mM 

PCR-Puffer 10x HotStart PCR Buffer, Thermo Fisher 2,50 
10-fach 

konzentriert 
1-fach konzentriert 

Magnesiumchlorid 25 mM MgCl2, Thermo Fisher 4,00 25 mM 4 mM 

Wasser / TE-Puffer ddH2O 14,60 - - 

template Extrakt / Flüssigkulur / Kolonie 2,00 - - 

C
a
rp

 E
d
e

m
a

 E
d

e
m

a
-N

a
c
h
w

e
is

  
  

  
  

  
(d

u
p
le

x
 

P
C

R
) 

Nachweisprimer forward CEV-for 3.2 0,1 25 pmol / µL 0,125 µM 

Nachweisprimer reverse CEV-rev 5.2-FITC 0,25 100 pmol / µL 1,25 µM 

IAC-Primer forward CgGluc_162F_DIG 0,1 10 pmol / µL 0,05 µM 

IAC-Primer reverse CgGluc_230R_FITC 0,1 10 pmol / µL 0,05 µM 

IAC-CPD-Helfer CgGluc_Stop 0,25 100 pmol / µL 1,25 µM 

DNA-Polymerase-Mix HotStart Taq DNA-Polymerase Mix 10 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

Uracil DNA-Glycosylase UDG-Mix 1 
20-fach 

konzentriert 
1-fach konzentriert 

Wasser / TE-Puffer ddH20 / 1xTE-Puffer 3,2 - - 

template isolierte DNA / Abstrich-Extrakt 5 - - 

KHV-
Nachweis 

Loose und Breitbach et al., 2020 

F
a
k
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r 
V

 L
e
id

e
n
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c
h
w

e
is

 (
A

R
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S
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R
, 

s
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g
le

p
le

x
) 

Nachweisprimer forward  WT-for1g-DIG / Mut-for2t-BIO 0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

Nachweisprimer reverse FVL-rev 2 FITC 0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

DNA-Polymerase-Mix HotStart Taq DNA-Polymerase Mix 12,50 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

Wasser / TE-Puffer ddH20 / 1xTE-Puffer 10,00 - - 

template Plasmid-DNA, PCR-Fragement, gDNA 2,00 - - 

F
a
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r 
V
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e
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w
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R
, 

s
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x
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Nachweisprimer forward  rh-FVL-F2-FITC 0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

Nachweisprimer reverse 
rh-FVL-Mut-R2-BIO oder rh-FVL-WT-
DIG 

0,25 25 pmol / µL 0,25 µM 

DNA-Polymerase-Mix rhAMPⓇ Genotyping Master Mix  12,50 2-fach konzentriert 1-fach konzentriert 

Wasser / TE-Puffer ddH20 / 1xTE-Puffer 10,00 - - 

template Plasmid-DNA, PCR-Fragement, gDNA 2,00 - - 

F
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r 
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Primer forward FVL-for 2 0,20 25 pmol / µL 0,5 µM 

Primer reverse FVL-rev 2 0,20 25 pmol / µL 0,5 µM 

Reporter FVL-WT-rhRep 1 oder FVL-Mut-rhRep 1 0,40 10 pmol /µL  0,4 µM 

Block-Sonde FVL-Mut-Block 1 oder FVL-WT-Block 1 0,40 10 pmol / µL 0,4 µM 

Polymerase-Mix rhAMPⓇ Genotyping Master Mix  5,00 2x-konzentriert 1-fach konzentriert 

template  Plasmid-DNA, PCR-Fragement, gDNA 1,00 - - 

Wasser ddH2O 2,80 - - 
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Tabelle 24 – Übersicht Temperaturprotokolle der präsentierten Nachweise 

Nachweis-
system 

Schritt T in °C t in sek 
zurück zu 

Schritt 
Zyklen-

zahl 
∆T in °C 
je Zyklus 

∆t in sek 
je Zyklus 

L
. 
c
e

re
v
is

ia
e

  
  

  
  
  

  
  

  

(d
u

p
le

x
 P

C
R

) 1. Initialdenaturierung 95 240         

2. Denaturierung 95 15         

3. Annealing 65 15     -0,15   

4. Elongation 72 5 2. 34 x     

5. finale Elongation 72 30         

6. Pause 8 ∞         

L
. 
ro

s
s
ia

e
  

  
  

  
  
  

  
  
  

  
  

  
 

(d
u

p
le

x
 P

C
R

) 

1. Initialdenaturierung 95 240         

2. Denaturierung 95 15         

3. Annealing 65 15     -0,3   

4. Elongation 72 5 2. 12 x     

5. Denaturierung 95 15         

6. Annealing 61 15     -0,16 -0,2 

7. Elongation 72 5 5. 24x     

8. finale Elongation 72 30         

9. Pause 8 ∞         

L
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x
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d
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n
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P
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1. Initialdenaturierung 95 240         

2. Denaturierung 95 15         

3. Annealing 58 15         

4. Elongation 72 1 2. 34 x     

5. finale Elongation 72 10         

6. Pause 8 ∞         

R
e
p
o

rt
e
r-

b
a
s
ie

rt
e
  

  
 

R
N
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s
e
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a
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ä
n

g
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e
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C
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(s
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g
le

p
le

x
) 

1. Initialdenaturierung  95 600         

2. Denaturierung 95 10         

3. Annealing 55 30         

4. Elongation 68 15 2 35     

5. finale Elongation 68 60         

6. Pause 8 ∞         
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ii 
H
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(d
u

p
le

x
 P

C
R

) 

1. Initialdenaturierung 95 300         

2. Denaturierung 95 45         

3. Annealing 70 30     -0,1   

4. Elongation 72 6 
zurück zu 

2.  
20 x     

5. Denaturierung 95 45         

6. Annealing 68 30         

7. Elongation 72 6 
zurück zu 

2.  
20 x     

8. finale Elongation 72 300         

9. Pause 8 ∞         
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x
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1. UDG-Verdau 37 600         

2. Initialdenaturierung 95 240         

3. Denaturierung 95 5         

4. Annealing 60 25         

5. Elongation 72 3 3.  59 x     

6. finale Elongation 72 30         

7. Pause 20 ∞         

8. Denaturierung 95 10         

9. Hybridisierung 50 300         

10. Lateral Flow Analyse 50 ∞         

KHV-
Nachweis 

Loose und Breitbach et al., 2020 
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R
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p
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x
) 1. Initialdenaturierung  95 240         

2. Denaturierung 95 15         

3. Annealing 65 15         

4. Elongation 72 5 2 10     

5. finale Elongation 72 15         

6. Pause 8 ∞         
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(r
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, 

s
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g
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p
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x
) 1. Initialdenaturierung  95 600         

2. Denaturierung 95 10         

3. Annealing 66 (WT) / 63 (Mut) 30 2 35     

4. finale Elongation 68 30         

5. Pause 8 ∞         
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e
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-
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, 
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p
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x
) 1. Initialdenaturierung  95 600         

2. Denaturierung 95 10         

3. Annealing 65 30         

4.Elongation 68 15 2 35     
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5. finale Elongation 68 60         

6. Pause 8 ∞         

 

8.2.4. Escherichia coli – assoziierte Methoden (Klonierung, Transformation, 
selektive Kultivierung) 

8.2.4.1. Verwendete E. coli Stämme 

In Verlauf dieser Arbeit wurden drei verschiedene E. coli-Stämme verwendet (DH5α [Clontech], TG1 

[Stratagene], Top10 [Invitrogen]). In jedem Fall handelt es sich um Laborstämme, die sich vom Stamm 

E. coli K12 ableiten und somit für den Umgang im gentechnischen Labor der Sicherheitsstufe 1 

geeignet sind. 

8.2.4.2. Generelle Anzuchtbedingungen 

E. coli wurde unter aeroben Bedingungen bei 37°C inkubiert. Die Flüssigkultur wurde während der 

Anreicherungsphase kontinuierlich geschüttelt. Die Zwischenlagerung lebender Zellen auf Festmedium 

erfolgte im Kühlschrank bei 4-6°C für maximal 10 Tage. Platten wurde für diesen Zweck mit Parafilm 

verschlossen. Jeglicher Umgang mit E. coli erfolgte unabhängig von den den genutzten Stämmen oder 

Klonen unter möglichst sauberen bzw. sterilen Bedingungen.  

8.2.4.3. Die Übernachtkultur 

Die Anreicherung von E. coli erfolgte präferiert über Übernachtkulturen. Hierbei wurde i.d.R. 

Zellmaterial einer KBE in 5-10 mL LB-Medium (+ etwaiges Antibiotikum) überführt. Nach 16-24 

stündiger Inkubation (schüttelnd bei 37°C) wurde die eingetrübte Kultur weiterverarbeitet. 

8.2.4.4. Anzucht auf selektivem Festmedium 

Hierzu wurde LB-Agar verwendet, dem sofern notwendig relevante Antibiotika zugesetzt wurden. Ein 

Aliquot von 10 bis maximal 100 µL einer E. coli-Zellsuspension wurden auf die Platte aufgebracht und 

mittels sterilem Drigalskyspatel möglichst gleichmäßig verteilt. Alternative erfolgte das “Ausplattieren” 

über die Glasperlenemethode, wobei mind. 3 sterile Glasperlen intensiv in der geschlossenen Platte 

geschüttelt wurden. Die Platten wurden mit der Agarseite nach oben für 16-24 h bei 37°C inkubiert. 

8.2.4.5. Isolierung von Plasmiden 

Zur Plasmidisolierung wurde das WizardⓇ SV Miniprep Kit (Promega Corp.) genutzt. Die Aufreinigung 

der Plasmide erfolgte mit dem “Zentrifugationsprotokoll” entsprechend der Herstellerangaben mit 

wenigen Abweichungen. Zellmaterial aus 8-10 mL einer Übernachtkultur wurden für die Isolierung 

eines Plasmids herangezogen. Weiterhin erfolgte die Elution in 50 µL frischem vorgewärmten ddH2O 

(40°C) oder 1xTE-Puffer. Dabei wurde die 1 minütige Elution auf 10 min ausgedehnt. Ggf. erfolgte die 

Elution im Inkubator bei 40°C für 10 min. Die Konzentration und Reinheit der Probe wurde mittels 
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NanodropⓇ ND-1000 bestimmt. Isolierte Plasmide wurden bei -20°C, zum Teil über mehrere Jahre, 

gelagert.  

8.2.4.6. Erzeugung chemisch kompetenter E.coli Zellen 

Der gewünschte Escherichia coli Stamm wurde in Form einer Übernachtkultur (5-10 mL LB-Medium9) 

angereichert. 3 mL dieser stationären Kultur wurde in 200 mL ᛰB10 Medium gegeben. Die Kultur wurde 

schüttelnd bei 37°C inkubiert bis eine optischen Dichte von maximal 0,6 erreicht wurde. Die Zellen 

wurden sofort geerntet und in allen weiteren Schritten gekühlt weiterverarbeitet. Aufgeteilt auf 4 x 50 

mL Reaktionsgefäße wurden die Zellen für 15 min auf Eis abgekühlt und dann bei 4°C für 5 min bei 

4000 g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstands wurden die Pellets vorsichtig in je 20 mL sterilem 

und eiskaltem TfbI11-Puffer resuspendiert. Nach weiteren 10 min auf Eis wurden die Zellen erneut 

pelletiert (4°C, 5 min, 4000 g), der Überstand verworfen und das Pellet vorsichtig in je 2mL sterilem, 

eiskaltem TfbII-Puffer12 resuspendiert. Nach abschließender 20 minütiger Inkubation der Zellsuspension 

auf Eis wurden je 100 µL der chemisch kompetenten Zellen in vorgekühlte (-80°C) 1,5 mL 

Reaktionsgefäße zügig aliquotiert und sofort in Flüssigstickstoff gegeben. Die Lagerung erfolgte bei -

80°C.  

8.2.4.7. Transformation chemisch kompetenter Zellen via Hitzeschock 

Die Transformation chemisch kompetenter erfolgte über ein einfaches Hitzeschock-Protokoll. 100 µL 

Aliquots kompetenter Zellen wurden der Lagerung bei -80°C entnommen und dann schonend für 10 - 

15 min auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 2,5 µL des Klonierungsproduktes folgte eine erneute 

Inkubation auf Eis für weitere 20 min. Anschließend erfolgte der 45 sekündige Hitzeschock der Zellen 

bei 42°C in einem vorgewärmten Wasserbad. Im Anschluss an eine 2 minütige Inkubationsphase auf 

Eis erfolgte sofort die Zugabe von 900 µL SOC-Medium13. Diese Mischung wurde für etwa 1 h 

schüttelnd bei 37°C inkubiert. Nach einem niedertourigen Zentrifugationsschritt wurden 900 µL des 

Überstandes vorsichtig mit der Pipette abgenommen und das Pellet im Restvolumen resuspendiert. 

Danach erfolgte die Anzucht auf einem festen Selektivmedium.  

 
9 LB-Medium: Hefeextrakt: 10 g/L; Trypton: 5 g/L; Natriumchlorid: 5 g/L 

10  ᛰB Medium: Hefeextrakt: 5 g/L; Trypton 20 g/L; Magnesiumsulfat: 4 g/L; Kaliumchlorid: 10 mM 

11 TfbI-Puffer: Kaliumacetat: 30 mM; Manganchlorid: 50 mM; Rubidiumchlorid: 50 mM; Calciumchlorid: 10 

mM; Glycerol: 15% (v/v); pH 5,8 

12 TfbII-Puffer: MOPS (3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid): 10 mM; Calciumchlorid: 75 mM; 

Rubidiumchlorid: 10 mM; Glycerol: 15% (v/v) 

13 SOC-Medium: Trypton: 2% (w/v); Hefeextrakt: 0,5% (w/v); Natriumchlorid: 10 mM; Kaliumchlorid: 2,5 mM; 

Magnesiumchlorid: 10 mM; Magnesiumsulfat: 10 mM; Glukose: 20 mM 
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8.2.4.8. Standard PCR und OE-PCR: Erstellung des Inserts für die Klonierung 

Die Grundvoraussetzung für die Entwicklung eines NALFIAs, bei dem kein natürliches Probenmaterial 

genutzt werden kann, ist die Verfügbarkeit genetischen Materials zur Vervielfältigung definierter DNA-

Zielsequenzen. Über Standard- und OE-PCR wurden PCR-Produkte generiert, die für eine 

anschließende Klonierung verwendet wurden. Die Amplifikation erfolgte dabei präferiert mit einer Taq 

DNA-Polymerase, da diese die erforderlichen A-Überhänge am Amplifikat erzeugt. Im Falle des Faktor 

V Leiden-Testsystems wurde via Overlap Extension PCR (OE-PCR) die Faktor V Leiden-Mutation in 

die Zielsequenz eingefügt (Husain und Chong, 2016 / Zarghampoor et al., 2020). Dabei wurde die 

goTaq DNA-Polymerase von Promega verwendet. Das daraus resultierende PCR-Produkt wurde für die 

pGEMⓇ-T Klonierung herangezogen. 

8.2.5. Chlamydomonas reinhardtii – assoziierte Methoden 

8.2.5.1. Southern Blot Analyse 

Bei der klassischen Southern Blot Analyse nach Sambrook et al. (1998)  wurde Gesamtzell-DNA von 

C. reinhardtii isoliert und mit der Restriktionsendonuclease HindIII verdaut. Nach Auftrennung der 

verdauten DNA via AGE erfolgte die Übertragung auf eine Nitrozellulosemembran. Die Hybridisierung 

wurde mit einer 5SrDNA spezifischen Digoxygenin-markierten Sonde durchgeführt. Dabei wurde die 

Hybridisierungslösung14 über Nacht mit der Membranoberseite inkubiert. Am Folgetag wurde die 

Membran gewaschen, geblockt und in Antikörperlösung (Anti-Dig fab fragments, Roche) inkubiert. Als 

Substrat für die alkalische Phosphatase wurde CSPD gewählt. Die Detektion der Chemilumineszenz 

erfolgte entsprechend der Herstellerangaben des CSPD ready-to-use Kits von Roche. 

8.2.5.2. Chlorophyll-Bestimmung 

Zur Bestimmung des Chlorophyllgehalts wurden Zellen aus 1 mL einer C. reinhardtii Flüssigkultur in 

80% Aceton (v/v) und für 2 min geschüttelt. Nach einem 5 min Zentrifugation (RT, 16000 g) wurde der 

Überstand in Küvette überführt und dann in einem Spektralphotometer die OD bei 652 nm gemessen. 

Anhand der folgenden Formel ließ sich der Chlorophyllgehalt errechnen: 

OD 652 nm ∗ Verdünnungsfaktor

34,5  molarer Extinktionskoeffizient)
 mg Chlorophyll a und b je mL 

 
14Hybridisierungslösung:  2,5 µL Sonde; 5xSSC; 50% Formamid (v/v); 0,1% N-Laurosylsarcosin (w/v); 2%  
Blocking Reagenz (w/v, Boehringer GmbH); 0,2% SDS (w/v) 
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8.2.6. Alicyclobacillus – assoziierte Methoden (Vergleichsuntersuchung gemäß 
DIN EN ISO 16140) 

8.2.6.1. Zusammensetzung des Probensets  

Die Zusammensetzung des Probensets ist essentiell für die abzuleitende Aussagekraft der Ergebnisse 

der Vergleichsanalyse. Insgesamt wurden 60 bereits charakterisierte, natürlich kontaminierte 

Fruchtsaftkonzentrate untersucht. Entsprechend der Vorgabe (DIN EN ISO 16140) gliedert sich das 

Probenset in 30 filtrierbare und 30 nicht-filtrierbare Proben, wobei 30 Proben positiv und 30 Proben 

negative für die Anwesenheit von Alicyclobacillus getestet wurden. Unter den Proben wurden darüber 

hinaus verschiedene Matrices bedacht (Apfelsaftkonzentrat, Orangensaftkonzentrat, 

Pfirsichsaftkonzentrat, Fruchtpürree und Smoothies). Das gesamte Probenset wurde freundlicherweise 

durch LADR zur Verfügung gestellt und bis zum Zeitpunkt der Analyse bei 4°C gelagert. 

8.2.6.2. Nachweis von Alicyclobacillus spp. aus Fruchtsaftkonzentraten durch selektive 
Kultivierung 

Der Kulltur-basierte Nachweis von Alicyclobacillus aus Fruchtsaftkonzentraten wurde in Anlehnung an 

die Richtlinie der International Fruit and Vegetable Juice Association (IFU Method No. 12: 2007) 

durchgeführt. Im Unterschied zu dieser methodischen Vorgabe wurden filtrierbare Konzentrate analog 

zu nicht-filtrierbaren behandelt, wodurch alle Probenmatrices einheitlich beprobt werden konnten. 10 g 

Probenmaterial wurde mit 90 mL BAT-B (Döhler GmbH) gemischt und nach einem Hitzeschock (10 

min, 80°C) bei 45°C inkubiert. Nach 5d wurden 100 µL der Anreicherung auf BAT-A15 ausplattiert und 

erneut 3d bei 45°C inkubert. Sichtbare und repräsentative KBEs wurden auf frische BAT-A  und PC-

A16 überimpft. Wachstum auf BAT-A und ausbleibendes Wachstum auf PC-A bestätigt den Nachweis 

von Alicyclobacillus spp.  

8.2.6.3. Identifikation von Alicyclobacillus spp. und Guaiacolnachweis 

Im Rahmen der Vergleichsanalyse wurde einzelne und repräsentative KBEs Kultur-positiver Proben via 

MALDI-TOF-MS und 16S-Gensequenzierung analysiert und identifiziert. Diese Analyse wurde durch 

den Laborverbund Dr. Kramer und Kollegen (LADR) entsprechend interner Maßgaben durchgeführt. 

Der enzymatische Nachweis des Alicyclobacillus-charakteristischen off-flavour Guaiacol erfolgte unter 

Zuhilfenahme des Guaiacol Detection Kits (Döhler GmbH) nach Herstellerangaben.  

8.2.6.4. PCR-Lateral Flow-basiertes Testsystem für Alicyclobacillus  

Das Nachweisregime des kommerziell verfügbaren Alicyclobacillus-Nachweissystems (Milenia Biotec 

GmbH) setzt sich aus aufeinanderfolgenden PCR-LFAs zusammen. Nach einer einfachen DNA-

Aufarbeitung wird zunächst ein Screening auf Alicyclobacillus spp. durchgeführt. Bei einem positivem 

 
15 BAT-A: gebrauchsfertiger BAT-Agar, Döhler GmbH 

16 PC-A: gebrauchsfertiger Plate Count Agar, Döhler GmbH 
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Ergebnis wird erneut ein Aliquot des DNA-Extrakts in eine zweite Identifizierungs-PCR gegeben. 

Hierbei wird auf die Anwesenheit Guaiacol-bildender Alicyclobacillus spp. geprüft, sowie ggf. eine 

Identifizierung des häufigsten Schädigers A. acidoterrestris vorgenommen. Darüber hinaus ist es 

möglich mit dem Milenia Testsystem Einzelkolonien oder Kolonie-Pools schnell zu untersuchen. 

Hierfür wird bspw. eine Kolonie in 100 µL ddH2O oder steriles BAT-B überimpft und resuspendiert. 2 

µL aus dieser Mischung werden für die Analyse verwendet ohne weitere DNA-Extraktion. Auch 

Anreicherungen von Einzelkolonien in reinem BAT-B sind möglich. PCR-inhibierende Effekte treten 

dann auf, wenn Mischungen aus Fruchtsäften und Fruchtsaft-Konzentraten analysiert werden. Diese 

beinhalten zumeist zahlreiche PCR-Inhibitoren (vor allem Polyphenole und Polysaccharide), die eine 

einfache qualitative PCR-Direktanalytik unmöglich machen. In diesen Fällen wird eine einfache 

Aufarbeitung empfohlen.  

8.2.6.5. Zeitpunkte der PCR-Analyse 

Fünf PCR-Analysezeitpunkte wurden im Rahmen der Vergleichsuntersuchung gewählt. Das Probenset 

wurde einmal direkt vor Anreicherung direkt beprobt. Im Zuge des 5-tägigen Inkubationsschrittes wurde 

nach 2 Tagen, nach 3 Tagen und nach 5 Tagen ein Aliquot zur PCR-Analyse entnommen. Der letzte 

Analysepunkt war die Direktanalyse von Kolonien oder Kolonie-Pools auf BAT-A nach 8 Tagen. Durch  

die Definition dieser Analysezeitpunkte konnte innerhalb der Anreicherung eine Art Wachstums-

Monitoring betrieben werden. Das wiederum erlaubt Rückschlüsse auf das Wachstumsverhalten von 

Alicyclobacillus spp. in natürlich kontaminierten Probenmatrices. 

8.2.7. Methoden zur (schnellen) Extraktion von DNA aus verschiedenen 
Matrices 

8.2.7.1. Extraktion von Gesamtzell-DNA aus Chlamydomonas reinhardtii 

Die Extraktion von Gesamtzell-DNA aus Chlamydomonas reinhardtii erfolgte nach Newman et al 

(1990). Ein Algenpellet (Zellen entsprechend 150 µg Chlorophyll) wurde in 300 µL TEN-Puffer17 

resuspendiert. Dieser Suspension wurden 40 µL 20% SDS (w/v), 40 µL 20% Laurylsarcosyl (w/v) und 

30 µL Pronase zugegeben. Durch 10 minütiges Invertieren erfolgte die Zelllyse. Nach Zugabe von 650 

µL PCI18 wurde die Mischung für 5 Minuten vorsichtig geschüttelt. Nach 5-minütiger Zentrifugation 

(16000 g, RT) wurde die klare obere Phase in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 

erneut einem PCI-Fällungsschritt unterzogen. Anschließend wurde die DNA durch Zugabe von 2 

Volumina Ethanol (100%, -20°C) gefällt (invertieren, Inkubation bei -20°C für 30 Minuten). Nach 10-

minütiger Zentrifugation wurde die denaturierte DNA 2-mal mit 800 µL 70%igen Ethanol gewaschen. 

Das DNA-Pellet wurde in 300 µL TE-Puffer19 gelöst. Anschließend wurde der DNA-haltigen Lösung 

 
17 TEN-Puffer: 50mM EDTA; 20mM Tris; 0,1M NaCl; pH 8.0 

18 PCI: Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol in einem Verhältnis von 25:24:1 

19 TE-Puffer: 10mM Tris; 10mM EDTA; pH 8.0  
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30 µL Ammoniumacetat (3M) und 30 µL Magnesiumchlorid (3M) zugegeben. Danach wurde die DNA 

erneut mit 100%igem Ethanol gefällt und 2x mit 70% Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde final 

in destilliertem Wasser gelöst. Die Konzentrationsbestimmung und Überprüfung der DNA-Reinheit 

erfolgte mittels Nanodrop. 

8.2.7.2. Extraktion humaner gDNA aus Blut 

Die Extraktion humaner DNA aus Blut wurde mit dem Wizard® Genomic DNA Purification Kit 

(Promega Corp.) gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Die Konzentrationsbestimmung und 

Überprüfung der Reinheit erfolgte mit Hilfe des Nanodrop. 

8.2.7.3. Aufkochen / boiling-method 

Eine sehr einfache Form der Probenvorbereitung ist das „Aufkochen“ (adaptiert nach 

Queipo  et al., 2008). Dabei wird ein Aliquot einer (ankonzentrierten) Kultur, oder Zellmaterial von 

Festmedium in einem geringen Volumen ddH2O resuspendiert und 2-10 min bei >90°C inkubiert 

(Thermocycler, Thermoblock). Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt (1 min, RT, > 6000 g) wird 

ein Aliquot aus dem Überstand der Probe in den PCR-Mastermix gegeben. 

8.2.7.4. ETNA DNA-Extraktion  

Die ETNA-Extraktion ist eine schnelle, einfache und preisgünstige Methode um DNA aus Hefen und 

grampositiven Bakterien zu isolieren. Sie beruht auf einer alkalischen Lyse und schnellen DNA-

Fällung. Die Abarbeitung erfolgte gemäß Vingataramin und Frost (2015).  

8.2.7.5. Probenvorbereitung mit Chelex-100 

Diese einfache Probenvorbereitung basiert auf der Nutzung des Resins Chelex-100. Diese Komponente 

wird häufig genutzt um divalente Kationen zu binden, DNasen zu inhibieren und potentielle Inhibitoren 

für folgende Amplifikationen zurückzuhalten. Die in dieser Arbeit verwendete quick & dirty 

Extraktionsmethode wurde gemäß Cao et al. (2009) genutzt. 

8.2.7.6. EDTA-basierte Probenvorbereitung  

Die Nutzung des EDTA-Extraktionspuffers (10 mM EDTA) war die Grundlage für eine weitere 

genutzte einfache Probenvorbereitung. Die Abarbeitung erfolgte gemäß Wan et al. (2011). 

8.2.8. Erstellung von Grafiken 

In dieser Arbeit wurden alle Grafiken eigenständig unter Zuhilfenahme des Programmnes Affinity 

Designer erstellt. Einige Grafikelemente wurde der Online Plattform www.BioRender.com entnommen. 

Hierzu zäheln die Abbildungen: 1, 2, 5, 14, 26, 68.  
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8.3. zusätzliche Ergebnisse 

8.3.1. Validierung eines NALFIAs zum Nachweis von Alicyclobacillus aus 
Fruchtsaftkonzentraten
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Tabelle 25.1 – Ergebnisübersicht der Vergleichsuntersuchung gemäß DIN EN ISO 16140 (Teil 1). Die Bestätigungsanalytik setzt sich aus enzymatischem Test auf die Fähigkeit der Guaiacol-Bildung, 

sowie Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS bzw. Sequenzierung eines 16S-Gen-spezifischen Amplifikates. Die Proben wurden vor Anreicherung, nach 2d, 3d und 5d mittels NALFIA untersucht 

(positives Testergebnis [„pos.“ / „+“], negatives Testergebnis [„neg.“ / „-“], nicht analysiert [n.a.]). Dabei werden die NALFIA-assoziierten Ergebnisse in den Nachweis auf Alicyclobacillus spp. („acb“), auf 

Alicyclobacillus acidoterrestris („aat“) und auf Guaiacol-bildende Alicyclobacillus spp. („gp“) unterteilt. 

Informationen Probenset  Kultivierung (gemäß IFU No.12) und Bestätigungsanalytik 
NALFIA 

nach 0d nach 2d nach 3d nach 5d 

Nr. Matrix filtrierbar IFU No. 12 Guaiacol MALDI 16S-Seq. acb aat gp acb aat gp acb aat gp acb aat gp 

1 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. Alicyclobacillus spp. A. acidocaldarius - n.a. n.a. + - - + - - + - - 

2 Mehrfrucht Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. + - - - n.a. n.a. + - - + - - 

3 Birnensaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + + + 

4 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

5 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. A. sendaiensis A. acidocaldarius - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - 

6 Pfirsich Püree nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. + - - + + + + + + + + + 

7 Orangensaft Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

8 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

9 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. Alicyclobacillus spp. A. acidocaldarius - n.a. n.a. + - - + - - + - - 

10 Orangensaft Konzentrat nein pos. neg. n.d. A. acidocaldarius + - - + - - + - - + - - 

11 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

12 Apfelsaft Konzentrat nein pos. neg. Alicyclobacillus spp. A. acidocaldarius - n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - + - - 

13 Smoothie nein pos. neg. n.d. A. acidocaldarius - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - 

14 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - - - - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

15 Orangensaft Konzentrat nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

16 Smoothie nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - - - - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

17 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. Alicyclobacillus spp. A. acidocaldarius - n.a. n.a. - - - + - - + - - 

18 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. pos. n.d. A. acidoterrestris - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

19 Mehrfrucht Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

20 Apfelsaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

21 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

22 Apfelsaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

23 Orangensaft Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

24 Orangensaft Konzentrat nein pos. neg. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

25 Orangensaft Konzentrat nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 
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Tabelle 25.2 – Ergebnisübersicht der Vergleichsuntersuchung gemäß DIN EN ISO 16140 (Teil 2). Die Bestätigungsanalytik setzt sich aus enzymatischem Test auf die Fähigkeit der Guaiacol-Bildung, 

sowie Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS bzw. Sequenzierung eines 16S-Gen-spezifischen Amplifikates. Die Proben wurden vor Anreicherung, nach 2d, 3d und 5d mittels NALFIA untersucht 

(positives Testergebnis [„pos.“ / „+“], negatives Testergebnis [„neg.“ / „-“], nicht analysiert [n.a.]). Dabei werden die NALFIA-assoziierten Ergebnisse in den Nachweis auf Alicyclobacillus spp. („acb“), auf 

Alicyclobacillus acidoterrestris („aat“) und auf Guaiacol-bildende Alicyclobacillus spp. („gp“) unterteilt. 

Informationen Probenset  Kultivierung (gemäß IFU No.12) und Bestätigungsanalytik 
NALFIA 

nach 0d nach 2d nach 3d nach 5d 

Nr. Matrix filtrierbar IFU No. 12 Guaiacol MALDI 16S-Seq. acb aat gp acb aat gp acb aat gp acb aat gp 

26 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

27 Pfirsichsaft Konzentrat yes neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

28 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. n.d. A. acidocaldarius + - - - n.a. n.a. + - - + - - 

29 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

30 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. n.d. A. acidocaldarius - n.a. n.a. + - - + - - + - - 

31 Orangensaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

32 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + + + + + + 

33 Pfirsichpüree ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

34 Mehrfrucht Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

35 Pfirsichpüree nein pos. neg. n.d. A. acidocaldarius - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - 

36 Apfelsaft Konzentrat nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. + - + + + + + + + + - + 

37 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

38 Apfelsaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

39 Apfelsaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

40 Apfelsaft Konzentrat nein pos. pos. n.d. A. acidoterrestris - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

41 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

42 Smoothie ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - - - 

43 Apfelsaft Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - 

44 Smoothie ja pos. pos. n.d. A. acidoterrestris - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

45 Apfelsaft Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

46 Mehrfrucht Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - - n.a. n.a. 

47 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. n.d. A. acidocaldarius - n.a. n.a. + - - + - - + - - 

48 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. neg. n.d. A. acidocaldarius - n.a. n.a. + - - + - - + - - 

49 Mehrfrucht Konzentrat nein pos. pos. n.d. A. acidoterrestris - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

50 Birnensaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 
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Tabelle 25.3 – Ergebnisübersicht der Vergleichsuntersuchung gemäß DIN EN ISO 16140 (Teil 3). Die Bestätigungsanalytik setzt sich aus enzymatischem Test auf die Fähigkeit der Guaiacol-Bildung, 

sowie Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS bzw. Sequenzierung eines 16S-Gen-spezifischen Amplifikates. Die Proben wurden vor Anreicherung, nach 2d, 3d und 5d mittels NALFIA untersucht 

(positives Testergebnis [„pos.“ / „+“], negatives Testergebnis [„neg.“ / „-“], nicht analysiert [n.a.]). Dabei werden die NALFIA-assoziierten Ergebnisse in den Nachweis auf Alicyclobacillus spp. („acb“), auf 

Alicyclobacillus acidoterrestris („aat“) und auf Guaiacol-bildende Alicyclobacillus spp. („gp“) unterteilt. 

Informationen Probenset  Kultivierung (gemäß IFU No.12) und Bestätigungsanalytik 
NALFIA 

nach 0d nach 2d nach 3d nach 5d 

Nr. Matrix filtrierbar IFU No. 12 Guaiacol MALDI 16S-Seq. acb aat gp acb aat gp acb aat gp acb aat gp 

51 Smoothie nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

52 Birnensaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

53 Birnensaft Konzentrat ja pos. neg. n.d. A. acidocaldarius - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. + - - 

54 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

55 Orangensaft Konzentrat nein neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

56 Apfelsaft Konzentrat ja pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

57 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

58 Apfelsaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

59 Apfelsaft Konzentrat nein pos. pos. A. acidoterrestris n.a. - n.a. n.a. + + + + + + + + + 

60 Birnensaft Konzentrat ja neg. n.a. n.a. n.a. + - + - n.a. n.a. - n.a. n.a. - n.a. n.a. 

 
Tabelle 26.1 und 26.2 – Ergebnisübersicht zu den Versuchen zur Inklusivität und Exklusivität des NALFIAs zum Nachweis von Alicyclobacillus spp. (positives Testergebnis [„pos.“], negatives 

Testergebnis [„neg.“], nicht analysiert [n.a.]). Dabei werden die NALFIA-assoziierten Ergebnisse in den Nachweis auf Alicyclobacillus spp. („acb“), auf Alicyclobacillus acidoterrestris („aat“) und auf 

Guaiacol-bildende Alicyclobacillus spp. („gp“) unterteilt. 

Inklusivität   Exklusivität 

Organismus  Beschreibung acb gp aat   Organismus  Beschreibung acb gp aat 

Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC 49025 Typstamm pos. pos. pos.   Bacillus licheniformis DSM 13 Typstamm neg. n.a. n.a. 

Alicyclobacillus acidocaldarius NCIMB 11725 Typstamm pos. neg. neg.   Bacillus coagulans DSM 1 Typstamm neg. n.a. n.a. 

Alicyclobacillus acidiphilus DSM 14558 Typstamm pos. pos. neg.   Paenibacillus polymyxa DSM 36 Typstamm (pos.) n.a. n.a. 

Alicyclobacillus herbarius DSM 13609 Typstamm pos. pos. neg.   Bacillus cereus  Praxisisolat neg. n.a. n.a. 

Alicyclobacillus pomorum DSM 14995 Typstamm pos. neg. neg.   Bacillus subtilis Praxisisolat neg. n.a. n.a. 

Alicyclobacillus fastidiosus DSM 17978 Typstamm pos. neg. neg.   Enterococcus sp. Praxisisolat neg. n.a. n.a. 

Alicyclobacillus cycloheptanicus DSM 49028 Typstamm pos. (pos.) neg.   Enterobacter sp.  Praxisisolat neg. n.a. n.a. 

25 x Alicyclobacillus acidoterrestris Praxisisolat pos. pos. pos.   Lactobacillus brevis  Praxisisolat neg. n.a. n.a. 

13 x Alicyclobacillus acidocaldarius Praxisisolat pos. neg. neg.   Pseudomonas sp. Praxisisolat neg. n.a. n.a. 

            Lactococcus lactis Praxisisolat neg. n.a. n.a. 
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Tabelle 27 – Ergebnisübersicht zu einer orientierenden Vergleichsanalyse zwischen Nachweis via Kultivierung gemäß „IFU No. 12“, einer adaptierten (verkürzten) Kultivierungsvorschrift („Kultur 3d“), 

NALFIA (Nachweis von Alicyclobacillus spp. [„acb“], sowie A. acidoterrestris [„aat“] und Guaiacol-bildenden Alicyclobacillus spp. [„gp“]) und einer kommerziellen qPCR-Analyse (GeneDisc® 

Technologies For the Rapid Detection and Identification of TAB Spoilage, PALL Corporation) bei der auf den Anwesenheit von Alicyclobacillus spp. („acb“), A. acidoterrestris („aat“), A. acidiphilus („aap“), 

A. cycloheptanicus („ach“) und A. herbarius („ahb“). 

 

Nr. Matrix IFU No. 12 Kultur 3d* 
NALFIA  Pall (qPCR), Ct 

acb aat / gp acb aat aap ach ahb 

1 MehrfruchtsaftnKonzentrat pos. pos. (pos.) neg. 27,9 neg. neg. neg. neg. 

2 Orangensaft Konzentrat neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg. 

3 Smoothie (Stückchen) pos. pos. pos. neg. 14,2 neg. neg. neg. neg. 

4 Apfelsaft Konzentrat pos. pos. pos. neg. 14,8 neg. neg. neg. neg. 

5 Smoothie  pos. pos. pos. neg. 21,6 neg. neg. neg. neg. 

6 Orangensaft Konzentrat pos. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg. 

7 Smoothie neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg. 

8 Fruchtsaft Konzentrat pos. pos. pos. neg. 16,8 neg. neg. neg. neg. 

9 Apfelsaft Konzentrat pos. neg. neg. neg. 34,9 neg. neg. neg. neg. 

10 Apfelsaft Konzentrat pos. pos. pos. pos. 12 11,8 28,5 neg. neg. 

11 Orangensaft Konzentrat neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg. 

12 Orangensaft Konzentrat neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg. 

13 Orangensaft Konzentrat pos. pos. pos. pos. 13 12,7 28,2 neg. neg. 

14 Birnenpüree neg. neg. neg. n.a. neg. 37,3 neg. neg. neg. 

15 Orangensaft Konzentrat pos. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg. 

16 Mehrfruchtsaft Konzentrat neg. pos. pos. neg. 15,2 neg. neg. neg. neg. 

17 Apfelsaft Konzentrat pos. pos. pos. neg. 16,3 neg. neg. neg. neg. 

18 Apfelsaft Konzentrat neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg. 

19 Smoothie neg. pos. pos. neg. 21,7 neg. neg. neg. neg. 

20 Smoothie neg. pos. (1 KBE) (pos.) neg. 27,7 neg. neg. neg. neg. 
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Abbildung 73 - Nachweis Performance des kommerziellen NALFIAs zum Nachweis von Alicyclobacillus spp. aus 

Fruchtsaftkonzentraten. Diese Übersicht beinhaltet repräsentative Analysen zur Sensitivität und Spezifität (Inklusivität und 

Exklusivität). Signal für den Nachweis von Alicyclobacillus spp. („acb“), A. acidoterrestris („aat“) und Guaiacol-bildende 

Alicyclobacillus spp. („gp“) und für die Funktionalität der PCR (interne PCR-Kontrolle „IPC“), für die Funktionalität des LFDs 

(Immunoassay-Kontrolle „IAC“). 

a
c
b

IP
C

IA
C

Negativkontrolle, PCR-H2O

Negativkontrolle, BAT-Medium

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*107 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*106 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*105 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*104 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*103 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*102 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*101 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*100 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (undefinierte Zellzahl) 

A. acidoterrestris (Wildstamm #00854) 

A. acidoterrestris (Wildstamm #67216) 

A. acidoterrestris (Wildstamm #11-12860-001) 

A. herbarius (DSM 13609)  

A. acidiphilus (DSM 14558)

A. cycloheptanicus (DSM 49028)

A. acdiocaldarius (NCIMB 11725)

A. pomorum (DSM 14995)

A. fastidiosus(DSM 17978)

B. cereus (Wildstamm, Brauereiisolat) 

B. coagulans (DSM 1)

B. licheniformis (DSM 13)

P. polymyxa (DSM 36)

Bacillus subtilis (Wildstamm)

Enterococcus sp. (Wildstamm)

Enterobacter sp. (Wildstamm)

Pseudomonas sp. (Wildstamm)

Lactobacillus brevis (Wildstamm)

Lactococcus lactis (Wildstamm)

Negativkontrolle, PCR-H2O

Negativkontrolle, BAT-Medium

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*107 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*106 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*105 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*104 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (ca. 1*103 cfu/mL)

A. acidoterrestris ATCC 49025 (undefinierte Zellzahl) 

A. acidoterrestris (Wildstamm #00854) 

A. acidoterrestris (Wildstamm #67216) 

A. acidoterrestris (Wildstamm #11-12860-001) 

A. herbarius (DSM 13609)  

A. acidiphilus (DSM 14558)

A. cycloheptanicus (DSM 49028)

A. acdiocaldarius (NCIMB 11725)

A. pomorum (DSM 14995)

A. Fastidiosus (DSM 17978)

a
a

t

IA
C

g
p

Alicyclobacillus spp. (acb) -
Screening

A. acidoterrestris Einzelnachweis (aat) 
+ pot. Guaiacolproduzenten (gp)

Legende: kennzeichnet Befund: Alicyclobacillus spp.
kennzeichnet potentielle Guaiacolbildner

kennzeichnet Befund: A. acidoterrestris

kennzeichnet sehr schwache Signale, die in einem 

Wiederholungstest negativ bewertet wurden
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8.3.2. Zusatz: Identifikation relevanter bierschädigender Bakterien (singleplex 
PCR und post PCR-Hybridisierung) 

Tabelle 28 - Einfluss der Faltungshelfer auf die Hybridisierungseffizienz beim Nachweis sieben relevanter Bierschädiger. Jede 

mögliche Helferkombination wurde in mindestens 3 unabhängigen Versuchen überprüft. Die abgebildeten Zahlenwerte 

entsprechen der relativen Signalintensität (RSI) der jeweiligen T-Linie. Dabei wurde für jeden Test, die Signalstärke der 

Hybridisierungen ohne Helfer als Referenz genutzt.  

 

 
 
 
 
 

 
Abbildung 74 - Positionierung der verwendeten Helfer für die Identifikationstetsts. R1 bis R5 

stehen für die Regionen 1-5, in die das 124 bp große PCR-Produkt unterteilt werden kann. Die 

hellgrauen Kästchen symbolisieren die jeweils verwendeten Helfer (H1-H4) und die 

dunkelgrauen Kästchen symbolisieren die jeweiligen Sondenbindestellen (p) in den 

gekennzeichneten Bereichen des PCR-Produktes. Die gepunkteten Kästchen symbolisieren 

Regionen, die weder durch Helfer, noch durch Sonde hybridisiert werden. 
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Tabelle 29 – Ergebnisübersicht zur Vergleichsanalyse „Identifikation bierschädigender Bakterien“ an Praxisproben. Dabei 

wurde an Anreicherungen in NBB-B® mittels ETNA-Extraktion DNA „isoliert“. Originalproben entstammen Voranreicherungen 

aus drei verschiedenen Großbrauereien. Zwei PCRs wurden durchgeführt (1. singleplex PCR für den Identifikationsnachweis 

relevanter bierschädigender Lactobacillus spp. und Pediococcus spp., 2. singleplex PCR zur Amplifikation eines 23S-

spezifischen Produkts). Das 23S-spezifische PCR-Produkt wurde via AGE überprüft, aufgereinigt und anschließend 

sequenziert. Die daraus resultierende Sequenz wurde mit Hilfe des NCBI Blast® tools analysiert, sodass eine 

Speziesidentifikation vorgenommen werden konnte. Das PCR-Produkt aus dem Identifikationsnachweis wurde via 

Agarosegelelektrophorese (AGE) überprüft und mit den verschiedenen Hybridisierungscocktails zur Speziesidentifikation 

inkubiert und anschließend via Lateral Flow Analyse überprüft. Die Ergebnisse aus NALFIA und Sequenzierung wurden in 

dieser Tabelle gegenüber gestellt.  

Nr. 
NCBI BLAST Ergebnis 

AGE 
NALFIA (LBPC-Ident) 

Speziesidentifikation query cover [%] identity [%] Ergebnis Nebenreaktion 

1 Lactobacillus brevis 100 100 + L. brevis   

2 Lactobacillus rossiae 99 96,58 + L. rossiae   

3 Lactobacillus brevis 100 100 + L. brevis   

4 Lactobacillus (para-)casei 100 100 + L. casei L. lindneri 

5 Lactobacillus rossiae 99 96,58 + L. rossiae   

6 Lactobacillus backii 99 99,5 - neg.   

7 Lactobacillus (para-)casei 100 100 + L. casei L. lindneri 

8 Lactobacillus brevis 100 100 + L. brevis   

9 Leuconostoc citreum 99 100 - neg.   

10 Lactobacillus brevis 100 100 + L. brevis   

11 Lactobacillus brevis 100 100 + L. brevis   

12 Leuconostoc citreum 99 100 - neg.   

13 Lactobacillus brevis 100 100 + L. brevis   

14 Lactobacillus (para-)casei 99 100 + L. casei L. lindneri 

15 Lactobacillus (para-)casei 99 100 + L. casei L. lindneri 

16 Lactobacillus (para-)casei 99 100 + L. casei L. lindneri 

17 Lactobacillus (para-)casei 99 100 + L. casei L. lindneri 

18 Leuconostoc citreum 99 100 - neg.   

19 Lactobacillus backii 100 99,26 +/- L. backii   

20 Lactobacillus (para-)casei 100 100 + L. casei L. lindneri 

21 Lactobacillus (para-)casei 100 100 + L. casei L. lindneri 

22 Lactobacillus backii 100 99,74 +/- L. backii   

23 Lactobacillus backii 100 99,75 (+) L. backii   

24 Lactobacillus (para-)casei 99 99,75 + L. casei L. lindneri 
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8.3.3. Zusatz: Nachweis viraler Karpfenpathogene (duplex PCR und post PCR-Hybridisierung) 

8.3.3.1. KHV-Nachweis  

 

 

Abbildung 75– Optimierung der Hybridisierungsreaktion für den KHV-Nachweis. Die Sekundärstruktur des zu hybridisierenden PCR-Produktes (Einzelstrang), sowie die Helfer- und Sondenbindestellen 

sind dagestellt. Die Sekundärstruktur wurde mit nach Matthews et al. (2004) bei 60°C errechnet. Experimentell wurde der Einfluss der Anwesenheit der Helfer  (10 pmol je Hybridisierung), der 

Denaturierungsdauer, Hybridisierungsdauer und –temperatur, sowie der Salzkonzentration untersucht. Standard-Hybridisierungsparameter wurde wie folgt definiert: Denaturierung – 60 sek bei 95°C; 

Hybridisierung 300 sek bei 50°C; LFA mittels MGHD2 im Thermocycler bei 50°C; Sondenkonzentration (KHV 109p (rc) Biotin): 1 pmol je Hybridisierung; Salzkonzentration: 2xSSC; Volumen: 50 µL je 

Hybridisierung. Dokumentation der Streifen erfolgte nach 300 sek LFA. 
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Tabelle 30 – Ergebnistabelle zur Vergleichsuntersuchung von NALFIA und qRT-PCR zum Nachweis des Cyprinid Herpesvirus-3. Diese Tabelle ist die Grundlage für die 

Übersichtstabelle im Ergebnisteil mit den dazugehörigen errechneten statistischen Parametern. 

Organ Fisch-ID 
NALFIA qRT-PCR 

#1 #2 #3 #4 #5 #6 Ct #1 Ct #2 Ct #3 Genkopien / µL 

Kieme UI-36-Ki pos. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. 38,47 38,4 7,19E+00 

Kieme UI-37-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 33,48 33,45 33,3 2,16E+02 

Kieme UI-41-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 39,25 37,35 38,57 8,53E+00 

Kieme UI-44-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 36,45 36,13 37,68 2,45E+01 

Kieme UI-45-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 33,46 33,19 32,88 2,55E+02 

Niere IA-43-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 36,81 38,01 36,45 1,95E+01 

Niere IB-44-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 36,41 37,04 37,84 1,91E+01 

Niere IA-57-Ni neg. neg. neg. neg. pos. neg. 38,19 38,56 neg. 7,54E+00 

Niere IB-50-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 38,6 37,03 37,75 1,21E+01 

Niere IB-48-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 31,69 31,71 31,51 7,16E+02 

Kieme IA-7-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 29,36 29,39 29,25 3,65E+03 

Kieme IA-33-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 26,89 27,02 27,17 1,78E+04 

Kieme IA-44-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 28,21 27,71 27,39 1,09E+04 

Kieme IB-35-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 33,6 34,14 33,86 1,65E+02 

Kieme IB-38-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 30,56 30,63 30,54 1,51E+03 

Niere IA-39-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 30,54 30,98 30,68 1,41E+03 

Niere IA-26-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 30,42 30,42 30,96 1,34E+03 

Niere IB-32-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 32,33 32,62 32,55 4,17E+02 

Niere UI-35-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 34,88 34,49 35,27 8,32E+01 

Niere IB-55-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 32,18 32,25 31,69 4,43E+02 

Kieme IA-8-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 23,37 23,19 23,15 1,82E+05 

Kieme IA-10-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 26,22 26,35 26,2 2,40E+04 

Kieme IA-12-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 19,84 19,76 20,03 1,73E+06 

Kieme IA-27-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 27,41 27,49 27,34 1,11E+04 

Kieme IA-28-Ki pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 25,24 25,21 25,15 4,87E+04 

Niere IA-7-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 33,54 33,66 33,58 1,75E+02 

Niere IA-8-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 27,22 27,23 27,54 1,17E+04 

Niere IA-11-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 32,9 33,42 33,04 2,43E+02 

Niere IA-16-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 28,27 27,93 28,24 6,78E+03 

Niere IA-17-Ni pos. pos. pos. n.a. n.a. n.a. 26,31 26,91 26,94 1,79E+04 

Kieme D08-Ki neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Kieme D10-Ki neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Kieme D13-Ki neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. 38,37 neg. neg.  7,63+00 

Kieme D14-Ki neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Kieme D15-Ki neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Niere D08-Ni pos. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Niere D09-Ni neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Niere D10-Ni neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Niere D13-Ni neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 

Niere D14-Ni neg. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg. neg. neg. n.a. 
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Tabelle 31 - Ergebnisse und statistische Kennwerte aus der Vergleichsuntersuchung zum Nachweis von KHV. Aufgeführt sind 

positive Übereinstimmungen (PA), negative Übereinstimmungen (NA), positive Abweichungen (PD) und negative 

Abweichungen (ND). Errechnet wurde neben der diagnostischen Sensitivität und Spezifität, auch der Konkordanzindex.   

Organ Methode PA NA PD ND 
diagn. 
Sens. 

diagn. 
Spez. 

Konkordanz-
index 

 

Kieme 
qRT-PCR 44 14 1 1 97,8 93,3 0,91  

PCR-LFA 43 15 0 2 100,0 88,2 0,98  

Niere 
qRT-PCR 44 15 0 1 100,0 93,8 0,99  

PCR-LFA 42 14 1 3 97,7 82,4 0,89  

Kieme & Kieme 
qRT-PCR 88 29 1 2 98,9 93,5 0,95  

PCR-LFA 85 29 1 5 98,8 85,3 0,93  

8.3.3.2. CEV-Nachweis 

 

Abbildung 76 – CEV-Nachweisstrategie singleplex PCR. Blaue Pfeile symbolisieren die markierten Primer. Das daraus 

entstehende beidseitig markierte PCR-Produkt ist auf dem Universalteststreifen MGHD auf Höhe der Testlinie detektierbar.  

 

Abbildung 77 – CEV-Nachweisstrategie: duplex PCR. Blaue Pfeile symbolisieren markierte CEV-Nachweisprimer. Rote Pfeile 

symbolisieren markierte IAC-Kontrollprimer. Die unterschiedlich, beidseitig markierten PCR-Produkte sind auf Höhe der T1 

(CEV-PCR-Produkt) und auf Höhe der T2 (IAC-PCR-Produkt) auf dem Universalteststreifen MGHD2 detektierbar. 
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Abbildung 78 - CEV-Nachweisstrategie: duplex, nested PCR. Gelbe Pfeile symbolisieren nicht-markierte CEV-Nachweisprimer. 

Blaue Pfeile symbolisieren markierte CEV-Nachweisprimer. Rote Pfeile symbolisieren markierte IAC-Kontrollprimer. Hier 

werden zwei nacheinander geschaltete PCRs durchgeführt, wobei in PCR 2 das Produkt aus PCR 1 gegeben wird. Die 

unterschiedlich, beidseitig markierten PCR-Produkte sind auf Höhe der T1 (CEV-PCR-Produkt) und auf Höhe der T2 (IAC-PCR-

Produkt) auf dem Universalteststreifen MGHD2 detektierbar. 

 

Abbildung 79 - CEV-Nachweisstrategie: one pot, semi nested PCR. Der gelbe Pfeil symbolisiert einen nicht-markierten CEV-

Nachweisprimer. Blaue Pfeile symbolisieren markierte CEV-Nachweisprimer. Rote Pfeile symbolisieren markierte IAC-

Kontrollprimer. Die Reaktion untergliedert sich in zwei Phasen, wobei in der ersten Phase bei erhöhter Anneanlingtemperatur 

lediglich IAC-Primer, CEV-Primer F1 (unmarkiert) und CEV-Primer-R (markiert) annealen. Erst in der zweiten Phase der 

Reaktion bei niedrigerer Annealingtemperatur kann der zweite markierte CEV-Primer F2 binden. Die unterschiedlich, beidseitig 

markierten PCR-Produkte sind auf Höhe der T1 (CEV-PCR-Produkt) und auf Höhe der T2 (IAC-PCR-Produkt) auf dem 

Universalteststreifen MGHD2 detektierbar. 
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Abbildung 80 - CEV-Nachweisstrategie: duplex PCR mit post PCR-Hybridisierung. Der gelbe Pfeil symbolisiert einen nicht-

markierten CEV-Nachweisprimer. Der blaue Pfeil symbolisiert den markierten CEV-Nachweisprimer. Rote Pfeile symbolisieren 

markierte IAC-Kontrollprimer. In der nachgeschalteten post PCR-Hybridisierung wird die markierte CEV-Amplikon-spezifische 

Sonde an das einseitig markierte PCR-Produkt hybridisiert. Die unterschiedlich, beidseitig markierten PCR-/ 

Hybridisierungsprodukte sind auf Höhe der T1 (CEV-Hybridisierungsprodukt) und auf Höhe der T2 (IAC-PCR-Produkt) auf dem 

Universalteststreifen MGHD2 detektierbar.  
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Abbildung 81 - Verschiedene Nachweisstrategien zur Detektion des Carp Edema Virus (CEV).  Sensitivitätsanalyse mit Hilfe 

vier verschiedener Detektionsstrategien: singleplex PCR, duplex PCR mit interner Amplifikationskontrolle (T1 – CEV; T2 – IAC), 

nested duplex PCR mit interner Amplifikationskontrolle, einer one pot semi nested duplex PCR mit IAC. Der exakte 

Nachweismechanismus jeder Strategie ist im Anhang ausführlich erklärt. 

 
 

 

Abbildung 82 - Implementierung der Uracil-DNA-Glycosylase- ein Funktionalitätstest. [-] Negativkontrolle – PCR-H2O, [1] 1*10-8 

Verdünnung Kontrollplasmid pCEV, [2] 1*10-9 Verdünnung Kontrollplasmid pCEV, [3] 1*10-10 Verdünnung Kontrollplasmid pCEV, 

[*] forcierte „carry-over“ Kontamination aus Vorläuferreaktion [-,1,2,3] ohne direkte template-Zugabe. 
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Abbildung 83 – Einfluss der Faltungshelfer auf die Nachweisbarkeit des CEV-PCR-Produktes B mit der Sonde: CEV probe 1 

Biotin. (A) Fünf verschiedene Helfer wurden für diese Analyse genutzt und deren Einfluss in Einfachbestimmung auf die T-

Linienintensität untersucht. Dargestellt ist die verwendete Helferkombination, das dazugehörige Bild des Teststreifens und der 

ermittelte Wert der relativen Signalintensität der T-Linie (RSI in %), wobei die Hybridisierungsreaktion ohne Helfer als Referenz 

(100%) betrachtet wurde. (B) Acht Helfer-Kombinationen wurden zusätzlich in Dreifachbestimmung untersucht und die 

Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms dargestellt.  

 
Tabelle 32 – Spezifitätsanalyse des CEV-Nachweis. Verwendet wurden isolierte Nukleinsäuren der untersuchten Organismen. 

Diese orientierende Analyse wurde in Einfachbestimmung durchgeführt.  

Organismus / template NALFIA-Ergebnis 

Carp Edema Virus (CEV) positiv 

Koi Herpesvirus (KHV) negativ 

infectious haematopoietic necrosis virus (IHNV) negativ 

spring viremia of carp virus (SVCV) negativ 

viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV) negativ 

pike fry rhabdovirus (PFRV) negativ 

Chlamydomonas reinhardtii  negativ 

Francisella noatunensis subsp. orientalis negativ 

Bacillus cereus  negativ 

Staphylococcus aureus negativ 

Pseudomonas koreensis negativ 

Aeromonas hydrophila negativ 
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Tabelle 33 – Orientierende Sensitivitätsanalyse des CEV-Nachweis. Genutzt wurde ein Kontrollplasmid pCEV.   

template Ctemplate (Kopien je µL) NALFIA-Ergebnis 

pCEV ca. 6*102  positiv (3/3) 

pCEV ca. 6*101  positiv (3/3) 

pCEV ca. 6*100  positiv (2/3) 

pCEV ca. 6*10-1  negativ (0/3) 

 

 

Tabelle 34 – Orientierende Vergleichsuntersuchung des CEV-Nachweis mit der etablierten qPCR. Quantative Real-Time PCR 

wurde in Dreifachbestimmung durchgeführt. Ct-Wert und sich daraus ergebende template-Konzentration wird als Mittelwert 

angegeben. NALFIA-Analysen wurden teilweise in Mehrfachbestimmung durchgeführt („positive Resultate / Gesamtanzahl der 

Analysen je Probe“). Verwendet wurde isolierte DNA aus Kiemenabstrichen einer CEV-positiven Karpfenpopulation. Die Proben 

wurden freundlicherweise von Landes-Umwelt-Amt Sachsen zur Verfügung gestellt.  

Nr.  Proben-Bezeichnung NALFIA-Ergebnis Ct -Wert Ctemplate (Kopien / µL) 

1 CEV-LUA 66214 Nr.1 positiv (1/1) 27,0 4,80E+04 

2 CEV-LUA 66214 Nr.6 positiv (1/1) 25,7 9,60E+04 

3 CEV-LUA 25327 Nr.7 positiv (3/6) 27,9 2,85E+04 

4 CEV-LUA 25327 Nr.9 positiv (1/1) 29,0 1,57E+04 

5 CEV-LUA 45807 Nr.2 positiv (1/1) 26,2 7,42E+04 

6 CEV-LUA 15640 Nr.4 positiv (5/6) 28,1 2,63E+04 

7 CEV-LUA 55918 Nr.1 negativ (0/6) 28,0 2,73E+04 

8 CEV-LUA 25819 Nr.1  positiv (1/1) 24,7 1,70E+05 

9 CEV-LUA 20512 Nr.1 positiv (3/6) 28,8 1,70E+04 

10 CEV-LUA 20512 Nr.3 positiv (5/6) 29,3 1,30E+04 

 

 

 

Abbildung 84 – Identifizierung / Bestätigung des vermeintlichen CEV-Isolats „VD-17: CEV-LUA 55918 Nr.1“. (A) CEV-

spezifische Amplifikate aufgetrennt via AGE. Analysiert wurden PCR-Produkte aus einer CEV-spezifischen nested PCR 

(CEFAS CEV for 1 und rev 1; CEFAS CEV for 2 und rev 2). Das PCR-Produkt der nested PCR wurde aufgereinigt und 

sequenziert. (B) Phylogenetischer Stammbaum verbildlicht die Verwandtschaft des vermeintlichen CEV-Isolats „VD-17“ zu 

anderen publizierten CEV-Isolaten basierend auf der Sequenz des Amplifikats aus der nested PCR (Abschnitt des Gens, das 

für das Protein 4a codiert, 424 bp). Der Referenzbalken symbolisiert die Substitutionen pro Position.  



199 
 

8.3.3.3. KHV-/ CEV-multiplexing 

 

Abbildung 85 – Nutzbarkeit eines Nachweis-spezifischen Teststreifens für die multiplex-Detektion von KHV und CEV. Dabei 

wurden KHV- und CEV-spezifische Sonden immobilisiert (T1 und T2). Unter der Verwendung von Helfern und der etablierten 

post PCR-Hybridisierung gelang die deutliche Erkennung von CEV- und KHV-Amplikons. Über den Streifen sind die genutzten 

Amplifikate in den jeweiligen Mischungsverhältnissen aufgeführt.  

8.3.4. Zusatz: Reporter-basierte RNase H2-abhängige AMPlifikation 
kombiniert mit Lateral Flow Analysis 

8.3.4.1. Rep-rhPCR-LFA zur Identifikation von L. lindneri:   

 

Abbildung 86 – PCR-Produkte aus dem proof-of-concept Versuch zur Funktionalität der Reporter-basierten RNase H2-

abhängigen PCR. Dabei wurde eine no-PCR-Kontrolle (NPC),  eine no-template-Kontrolle (NTC), L. brevis (ca. 1*106 cfu je mL) 

und L. lindneri (ca. 1*104 cfu je mL) mitgeführt. Die dargestellten PCR-Produkte wurden via AGE aufgetrennt anschließend 

visualisert.  

 
Tabelle 35 – Shapiro Wilks Test zur Überprüfung der Normalverteilung der Werte innerhalb einer Stichprobe (NPC, NTC, LBr, 

LLi). Sofern W > Wkritisch, unter Berücksichtigung des jeweiligen p-Wertes, wird die Nullhypothese (Normalverteilung der 

Stichprobe) angenommen.  

Probenset / Stichprobe NPC NTC LBr Lli 

Stichprobenumfang (n) 12 12 11 12 

Mittelwert 14,78 13,1 14,74 5,1 

Standardabweichung (SD) 5,08 3,12 4,67 1,07 

Teststatistik (W) 0,91 0,93 0,91 0,94 

Wkritisch bei p-Wert: 0,01 0,81 0,81 0,79 0,81 

Wkritisch bei p-Wert: 0,05 0,86 0,86 0,85 0,86 

Wkritisch bei p-Wert: 0,001 0,88 0,88 0,88 0,88 
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Tabelle 36 - Errechnete p-Werte mittels Student's t-Test, bei dem jeweils die Mittelwerte zweier Stichproben verglichen wurden. 

p > 0,0,5 wird als nicht signifikant unterschiedlich gewertet. p < 0,05 wird als signifikanter Unterschied gewertet. p < 0,005 wird 

als sehr signifikanter und p < 0,0005 wird hoch signifikanter Unterschied betrachtet. N/A bedeutet nicht analysiert. Verwendet 

wurde der Student's t-Test, ungepaart, Vergleich zweier Stichproben mit abweichender Varianz. 

Stichprobe NPC NTC LBr LLi 

NPC N/A 0,1707955 0,4914796 0,0000156 

NTC 0,1707955 N/A 0,1704713 0,0000005 

LBr 0,4914796 0,1704713 N/A 0,0000174 

LLi 0,0000156 0,0000005 0,0000174 N/A 

 
 
 

 

Abbildung 87 – Spezifitätsanalyse, Lateral Flow Analyse der Reaktionsprodukte der Rep-rhPCR zur Identifikation von 

L. lindneri.  

 
 
 

 

Abbildung 88 - Inter-Lot-Variabilität des MGHD für Reporter-basierte Analysen. Untersucht wurden die MGHD-Lots 0060 bis 

0064 mit identischem Probenmaterial. Hierbei handelte es sich um Biotin- und 6-FAM-markierte einzelsträngige DNA-Moleküle. 

Genutzt wurden unterschiedlichen Mengen des „Reporters“ je LFA. Nach drei-minütiger LFA erfolgte die Dokumentation und 

anschließende Quantifizierung der C-Linien-Intensität. Im Säulendiagramm wurde die relative Signalintensität der C-Linie 

dargestellt. Als Referenz (100%) wurde der MGHD ohne Reporter genutzt. Die Ergebnisse liegen einer Dreifachbestimmung 

zugrunde.  
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8.3.5. Zusatz: Nachweis der Faktor V Leiden Mutation 

8.3.5.1. FVL – post PCR Hybridisierung 

 

Abbildung 89 – Einfluss der Faltungshelfer auf die Nachweisbarkeit des FVL-WT-Amplifikats. (A) Repräsentative Teststreifen 

unter Verwendung verschiedener Faltungshelferkombinationen. (B) Säulendiagramm zum Einfluss der Faltungshelfer – diesen 

Ergebnissen liegt eine Dreifachbestimmung zugrunde. Dargestellt ist die relative Signalintensität in %, wobei die                        

T-Linienintensität der Kontrolle ohne Helfer als Referenz (100%) genutzt wurde.  

8.3.6. Zusatz: NALFIA-assoziierte Limitationen 

8.3.6.1. High Dose Hook Effect 

 

Abbildung 90 – Untersuchung zur Ermittlung des high dose hook Effekts für die in der Arbeit verwendeten 

Universalteststreifen. Verwendet wurde für die LFA ein dual-markiertes PCR-Produkt in konstanter Konzentration(Biotin-FITC / 

DIG-FITC), sodass ein auf dem Testlinien deutlich sichtbares, aber schwaches Signal erzeugt wurde. Nach Zusatz einzelner 

markierter Oligonukleotide in definierten Mengen wurde die Änderung der Signalstärke beoachtet. Zur Errechnung der relativen 

Signalintensität in % wurde die Signalintensität der Kontrolle (ohne zusätzlich markierte Oligos in der LFA) als Referenz 

herangezogen. (A) Der einsetzende hook-Effekt für Testlinie des MGHD wurde durch Zugabe von Biotin- bzw. FITC-markierten 

Oligonukleotiden forciert. (B) Der einsetzende hook-Effekt für Testlinie 1 des MGHD2 wurde durch Zugabe von Biotin- bzw. 

FITC-markierten Oligonukleotiden forciert. (C) Der einsetzende hook-Effekt für Testlinie 2 des MGHD2 wurde durch Zugabe von 

DIG- bzw. FITC-markierten Oligonukleotiden forciert. 
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8.3.6.2. Cross Primer Dimere – universelle Eliminierungsstrategien 

 

Abbildung 91 – Weitere „tools“ zur Eliminierung von Heterodimeren. (A) Unter Verwendung zweier Cross Primer Dimere 

(CPD1 und CPD3) wurde der Einfluss von CPD-Helfer (ASO), Random Hexamer Primern verschiedener Hersteller (Rand. Hex. 

1-3), Oligo dT Primer, einem Einzelstrang-Bindeprotein (SSB, Merck), dem Einzelstrang-Bindeprotein T4 G32P und dem DNA-

interagierendem Protein Recombinase A (RecA) untersucht. Lediglich das SSB von Merck und der spezifische CPD-Helfer 

konnte beide Cross Primer Dimere effizient eliminieren. (B) Aus diesem Grund wurde die Eliminierung  weiterer CPDs 

untersucht. (NC-Negativkontrolle, ohne CPD-verursachende Oligonukleotide; PC – Positivkontrolle, mit CPD-verursachenden 

Oligonukleotiden).  
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8.3.6.3. Nachweisgeschwindigkeit 

 

Abbildung 92 – Beschleunigung der PCR durch Steigerung der Primerkonzentration. Verwendet wurde hierbei der 

Identifizierungsnachweis von Lactobacillus backi durch singleplex PCR mit anschließender post PCR-Hybridisierung.  
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8.3.6.4. Einfluss der Temperatur auf die universellen LFDs 

 
Abbildung 93 – Einfluss der Temperatur auf die Nachweisbarkeit dual-markierter Amplikons. Untersucht wurden aufgereinigte 

PCR-Fragmente, die entweder Biotin- und FITC-markiert bzw. Digoxygenin- und FITC-markiert wurden mit beiden verwendeten 

Universal-LFDs. Die LFA wurde bei unterschiedlichen Temperaturen durchgeführt, wobei alle relevanten Kompenenten für etwa 

10 min bei der jeweiligen Temperatur vorinkubiert wurden.  
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Tabelle 37.1 - Übersicht Limitationen von NALFIAs – Lösungsstrategien, Stellschrauben und Anwendungsbeispiele 

Limitation Stellschrauben Effekt 
exemplarischer Bezug diese 
Arbeit / Literatur 

C
ro

s
s
 P

ri
m

e
r 

D
im

e
re

 /
 H

e
te

ro
d
im

e
re

 

Temperatur 
Auswertung bei höheren Temperaturen via LFA kann 
zur CPD-Eliminierung beitragen (40-65°C) 

Homoplasmie-Test C. reinhardtii, 
Nachweis CEV 

Demthylsulfoxid (DMSO) 
Universalteststreifen tolerieren etwa (X%) DMSO, 
kann im Laufpuffer zur Eliminierung von CPDs 
beitragen 

Nachweis von L. rossiae über 
duplex PCR-LFA 

Einfluss Verdünnung 
Verdünnung des Amplifikats in Laufpuffer kann zur 
Eliminierung schwacher CPDs beitragen 

Nachweis von L. rossiae über 
duplex PCR-LFA 

Einfluss Ionenstärke erhöhte Salzkonzentration können CPDs verstärken Nachweis KHV 

unmarkierte 
Oligonukleotide (CPD-
Helfer) 

Assay-spezifischen Werkzeug zur effizienten 
Eliminierung von CPDs (Laufpuffermodifikation, 
Mastermix-spike in) 

Nachweis von L. rossiae, 
Nachweis CEV, alternative IAC 
CEV-Nachweis, Homoplasmie-
Test C. reinhardtii, 

Assay-Redesign 

Durch Adaptierung der Nachweis- oder Label-
Strategie (bspw. Sonden-basierter Nachweis anstelle 
eines Primer-basierten Nachweises) wird 
Dimerisierung umgangen. 

anwendbar für alle NALFIA-
assoziierten Nachweismethoden 

Reporter-basierte 
Methoden 

Bei der Nutzung Reporter-basierter Nachweise spielen 
CPDs kaum eine Rolle 

Rep-rhPCR / Rep-rhLAMP 

Primer-Redesign 
Alternative Primer-/ Sondensequenzen zu testen, 
kann Heterodimerisierung vorbeugen. 

anwendbar für alle NALFIA-
assoziierten Nachweismethoden 

Primer-/ Sonden-
Modifikation 

Aufwändige Methode zur Adaptierung einzelner Basen 
innerhalb eines markierten Oligonukleotids. 
Provozierte Abstoßung unterbindet Dimerisierung. 

Siehe RPA-Manual, TwistDx 

Einzelstrang-Bindeproteine 
(SSB-Protein) 

universelles Werkzeug zur Eliminierung von 
schwachen bis starken CPDs 

Eliminierung verschiedenster 
CPDs 

H
y
b
ri

d
is

ie
ru

n
g
 v

o
n
 A

m
p
lif

ik
a
te

n
 f

ü
r 

L
F

A
-A

u
s
w

e
rt

u
n
g

 

unmarkierte 
Oligonukleotide 
(Faltungshelfer, 
Spezifitäts-Helfer) 

Manipulation der Faltung des ss Amplifikats 
(Zugänglichkeit der Sondenbindestelle, Zugänglichkeit 
der Label) , Eliminierung  nicht-spezifischer 
Hybridisierungen 

Identifizierung der häufigsten Bier-
schädigenden Bakterien, 
Nachweis der Karpfenpathogene 
CEV und KHV, Nachweis der 
Faktor V Leiden Mutation 

Einfluss Ionenstärke 
Klassischer Hybridisierungsparameter: erhöhte 
Salzkonzentration ermöglicht/ verbessert spezifische 
Hybridisierung (2x bis 4x SSC) 

Identifizierung der häufigsten Bier-
schädigenden Bakterien, 
Nachweis der Karpfenpathogene 
CEV und KHV via PCR und post 
PCR-Hybridisierung 

Demthylsulfoxid (DMSO) 
Senkung spezifischer Hybridisierungstemperatur, 
Eliminierung / Abschwächung von unspezifischer 
Hybridisierung 

klassischerweise PCR-Additiv. 
Identifizierung von L. lindneri via 
PCR + Hybridisierung 

Fragmentlänge des zu 
hybridisierende Amplifikats 

tendenziell neigen kürzere einzelsträngige Amplifikate 
zu besserer Nachweisbarkeit 

CEV-Nachweis 

Sondenbindestelle 
Zugänglichkeit der Sondenbindestelle ist ein 
wesentlicher Faktor für die Hybridisierungseffizienz 

Zugänglichkeit der 
Sondenbindestelle essentiell für 
die Nachweisbarkeit. 

Temperatur 
klassischer Hybridisierungsparameter: nimmt 
essentiellen Einfluss auf die Spezifität, nimmt Einfluss 
auf die Struktur des zu hybridisierenden Amplifikats. 

Identifizierung bierschädigende 
Bakterien 
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Tabelle 37.2 - Übersicht Limitationen von NALFIAs – Lösungsstrategien, Stellschrauben und Anwendungsbeispiele 

Limitation Stellschrauben Effekt 
exemplarischer Bezug diese 
Arbeit / Literatur 

S
p
e
z
if
it
ä
t,
 S

e
n
s
it
iv

it
ä
t 

v
o

n
 N

A
L

F
IA

 

PCR - 
Temperaturprotokoll 

Zyklenzahl, Nutzung von Temperaturinkrement / -
dekrement (Touchdown PCR) sind essentielle 
Stellschrauben 

Touchdown-PCR, one-pot semi 
nested PCR etc. 

Primer-/ Sondendesign 
Das Primerdesign ist essentiell für 
Amplifikationseffizienz, und Spezifität (ARMS-PCR, 
LATE-PCR, SHERLOCK, etc) 

betrifft alle Nachweisformate 
(ARMS-PCR) 

Primer/ Sonden-
Modifikationen 

Spezielle Modifikationen können Einfluss auf die 
Performance nehmen. Häufig sind definierte 
Modifikationen wichtiger Bestandteil der 
Nachweisstrategie  

RNase H2-abhängige PCR 

Nutzung multipler 
Verstärkereffekte 

Die Kombination verschiedener Verstärkereffekte 
kann Spezifität und vor allem die Sensitivität eines 
Nachweises verbessern. 

SHERLOCK, DETECTR, RPA-
PCR, nested PCR (CEV-
Nachweis) 

Hybridisierung des 
Amplifikats 

die zusätzliche Hybridisierung des Amplifikats erlaubt 
sensitive Nachweisführung und potentielle 
Steigerung der Nachweisgenauigkeit 

CEV-Nachweis, KHV-Nachweis, 
Identifikation relevanter 
Bierschädiger 

Reprh-AMP-LFA 
Die Nutzung der Rnase H2 zur Reporterdegradierung 
ist eine Mögliichkeit die Spezifität eines Nachweises 
zu verbessern. 

Identifizierung von L. lindneri, 
Nachweis der Faktor V Leiden 
Mutation via Rep-rhPCR-LFA 

K
o
n
ta

m
in

a
ti
o
n
 (

c
a

rr
y
o
v
e

r)
 

geschlossenes LFD 
Vermeidung von Kontamination durch spezielles 
LFD, viel Müll 

nicht genutzt, Ustar-Device 
(Tabelle 1) 

räumliche Trennung der 
Arbeitsschritte 
(Einbahnstraßensystem) 

beugt carryover Kontamination vor. Umständlich, 
schwer / nicht umsetzbar für echte POC-Methode 

In dieser Arbeit konsequent 
genutzt 

regelmäßige 
Dekontamination 

Die regelmßige Reinigung / Dekontamination ist eine 
Grundlage die Arbeit mit sich wiederholenden 
Amplifikationsmethoden. 

Lüften, Chemisch, UV, etc. 

Implementierung Uracil-
DNA-Glycosylase 

kompatibel mit PCR, LAMP und MCDA,  nimmt 
Einfluss auf die Assay-Performance 

CEV-Nachweis  

G
e
s
c
h
w

in
d
ig

-k
e
it
 

Recombinase Polymerase 
Amplification 

Die RPA kann extrem schnell funktionieren. Im 
Extremfall können 10 Kopien in unter 10 Minuten 
nachgewiesen werden. Gut LFA-Kompatibilität. 

In dieser Arbeit nicht gezeigt, Bsp: 
Qian et al., 2020 

Loop isothermal 
amplification 

in unter 30 Minuten kann hochsensitiver Nachweis 
erfolgen. 

Faktor V Leiden-Nachweis 

PCR 
Die PCR kann massiv beschleunigt werden. 
Sensitive LFA-assoziierte Nachweise in unter 30 
Minuten sind möglich 

Identifikation bierschädigender 
Bakterien (Anhang) 

Hybridisierung des 
Amplifikats 

einfache universelle Technik, um Amplifikate zu 
hybridisieren. Dauer: 1-5 min. 

Identifizierung bierschädigende 
Bakterien, CEV, KHV, Faktor V 
Leiden Mutation 
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Tabelle 37.3 - Übersicht Limitationen von NALFIAs – Lösungsstrategien, Stellschrauben und Anwendungsbeispiele 

Limitation Stellschrauben Effekt 
exemplarischer Bezug diese 
Arbeit / Literatur 

h
ig

h
 d

o
s
e
 h

o
o
k
 e

ff
e
c
t 

Markierungen 
limitieren 

NALFIAs bieten die Möglichkeit die Anzahl in das LFD 
eingebrachter Label genau zu steuern 

In der ganzen Arbeit genutzt 

Zeitliche Abfolge 
ändern 

Interaktion zwischen Amplifikat und mobiler Phase 
zeitlich von Interaktion mit mobiler Phase entkoppeln 

Daten nicht gezeigt 

Reporter-basierte 
Methoden 

Anzahl der Reporter limitieren, kann unabhängig von 
anderen Parametern (bspw. Primerkonzentration) sein 

Rep-rhPCR-LFA (Nachweis 
L. lindneri, FVL-SNP) 

m
u
lt
ip

le
x
in

g
 

Hybridisierung des 
Amplifikats 

Die post-Amplifikation Hybridisierung ermöglicht die 
Charakterisierung des Amplfikationsprodukts mit 
verschiedenen Sonden. 

Identifizierung bierschädigende 
Bakterien, CEV, KHV, Faktor V 
Leiden Mutation 

Assay-spezifische 
LFDs 

Assay-spezifische LFDs (z.B. Immobilisierung von 
Sonden) 

KHV, CEV (Anhang) 
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