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1 Einleitung

1.1  Zoonosen

Zoonosen sind Infektionskrankheiten, die auf natirlichem Weg wechselseitig zwischen
Menschen und Wirbeltieren Ubertragen werden. Infektionserreger kdnnen Bakterien,
Viren, Parasiten und Pilze sein. Es sind weltweit tGiber 200 Infektionserreger bekannt, die
Zoonosen auslésen. Ungefahr 60% aller humanpathogenen Erreger sind Zoonose-
Erreger.

Die meisten Zoonose-Erreger (berleben in Tierreservoirs. Eine Ubertragung auf den
Menschen kommt nur gelegentlich und eine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung kommt nicht
oder nur selten vor (z.B. Tollwut, Salmonellen). Bei anderen Zoonose-Erregern ist eine
Mensch-zu-Mensch-Ubertragung haufig, was zu lokalen Ausbriichen (z.B. Ebola-Fieber)
oder einer weltweiten Verbreitung fihren kann (z.B. pandemische Influenza). Der
Ubertragungsweg ist direkt oder indirekt moglich. Eine direkte Ubertragung erfolgt oral,
Uber Haut-, Schleimhautkontakt oder Inhalation. Indirekt kann eine Ubertragung tber
Nahrungsmittel oder Uber Vektoren wie Zecken, FlIohe oder Miicken erfolgen.

Es gibt Zoonosen, die seit Jahrhunderten bekannt sind, wie die Pest und die Tollwut.
Neuere emergente Zoonosen sind unter anderem die Lyme-Borreliose, das Ebola-Fieber,
die Hanta-Virus-Infektion und die Creutzfeld-Jakob-Krankheit. Kirzlich aufgetretene
Zoonosen sind das SARS-Coronavirus und das aviare Influenzavirus H5N1. Das SARS-
Coronavirus l6ste 2003 eine weltweite Pandemie einer atypischen Pneumonie aus, bei
der ungefahr 8000 Menschen infiziert wurden, die Letalitdt der Erkrankung lag bei ca.
10%.

Die verstarkte Verbreitung und Ubertragung von Zoonosen wird durch verschiedene
Faktoren beglnstigt. Zunehmender Tourismus mit einer internationalen Vernetzung Uber
den Schiffs- und Flugverkehr, die Globalisierung von Nahrungsmittelproduktion und
-verteilung, das steigende Bevélkerungswachstum und die Ansammlung von Menschen in
groRen Stadten sind hier bedeutende Einflussfaktoren. Zusatzlich werden durch die
globale Erwarmung bessere Lebensbedingungen und eine Ausweitung der Lebensrdume
fur Zecken und Micken ermdglicht. Eine zunehmende Entwaldung und ein damit
verbundener Anstieg von Nagerpopulationen fiilhren zu einer vermehrten Ausbreitung
zoonotischer Infektionen. Die steigende Anzahl immunsupprimierter Patienten und ein

exzessiver  Antibiotikaverbrauch mit Ausbildung von Mutations-, Selektions-,
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Adaptierungsprozessen und Resistenzen der Erreger fuhren zudem zu einer hoheren
Ausbreitungstendenz.

Die Ausbreitung von Zoonose-Erregern ist, je nach Erregereigenschaften, multifaktoriell
bedingt und fir die globale Gesundheit relevant, da sie Epidemien und Pandemien
ausldsen kénnen. Hochpathogene und lebensbedrohende Zoonose-Erreger kdnnen auch
als biologische Agenzien eingesetzt werden (Bioterrorismus) und fir einige Vertreter ist so
ein potentieller Missbrauch dokumentiert. Zu dieser Kategorie gehéren das Ebola-, das
Marburg- und das Rift-Valley-Fieber-Virus, die ein hamorrhagisches Fieber ausldsen. Als
bakterielle Erreger sind Francisella tularensis, Yersinia pestis und Bacillus anthracis, die
Erreger der Tulardmie, der Pest und des Milzbrands zu nennen (Faulde et al. 2002;
Alpers et al. 2004; Hong et al. 2012; Karesh et al. 2012; Rabozzi et al. 2012).

1.2 Biologische Agenzien

Laut der Definition der Vereinten Nationen von 1969 sind biologische Agenzien (B-
Agenzien) ,...lebende Organismen jeglicher Art oder aus diesen gewonnene infektiése
Stoffe, die Krankheiten oder Tod bei Mensch, Tier oder Pflanze verursachen sollen und
deren Wirkung auf ihrer Fahigkeit beruht, sich in den angegriffenen Personen, Tieren oder
Pflanzen zu vermehren. (UNO 1970, S. 5). Bei den Organismen handelt es sich um
Bakterien, Viren und Gifte biologischen Ursprungs (Toxine), die sich aufgrund gewisser
Eigenschaften, wie z.B. einer hohen Ubertragungsrate und einer hohen Mortalitat bei
Infektion, als potentielle Waffe eignen.

Die B-Agenzien, kénnen in unterschiedlicher Weise als Waffe verwendet werden, z.B. in
Form von Explosivkorpern, Sprihgeraten oder durch die Verseuchung von
Nahrungsmitteln bzw. Trinkwasser.

Hinzu kommt die Beflrchtung, dass bekannte B-Agenzien genetisch manipuliert werden
und dadurch an Gefahr bezuglich Infektiositdt und Resistenz gegeniber bestehenden

wirksamen Medikamenten zunehmen (Friesecke et al. 2007).

1.2.1 CDC-Kategorien

Die amerikanischen Centers of Disease Control and Prevention (CDC) teilen die
B-Agenzien in die drei Kategorien A, B und C ein (s. Tabelle 1.1).

Die Agenzien mit der hdchsten Gefahrenstufe zéhlen zu Kategorie A. Sie kdnnen leicht
von Person zu Person Ubertragen werden, sind leicht zu verbreiten und die durch die
Erreger ausgeldsten Erkrankungen haben hohe Mortalitatsraten. Sie kdnnen eine Gefahr

fur die offentliche Gesundheit darstellen, soziale Unruhe und Panik ausldsen. Sie wirden,
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falls sie als Waffe eingesetzt wirden, von den Gesundheitsbeh6rden besondere
Vorbereitungen erfordern.

Zu Kategorie B werden Erreger gezahlt, die relativ leicht zu verbreiten sind und die
Erkrankungen mit hoher Morbiditat aber geringer Letalitat auslésen kdnnen.

Die Erreger der Kategorie C haben bislang noch ein geringes Gefahrdungspotential,
konnten durch genetische Veranderung zu geféhrlichen B-Agenzien umgewandelt werden
(CDC 2009, URL: http://www.emergency.cdc.gov/agent/agentlist-category.asp, Stand:
01.12.2014).

Tabelle 1.1 CDC- Einteilung der B-Agenzien in Kategorie A, B und C, nach Gefahrenstufen
(Kategorie A hichste Gefahrenstufe, Kategorie C niedrigste Gefahrenstufe)

Kategorie  Krankheit (Erreger)

A Anthrax (Bacillus anthracis)
Botulismus (Clostridium botulinum toxin)
Pest (Yersinia pestis)
Pocken (Variola-Virus)
Tularamie (Francisella tularensis)
Virale hamorrhagische Fieber (z.B. Arenaviren [ z.B. Lassa-Virus], Filoviren
[z.B. Ebola-, Marburgvirus], Rift-Valley-Fieber-Virus, Dengue-Virus)

B Brucellose (Brucella-Spezies)
Epsilon-Toxin
Nahrungsmittelkeime (z.B. Salmonella Spezies, Escherichia coli 0157:H7,
Shigella Spezies)
Maliasmus (Burkholderiae mallei)
Melioidose (Burkholderia pseudomallei)
Psittakose (Chlamydia psittaci)
Q-Fieber (Coxiella brunetii)
Ricin (Ricinus communis)
Staphylokokken-Enterotoxin B
Epidemisches Fleckfieber (Rickettsia prowazekii)
Virale Encephalitis (Alphaviren)
Trinkwasserkeime (Vibrio cholerae, Cryptosporidium parvum)

C z.B. Niphavirus, Hantavirus

(CDC, URL: http://www.emergency.cdc.gov/agent/agentlist-category.asp, Stand:
01.12.2014).

1.2.2  Exkurs: Historie von B-Agenzien

Die Verwendung von B-Agenzien ist seit Jahrhunderten bekannt. Im Folgenden wird die
Entwicklung ab dem 20. Jahrhundert beschrieben.

Im Ersten Weltkrieg verwendete Deutschland den Milzbranderreger Bacillus anthracis, um
in verschiedenen Landern wie Rumanien, Russland, Mesopotamien und den USA Tiere

zu infizieren, die militarisch eingesetzt wurden.
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Nach dem Ersten Weltkrieg wurde im Jahre 1925 das Genfer Protokoll tber das Verbot
des Einsatzes chemischer und biologischer Kampfstoffe von 108 Nationen unterzeichnet.
In diesem Protokoll wurde aber nicht die Forschung, die Produktion oder der Besitz
verboten.

Die USA unterzeichneten dieses Protokoll nicht. Belgien, Frankreich, Grof3britannien,
Italien, Kanada, die Niederlande, Polen und die Sowietunion begannen trotz
Unterzeichnung des Protokolls Forschungsprogramme zwischen dem Ersten und dem
Zweiten Weltkrieg (Martin et al. 2008).

Im Zweiten Weltkrieg wurde in Japan eine geheime Einrichtung der japanischen Armee
mit dem Namen ,Einheit 731“ gebildet, die Versuche mit biologischen Agenzien
durchfihrten. Chinesische Gefangene wurden unter anderem den Erregern des
Milzbrands, der Cholera und der Pest ausgesetzt. Im Rahmen von Feldversuchen wurden
11 chinesische Stadte mit B-Agenzien angegriffen. Allerdings erkrankten bei einem
Feldversuch in Changde 1941 nicht nur Chinesen, sondern auch 10000 japanische
Soldaten an Cholera.

Auch GroRbritannien forschte wahrend des Zweiten Weltkrieges an biologischen
Agenzien und testete Anthrax-Bomben in den Jahren 1942 und 1943 auf der
unbewohnten Gruinard Insel an der Nordwestkilste von Schottland (Martin et al. 2008).
Die Vereinigten Staaten begannen 1942 B-Waffenprogramme mit Botulinumtoxin, Bacillus
anthracis und Brucellen. In den 50er und 60er Jahren fuhren sie mit der Forschung fort.
Es gab mehrere Feldversuche in den USA, zum Beispiel wurde 1966 als nicht-infektioser
Testkampfstoff Bacillus globigii in dem New Yorker U-Bahn System freigesetzt, um eine
Ausbreitung des Milzbranderregers Bacillus anthracis zu simulieren (Frischknecht 2003).
Die Vereinten Nationen entwickelten 1972 die Biowaffenkonvention, ein Ubereinkommen
tber den Verbot der Entwicklung, Herstellung und Lagerung bakteriologischer Waffen und
Toxinwaffen, sowie Uber die Vernichtung solcher Waffen. Diese trat 1975 in Kraft und
wurde von Uber 100 Staaten ratifiziert. Jedoch fehlt es der Biowaffenkonvention an
Kontrolle. Es gibt keine Verifizierungsmafinahmen und somit werden Verstof3e gegen den
Vertrag nicht aufgedeckt (Christopher et al. 1997).

Die Sowjetunion begann zwischen dem Ersten und dem Zweiten Weltkrieg mit
Programmen fir biologische Agenzien. Ein Hauptprogramm hiel3 Biopreparat, das auch
nach der Unterzeichnung der Biowaffenkonvention weiter bestand. Wahrend des Kalten
Krieges erkrankten 1979 durch einen Unfall in einem Forschungslabor in Swerdlowsk
66 Menschen im Umkreis des Labors an Milzbrand. 1992 wurde dieser Unfall von der

russischen Regierung unter Boris Jelzin bestatigt. Russland unterzeichnete eine



1 Einleitung 5

Vereinbarung mit den Vereinten Nationen und GroRRbritannien, das Waffenprogramm zu
beenden (Martin et al. 2008).

Seit den 80er Jahren ist der Bioterrorismus in den Vordergrund getreten. Anhanger des
indischen Guru Rajneesh versetzten im Jahre 1984 Nahrungsmittel von 10 Restaurants in
in Oregon mit Salmonella thyphimurium. Ungefahr 750 Menschen erkrankten durch
diesen Vorfall an Enteritis (TOrok et al. 1997).

Im Jahr 1995 wurde von der japanischen religidsen Organisation Omu Shinrikyd das
Nervengas Sarin in der Tokioter U-Bahn ausgesetzt, woraufhin 12 Menschen starben und
etwa 6200 Menschen in Krankenhauser behandelt werden mussten. Dieser Anschlag
zahlt zwar zu den bioterroristischen Anschldgen mit chemischen und nicht biologischen
Waffen, ist aber aufgrund der Haufung bioterroristischer Anschlage erwéahnenswert.

Im Oktober 2001, drei Wochen nach dem Anschlag auf das World Trade Center, wurden
Briefe mit Bacillus anthracis in New York und Washington DC verschickt (Frischknecht
2003; Martin et al. 2008).

Die Historie der B-Agenzien verdeutlicht, dass der Einsatz von biologischen Waffen eine
mdgliche Gefahr darstellen kann, unter anderem weil die Biowaffenkonvention nicht
sichert, dass Lander, die den Vertrag unterschrieben haben, nicht an B-Agenzien
forschen oder diese entwickeln.

1.3 Hochpathogene Zoonose-Erreger

1.3.1 Ebola Virus

i ™ Das Ebola-Virus gehort zu den

Y , Filoviren. Die Virionen bestehen aus
langen, verzweigten Filamenten, die
fur die Filoviren charakteristisch sind

| (s. Abbildung 1.1 und Abbildung 1.2).

e i P R : . Das Ebola-Virus hat ein
& % g Rih E " e Vo

Abbildung 1.1 Koloriertes elektronenmikroskopisches

Bild eines Ebola-Virions (Quelle: Public Health Image  Negativ-Strang-RNA-Genom (Kayser
Library (PHIL), http://phil.cdc.gov/phil/home.asp, )
ID#.10816, Stand: 01.12.2014). et al. 2010). Es I6st das Ebola-Fieber

einzelstrangiges

aus, ein hAmorrhagisches (mit Blutungen einhergehendes) Fieber.

Das Ebola-Virus ist seit 1976 bekannt. Es wird in finf Subspezies eingeteilt: Zaire-Ebola-
Virus, Sudan-Ebola-Virus, Tai-Forest-Ebola-Virus, Bundibugyo-Ebola-Virus und Reston-
Ebola-Virus. Die erstgenannten vier sind humanpathogene Subspezies. Die haufigsten

Infektionen wurden bisher von Zaire-Ebola-Virus und Sudan-Ebola-Virus ausgeldst.
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Ausbriiche sind seit 1976 zum Grol3teil in Afrika (z.B. Kongo, Sidsudan, Uganda)
aufgetreten, es gab aber unter anderem auch Ausbriiche in den USA und Russland. Ein
erneuter Ausbruch des Zaire-Ebola-Virus breitet sich seit Marz 2014 in Guinea, Liberien
und Sierra Leone aus (CDC 2014, URL: http://www.cdc.gov/vhf/ebola/index.html, Stand:
01.11.2014).

Der Ubertragungsweg des Ebola-Virus ist meist die Schmierinfektion, das natirliche
Reservoir des Virus ist noch nicht vollstdndig geklart. Hinweise deuten jedoch auf eine
Ubertragung auf Primaten und Menschen durch Fledertiere, wie Rousettus aegyptiacus,
hin (Pourrut et al. 2009). Haufig sind Infektionen des Menschen durch Ansteckung nach
Primatenkontakt (z.B. Bushmeat) beschrieben. Die Inkubationszeit betragt 2-21 Tage.

Ein akuter Beginn mit grippedhnlichen Symptomen ist charakteristisch. Es kann zu
Muskelschmerzen, Pharyngitis, Erbrechen, Durchfall sowie zu Schleimhautulzerationen
mit Exanthem kommen. Da die Viren sich in Makrophagen, dendritischen Zellen und in
Endothelzellen vermehren, kommt es zu nekrotischen Schaden in vielen Organen. Nach
5-7 Tagen folgt das hamorrhagische Fieber mit inneren Blutungen, aber auch Blutungen
ins Gewebe. Die Letalitait der meisten Stamme liegt bei 50-90%. Die Therapie ist
symptomatisch, durch intraventse Flussigkeitszufuhr wird die Prognose verbessert
(Reuter 2004; Niedrig et al. 2006; Kayser et al. 2010).

Experimentelle Therapieansatze sind in Erprobung, z.B. die Verwendung von kleinen
RNA-Molekilen, der Influenzavirus-Polymeraseblocker Favipiravir (T507) und Gemische
aus monoklonalen Antikdrpern (Pourrut et al. 2009; Mitka 2010; Olinger et al. 2012; Qiu et
al. 2012).

1.3.2 Marburg-Virus

Das Marburg-Virus gehort wie das Ebola-Virus zu
den Filoviren. Es ist ein einzelstrangiges
Negativ-Strang-RNA-Virus. Die ersten Falle des
Marburg-Fiebers ereigneten sich 1967 in Marburg,

Frankfurt und Belgrad. Die Infektionen traten bei

Labormitarbeitern, die an aus Uganda importierten
Abbildung 1.2 Koloriertes Affen forschten, auf. Meist treten Ausbriiche des
elektronenmikroskopisches Bild eines —— y1apyrg-Fiebers in Afrika auf (Uganda, Stid-Afrika,

Marburg-Virions (Quelle: Public Health

Image Library (PHIL), Kenia, Angola, Kongo) (Brauburger et al. 2012).

http://phil.cdc.gov/phil/lhome.asp, i . . . )
ID#.10816, Stand: 01.12.2014). Die Inkubationszeit betragt 2-14 Tage. Die
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Symptome sind kaum von denen des Ebola-Fiebers zu unterscheiden. Die Therapie ist
ebenso symptomatisch. Die Letalitat betragt 25-70% (Borio et al. 2002).

1.3.3 Rift-Valley-Fieber-Virus

o _— P— ~ et

Das Rift-Valley-Fieber-Virus gehort zu den

Phleboviren der Familie der Bunyaviridae. Es
besitzt ein Negativ-Strang-RNA-Genom und
ist der Erreger des Rift-Valley-Fiebers (auch
Rifttalfieber), ein hamorrhagisches Fieber, das
endemisch in Subsahara-Afrika ist. Ausbruche
kamen unter anderem in Kenia, Somalia,
5 o :. Tansania, Madagaskar, Sud-Afrika, Sudan,

i, % °  Agypten und Senegal vor. Seit 2000 kam es
Bild eines mit Rm_Valgr_'ggkggf_laﬁf?;z") erstmals zu Ausbrichen auRBerhalb Afrikas in
infizierten Gewebes (Quelle: Public Health Saudi-Arabien und im Jemen (Balkhy und

Image Library (PHIL), ) . .
http://phil.cdc.gov/phillhome.asp, ID#.8237,  Memish 2003; Ikegami und Makino 2011).

Stand: 01.12.2014).

Das Rift-Valley-Fieber-Virus  wird  Uber
verschiedene Mickenarten Ubertragen. Fir Nutztiere, wie Schafe und Rinder, ist das
Virus hochpathogen. Der Mensch infiziert sich meist bei den Tieren durch
Schmierinfektion oder durch Vektorstiche. Die Inkubationszeit betragt 2-6 Tage.

Meist verlduft das Rift-Valley-Fieber ahnlich einer Grippesymptomatik. Ein
hamorrhagisches Fieber mit schweren intestinalen Blutungen kann sich entwickeln. Ein
bis zwei Wochen nach dem Fieber kann es zu einer lebensgefahrlichen Enzephalitis

kommen. Die Therapie ist symptomatisch (Niedrig et al. 2006; Kayser et al. 2010).

1.3.4 Variola-Virus

Das Variola-Virus gehort zu den Orthopocken der Familie der Poxviridae und hat ein
Doppelstrang-DNA-Genom. Zu den Orthopocken gehért neben dem Variola-Virus auch
das Vaccinia-Virus, das Kuhpockenvirus, das Kamelpockenvirus und das
Affenpockenvirus.

Das Variola-Virus wird auch Menschenpockenvirus genannt. Es ist der Erreger der
Pocken, die bis Mitte des 20. Jahrhunderts grof3e Epidemien ausldsten. Die Impfungen
gegen Pocken fuhrten zur Ausrottung. Der letzte Pockenfall in Deutschland trat 1972 in
Hannover auf (Buchwald 1973). Die letzte natirliche Infektion weltweit wurde 1977 in

Somalia aufgezeichnet, 1978 kam es in England zu Laborinfektionen. Im Jahre 1980
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’ wurden die Pocken von der WHO als eradiziert
erklart, weshalb auch nicht mehr dagegen geimpft
wird (Fenner 1988).

Die Ubertragung des Variola-Virus kann uber
Schmierinfektion oder Tropfcheninfektion erfolgen.
Die Inkubationszeit betragt 1-2 Wochen. Der Beginn

poon ist durch Fieber, Kopfschmerzen und einer Infektion
Abbildung 1.4 des oberen Gastrointestinaltrakts gekennzeichnet.
Elektronenmikroskopisches Bild .
einiger Variola-Viren (Quelle: Public  Nach 4-8 Tagen kommt es zur generalisierten
Health Image Library (PHIL),
http://phil.cdc.gov/phil/home.asp,

ID#.1849, Stand: 01.12.2014). Hauterscheinungen der Pocken haben einen

bestimmten Ablauf: Papeln (Kndtchen) entwickeln sich zu Vesikeln (Blaschen), diese zu

Infektion mit typischem Pockenexanthem. Die

einer Pustel (Eiterblaschen) mit anschlieBender Krustenbildung. Im Gegensatz zu den
Windpocken haben die Pocken alle das gleiche Entwicklungsstadium. Die Therapie ist
antiviral und symptomatisch. Die Letalitat der unbehandelten Infektion liegt zwischen
20 und 50% (Niedrig et al. 2006; Kayser et al. 2010).

Das erneute Auftreten von Infektionen durch das Variola Virus wirde einen weltweiten
Gesundheitsnotstand bedeuten, da nur noch ein geringer Teil der Weltbevélkerung einen

Immunschutz besitzt.

1.3.5 Francisella tularensis
Francisella tularensis ist der Erreger der Tulardmie. Da das Krankheitsbild der Pest

ahnlich ist und Hasen und Kaninchen ein bedeutendes Erregerreservoir darstellen, wird

die Tularamie auch Hasenpest genannt.

F. tularensis ist ein fakultativ intrazellulares,
unbewegliches, sporenloses, gram-negatives,
aerobes Bakterium. F. tularensis wird in
verschiedene Unterformen eingeteilt, Kklinisch
relevant sind die Subspezies F. tularensis
subsp. holarctica und F. tularensis subsp.
tularensis (Petersen et al. 2009).

F. tularensis subsp. tularensis hat eine hohe

‘

S A s S ety et s Virulenz. Infektionen kommen weltweit in der
Abbildung 1.5 Gramfarbung von Francisella .
tularensis (Quelle: Public Health Image Nordhemisphere vor. In  Europa treten

Library (PHIL),
http://phil.cdc.gov/phil/lhome.asp , ID#.1903,
Stand: 01.12.2014).

Tulardmie-Falle mit einem Nord-Sud-Gefalle
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auf. In Finnland und Schweden gibt es haufiger Infektionen, als in Deutschland,
Frankreich, Tschechien, Osterreich, Ungarn und Spanien (Karagoz et al. 2013). In
Deutschland werden jahrlich durchschnittlich drei Félle von Tularamie gemeldet (Robert
Koch Institut 2007). F.tularensis subsp. holarctica ist weniger virulent und kommt
hauptséachlich in Europa und Asien vor (Thomas et al. 2003).

Die Ubertragung auf den Menschen kann lber Vektoren (blutsaugende Insekten), durch
den direkten Kontakt mit infizierten Nagetieren (Haut- und Schleimhautkontakt, Verzehr
von rohem Fleisch), oder bei der Inhalation von infektiosen Aerosolen erfolgen. Eine
Mensch-zu-Mensch-Ubertragung ist nicht bekannt. Die Inkubationszeit betragt in der
Regel 3-5 Tage. Die klinische Auspragung der Tularamie kann sehr vielfaltig sein. Man
unterscheidet ,aulere Formen“ und ,innere Formen®. Bei der haufigsten aulleren, der
ulzeroglandularen Form, kommt es an der Eintrittspforte zum Geschwir und zur
Beteiligung zugehdriger Lymphknoten. Als innere Form ist die typhdése Form zu
erwahnen, die durch Erbrechen, Durchfall, Darmblutungen, sekundare Pneumonie, Fieber
und Sepsis charakterisiert ist. Des Weiteren gibt es die pulmonale Form mit Befall der
Lunge und die intestinale Form, mit Durchfall und Erbrechen. Die inneren Formen sind
durch Granulome und eitrige Abszesse charakterisiert. Als Therapie wird bevorzugt
Streptomycin, Doxycylin oder Gentamicin verwendet. Unbehandelt hat die Tularamie eine
hohe Letalitéat (Niedrig et al. 2006; Kayser et al. 2010).

1.3.6  Yersinia pestis

Yersinia pestis ist ein gramnegatives, bekapseltes,
nicht-porenbildendes Stabchen und ist der Erreger der
Pest.

Bereits drei gro3e Pandemien wurden von Yersinia
pestis ausgelost (die Justinianische Pest, ,Der
Schwarze Tod“ und die dritte Pest-Pandemie) (Perry
und Fetherston 1997). Heutzutage kommen

Infektionen endemisch in Afrika, Asien, Sudamerika

Abbildung 1.6 Gramfarbung von und Nordamerika vor. In Afrika treten die meisten
Yersinia pestis (Quelle: Public )

Health Image Library (PHIL), Infektionen auf (z.B. Madagaskar, Uganda und Kongo)
http://phil.cdc.gov/phil/home.asp, (World Health Organisation 2010)

ID#.1916, Stand: 01.12.2014).
Das Wildtierreservoir von Yersinia pestis sind

Nagetiere, wie zum Beispiel Ratten.
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Die Ubertragung auf den Menschen kann durch direkten Kontakt mit infizierten Nagern,
oder den Stich eines Rattenflohs erfolgen. Die Inkubationszeit betragt 1-7 Tage.

Man unterscheidet die Beulenpest von der Lungenpest. Bei Auftreten der Beulenpest
entsteht etwa 2 Tage nach der Infektion eine hamorrhagische Schwellung der
Lymphknoten, die in der Nahe der Eintrittspforte (z.B. Stich) liegen. Bei Fortschreiten der
Erkrankung kénnen weitere Lymphknoten und viele Organe befallen werden und somit
kann die Erkankung in die sekundare Lungenpest ubergehen. Durch Kontakt mit
infizierten Personen kann es Uber Tropfcheninfektion zur priméaren Lungenpest kommen.
Lymphknotenschwellungen gehen dieser Lungeninfektion nicht voraus. Hohes Fieber,
Abgeschlagenheit, Husten, blutig-serdser Auswurf sowie Atemnot sind typische
Symptome.

Bei der Beulenpest ist ohne Behandung eine Letalitat von 50% zu erwarten, die
Lungenpest und die Pestsepsis verlaufen unbehandelt fast immer tédlich. Die Therapie
besteht aus der Gabe von Streptomycin, Tetracyclin oder Doxycyclin (Niedrig et al. 2006;
Kayser et al. 2010)

1.3.7 Bacillus anthracis

/ i . Bacillus anthracis ist ein  grampositives,
‘T‘\\ /'/ /._:1 / bekapseltes, sporenbildendes Stabchenbakterium.
= Lf Es ist der Erreger des Milzbrandes. Bacillus

anthracis kommt im Erdboden vor. Endemisch tritt

die Milzbrand-Infektion gehauft in Mittel- und

Sudamerika, in Afrika, im Iran, in Indien und

N
A ,>\F Thailand auf. In den Industriestaaten tritt Milzbrand
Abbildung 1.7 Gramfarbung von h It f In Deutschland k 2009/2010
Bacillus anthracis (Quelle: Public sehr seiten aut. In Deutschiand kam es
Health Image Library (PHIL), und 2012 zu wiederholten Milzbrand-Infektionen bei
http://phil.cdc.gov/phil/lhome.asp, _
ID#.2105, Stand: 11.12.2012). Heroinkonsumenten (Hanczaruk et al. 2014).

Die Erkrankung tritt primar bei Pflanzenfressern auf, der Mensch und fleischfressende
Tiere sind Fehlwirte. Der Kontakt mit infizierten Materialien und die Trépfcheninfektion
sind mdgliche Infektionswege. Eine Mensch-zu-Mensch-Infektion ist undblich. Die
Inkubationszeit betragt ein bis sieben, gelegentlich auch bis zu sechzig Tage.

Es werden drei Formen unterschieden. Beim Hautmilzbrand tritt, z.B. an einer kleinen
Hautverletzung, nach Kontakt mit infizertem Material eine Papel auf, die von einer R6tung
und Schwellung umgeben ist. Es entsteht ein Geschwir, dhnlich einem Karbunkel, das

bei gutartigem Verlauf ausheilen kann. Bei schwereren Verlaufen kann es zu Fieber,
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Benommenheit und Sepsis kommen. Der Lungenmilzbrand &uf3ert sich in einer Grippe-
Symptomatik mit sich anschlieBendem schweren Krankheitsverlauf. Hohes Fieber,
blutiger Auswurf, Atemnot bis hin zu Sepsis und Herz-Kreislaufversagen sind moglich. Bei
der dritten Form des Milzbrands, dem Darmmilzbrand, treten blutige Durchfalle und
Erbrechen auf.

Die Therapie besteht aus Ciprofloxacin oder Penicillin. Der Hautmilzbrand ist
therapeutisch gut zu behandeln. Der Lungen- und Darmmilzbrand haben selbst unter
antibiotischer Behandlung eine schlechte Prognose mit einer hohen Mortalitat (Niedrig et
al. 2006).

1.4  Bestehende Nachweisverfahren

Je nach Art der Erreger, kbnnen diese Uber verschiedene Nachweisverfahren bestimmt
werden. Die Erregeranzucht, die Mikroskopie, die Serologie (Nachweis mit Hilfe von
spezifischen Antikérpern oder Antigenen z.B. Uber den Enzyme-Linked-Immunosorbent-
Assay [ELISA] oder den Immunfluoreszenztest [IFT]) und die
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) sind die Hauptbestandteile der Diagnostik von
hochkontagiosen Erreger (Lim et al. 2005).

Tabelle 1.2 ist zu entnehmen, was fir Probenmaterial fiir die Diagnostik genutzt wird und
mit welchen Methoden die oben genannten Erreger jeweils diagnostisch nachgewiesen
werden kénnen.

Tabelle 1.2 Methoden zur Diagnostik von Ebola-Virus, Marburg-Virus, Rift-Valley-Fieber-Virus,

Variola-Virus, Francisella tularensis, Yersinia pestis und Bacillus anthracis in
unterschiedlichen Probenmaterialien (Nulens und Voss 2002; Mims 2006; Kayser et

al. 2010).

Erkrankung Erreger Probenmaterial Labor-Diagnostik

Hamorrhagisches Ebola -/ Blut Virusanzucht, Serologie,

Fieber Marburgvirus Elektronenmikroskopie, PCR

Rift-Valley-Fieber- Blut Virusanzucht, Serologie, PCR
Virus

Pocken Variola-Virus Exsudat, Virusanzucht, Serologie,
Blaschenflussig- Elektronenmikroskopie, PCR
keit, Pustelinhalt,
Krusten

Tularamie Francisella tularensis  Blut, Sputum, Kultur, Serologie, PCR,
Biopsie, Tierversuche
Bronchiallavage

Pest Yersinia pestis Blut, Sputum, Kultur,
Abstrich, Fluoreszenzmikroskopi,
Lymphknotenas- PCR
pirat,
Bronchiallavage

Milzbrand Bacillus anthracis Abstrich, Blut, Kultur, Serologie, PCR,
Sputum, Liguor, Tierversuche

Stuhl
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1.5 PCR, Echtzeit-PCR und isothermale Nachweisverfahren

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist fur die Diagnostik aller genannten Agenzien
relevant. Bei diesem molekularen Nachweisverfahren werden spezifische Nukleinsduren
amplifiziert - also vervielfaltigt - und anschlie3end quantifiziert.

Die PCR besteht aus den drei Abschnitten Denaturierung, Primer-Anlagerung und
Verlangerung. In diesen Schritten erfolgt duch unterschiedliche Temperaturzyklen eine
Auftrennung des DNA-Doppelstranges, eine Anlagerung der Primer an der Einzelstrang-
Ziel-DNA und eine Verlangerung der Primer und Bildung eines komplementéaren Stranges.
Durch Wiederholung dieses Zyklus kommt es zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der
DNA.

Die Echtzeit-PCR (engl.: Realtime-PCR) ist eine Variation der PCR. Hier werden die
Zielsequenzen zudem durch spezifische Sonden erkannt, die ein Fluoreszenzsignal
abgeben. Somit kann parallel zur Amplifikation eine Spezifitatskontrolle erfolgen. Bei der
PCR und Echtzeit-PCR werden unterschiedliche Temperaturzyklen benétigt, um
Trennungs- und Anlagerungsprozesse der Nukleinsauren zu ermdoglichen (Wittwer et al.
2004).

Mittlerweile wurden mehrere isothermale Nachweisverfahren entwickelt, um DNA zu
vervielfaltigen. Da bei diesen neueren Verfahren thermozyklische Schritte hdufig durch
enzymatische Reaktionen ersetzt werden, kann die Reaktion bei einer konstanten
Temperatur ablaufen (Gill und Ghaemi 2008).

Einige isothermale Transkriptionsverfahren verwenden die ,T7-Transkription. Bei der
Transcription-Mediated-Amplification (TMA) und der Nucleic-Acid-Sequence-based-
Amplification (NASBA) wird mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase und einem Oligo-T7-
Promoter-Primer von einer RNA-Vorlage ein DNA-RNA-Hybrid gebildet. Unter
Verwendung eines weiteren Enzyms, der RNase H, wird die RNA von der
komplementaren DNA (cDNA) gelost. Anhand der cDNA kann die RNA-Polymerase eine
Kopie der urspriinglichen Vorlage-RNA herstellen.

Bei anderen Methoden wird das Strang-Verdradngungs-Verfahren angewandt. Die Strand-
Displacement-Amplification (SDA) und die Loop-mediated-isothermal-amplification
(LAMP) arbeiten nach diesem Prinzip. Bei diesen beiden, aber auch bei der Helicase-
dependant-Amplification (HDA) und der Rekombinase-Polymerase-Amplifikation (RPA)
werden unterschiedliche Enzyme verwendet, die an die Ziel-DNA binden und den
Doppelstrang trennen. An diesen Stellen kann anschlie3end durch passende Primer der
Strang verdrangt werden und durch Wiederholung dieses Vorgangs die DNA

hochamplifiziert werden.
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Des Weiteren gibt es Methoden, bei denen nicht die Ziel-DNA, sondern ein
Nachweissignal amplifiziert wird, das mit spezifischen Oligonukleotiden die Ziel-DNA
erkennt. So funktionieren beispielsweise die Signal-mediated-Amplification-of-RNA-
Technology (SMART), die Circular-Helicase-dependant-Amplification (cHDA) und die
Rolling-Circle-Amplification (RCA) (Gill und Ghaemi 2008).

1.6 Rekombinase-Polymerase-Amplifikation

Die Rekombinase-Polymerase-Amplifikation (RPA) ist eine alternative Methode zur
exponentiellen Vervielfaltigung von DNA oder RNA. Die RPA ist ein isothermales
molekulares Amplifikationsverfahren. Die Reaktionstemperatur liegt zwischen 24-45°C,
ein thermischer Denaturierungsschritt ist nicht notwendig, da eine Auftrennung der DNA
durch enzymatische Strangverdrangung erfolgt.

Ein entscheidendes Enzym der RPA ist die Rekombinase UvsX. UvsX bindet unter
Anwesenheit von ATP an synthetisierte Oligonukleotid-Primer, der Kofaktor UvsY
unterstiitzt die Reaktion. Der Rekombinase-Oligonukleotid-Komplex bindet sequenz-
spezifisch per Stranginvasion an die homologen Strange der Doppelstrang-DNA. Nun
kann die Staphylococcus-aureus(Sau)-Polymerase oder alternativ die Bacillus-
subtilis(Bsu)-Polymerase vom 3’-Ende der Primer ausgehend eine Kopie der
Einzelstrang-DNA bilden. Das Einzelstrang-bindende Protein Glykoprotein 32 (gp32)
stabilisiert die Reaktion, es bindet an den verdrangten DNA-Strang und verhindert, dass
sich die Ausgangs-Doppelstrang-DNA wieder zusammenschliel3t. Dieser Ablauf findet von
zwei gegenlaufigen Seiten aufeinander zu statt. Durch Wiederholung dieses Vorgangs
kann die Ziel-DNA bzw. RNA in kurzer Zeit (ca. 20 min) und mit einer hohen Sensitivitat

und Spezifitdt exponentiell amplifiziert werden (Piepenburg et al. 2006).
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Rekarmbinase Oligonukleotddprimer Polymerase 35B(gp32)

Abbildung 1.9 Rekombinase-Polymerase-Amplifikation: Von oben nach unten: 1) Die Rekombinase
UvsX (gelb) bildet (mit dem Kofaktor UvsY, nicht abgebildet) einen Komplex mit den
Primern (blau und rot). 2) Stranginvasion des Rekombinase-Primer-Komplexes mit
Bildung einer D-Schlaufe. 3) Stabilisierung durch das Einzelstrang-bindende Protein
Glykoprotein 32 (SSB gp32, grin). 4) Strangsynthese durch Sau/Bsu-Polymerase
(lila). 5) Zwei Strangkopien liegen vor. (modifiziert nach TwistDx und Piepenburg et al.
(TwistDx Ltd., URL: http://www.twistdx.co.uk/, Stand: 01.12.2014; Piepenburg et al.
2006, S.1116)).

Der Spezifitadtsnachweis kann, wie bei der Echtzeit-PCR, auch bei der RPA durch die
Verwendung von fluoreszierenden Sonden erfolgen.

Fur die RPA gibt es verschiedene Typen von Sondensystemen, die von TwistDX zur
Verfigung gestellt werden. Fur diese Arbeit ist die TwistAmp™-exo-Sonde und die
TwistAmp ™-fpg-Sonde relevant, die in Abbildung 1.10 und Abbildung 1.11 exemplarisch

dargestellt sind.
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TwistAmp® exo Probe
Exonuclease cuts THF residue ’ €xo
| 4—— 30+bases —P ’ ,
5 3
UL L]

44— 46-52 bases ———p
@® Fluorophore , Nuclease
© Quencher B 3 block

Abbildung 1.10 Hybridisierte TwistAmp ™exo-
Sonde, mit Tetrahydrofuran (ca. 30 Nukleotide
vom 5’-Ende entfernt), eingerahmt von
Fluoreszenzfarbstoff (gruin) und Quencher
(Doppelring). Exonuklease IlI (lila)

(Quelle: TwistDx Ltd.,

URL: http://www.twistdx.co.uk/,

Stand 01.12.2014).

Teil der Sonde dissoziiert

A THF residue

vom Einzelstrang

15

Die TwistAmp™-exo-Sonde ist vom 5'-
Ende ausgehend, nach 30 Nukleotiden
(THF)

versehen, das auf einer Seite mit einem

mit  einem  Tetrahydrofuran
Fluoreszenzfarbstoff und auf der anderen
Seite mit einem Quencher flankiert ist.
Sobald die Sonde am korrespondierenden
Einzelstrang gebunden ist, wird sie am
THF durch die im Kit

Exonuklease Il geschnitten. Der kleine

enthaltene

und der Quencher wird vom

Fluoreszenzfarbstoff getrennt. Die fluoreszenzunterdriickende Funktion des Quenchers
wird durch die Trennung aufgehoben und ein Fluoreszenzsignal entsteht. Da die
Exonuklease die Sonde nur schneidet, wenn diese an die korresponierende Einzelstrang-
DNA gebunden ist, bedeutet die Zunahme der Fluoreszenz gleichzeitig ein Nachweis fir

die Amplifikationszunahme.

Die TwistAmp™-fpg-Sonde hat eine
TwistAmp® fpg probe P-PY

4-6 bases f Lange von ca. 35 Nukleotiden. Am 5'-
-« » D fog

o) fpg cuts dR group n Ende liegt ein Quencher, 4-6 Nukleotide

IIIIIIIIIIIIIIlIIlIIIIIIHIIIIIIIIHIHIHIIJHIIII3 Wei'[el’ ein FluoreszeanarbstOff. |m

«4——— 35bases ——p . . . .

@ Fluorophore ’ Nuclease A THF residue TWIStAmpTM-fpg-KIt befindet sich das

© Quencher B 3 block FPG-Protein, ein Enzym mit DNA-

Abbildung 1.11 Hybridisierte TwistAmp ™ -fpg- Reparatur-Aktivitat, das den

Sonde mit Quencher am 5"-Ende (Doppelring),
dem Fluoreszenzfarbstoff (griin) 4-6 Nukleotide
vom 5°-Ende entfernt. Schneideenzym FPG (lila)
(Quelle: TwistDx Ltd.,

URL: http://www.twistdx.co.uk/,

Stand 01.12.2014).

Fluoreszenzfarbstoff abschneiden kann.
Durch

Fluoreszenzfarbstoffes

Trennung des

vom Quencher

entsteht ein Fluoreszenzsignal.


http://www.twistdx.co.uk/
http://www.twistdx.co.uk/
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Zur Durchfihrung  der RPA  kodnnen

__,_j'f-"-':_’ Reagenzienansatze von TwistDx und der
__l—l““r = 2 ESEQuant-Tubescanner von Qiagen verwendet
- =N werden.

b & ESEQuont TS

Abbildung 1.12 Abbildung 1.13 ESEQuant
Tubescanner

(Quelle: URL: http://www.giagen.com/Prod
ucts/[ESEQuantTubeScanner.aspx?r=603,
Stand: 01.12.2014)

1.7 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit war es molekulare Schnellnachweisverfahren auf Basis der
hochpathogenen Erreger (Sudan- und Zaire-Ebola-Virus, Marburg-Virus, Rift-Valley-
Fieber-Virus, Variola-Virus, Francisella tularensis, Yersinia pestis und Bacillus anthracis)
zu entwickeln, die hinsichtlich der analytischen Sensitivitat und Spezifitdt mit der Echtzeit-
PCR vergleichbar sein sollten.
Damit die Tests intern validiert werden kénnen, sollte ein RPA-Nachweisverfahren als
Positivkontrolle fir das Sigma-Virus, ein Insektenvirus der Familie Rhabdoviridae mit
Negativ-Strang-RNA-Genom, entwickelt werden. In dieser Arbeit wurden folgende
Arbeitsziele verfolgt:
I.  Entwurf spezifischer RPA-Primer und RPA-Sonden fir die Erreger.
[I.  Herstellung molekularer Standardreihen.
lll.  Analyse der Sensitivitdt und Spezifitdt der jeweiligen Erregernachweisverfahren
anhand der molekularen Standards.
IV.  Bestimmung der analytischen Sensitivitat mittels Probit-Analyse.
V. Uberprufung der analytischen Sensitivitit durch Untersuchung verschiedener
Stdmme und mit inaktivierten Erregern gespikter Blutproben.

VI.  Ermittlung der analytischen Spezifitat in Kreuztestungen.


http://www.qiagen.com/Products/ESEQuantTubeScanner.aspx?r=603
http://www.qiagen.com/Products/ESEQuantTubeScanner.aspx?r=603
http://www.qiagen.com/Products/ESEQuantTubeScanner.aspx?r=603
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Tabelle 2.1 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Falkonrohrchen (15ml, 50ml)

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

Gewebekulturschalen
(100x20mm)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Handschuhe (Latex)

Mikroflex Corporation, Wien, Osterreich

Handschuhe (Nitril)

GE Healthcare, Minchen, Deutschland

Labortiicher 20,5cmx20cm

Kimberly-Clark GmbH, Koblenz-RheinHafen,
Deutschland

Light Cycler®Capillaries (20ul)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

MikroPlatte F-
Boden/Kaminform (96-K)
FLUOTRAC™ 600

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Parafilm

American National Can, Chicago, USA

PCR-Reaktionsgefal3e (0,2ml)

Biozym, Scientific GmbH, Oldendorf Deutschland

Pipettenspitzen mit Filter

Starlab GmbH, Ahrensberg, Deutschland

(0,2-10ul, 1,0-100ul, 101-

1000ul)

Pipettenspitzen ohne Filter Starlab GmbH, Ahrensberg, Deutschland
(0,2-10ul,  1,0-100ul, 101-

1000ul)

Safe-Lock-Tubes (0,5ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
1,5ml, 2ml)

Vernichtungsbeutel Lab Logistic Group GmbH, Meckenheim,
(300mmx200mm) Deutschland

Tabelle 2.2 Verwendete Gerate

Gerate Bezugsquelle

Bakterienbrutschrank Heraeus Instruments GmbH, Hannover,
Deutschland

Chemidoc XRS System Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

FLUOstar Optima MicroPlate
Fluorometer

BMG Labtech GmbH, Offenburg, Deutschland

Elektrophoresekammern
HORIZON 58
HORIZON 1114

Life Technologies Inc., Maryland, USA

Elektrophoresis Power Supply

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Gefrierschrank (-20°C)

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland
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Gefrierschrank (-80°c)

Thermo Scientific, Rockford, USA

Gelelektrophoresekammer

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Heizblock (Thermomixer)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Kuhlschrank (5°C)

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Light Cycler® 2.0

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Nano Drop® ND-1000
Spektralphotometer

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Pipetten (0,1-10ul, 1-20ul, 1,0-
100ul, 101-1000ul)

Gilson International Deutschland, Limburg,
Deutschland

Thermocycler

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Vortexer

Grant Instruments Ltd., Cambridge, UK
Scientific Industries Inc, New York, USA

Tube Scanner

Qiagen Lake Constance GmbH, Stockach,
Deutschland

Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Zenrifuge (LC-Carousel Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Centrifuge) Deutschland

Zentrifuge (Megafuge 1.0R)

Thermo Scientific, Rockford, USA

Zentrifuge

LMS Co. LTD, Tokyo, Japan

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2.3 Verwendete Chemikalien

Chemikalien Bezugsquelle

Agarose Peqglab  Biotechnologie = GmbH, Erlangen,
Deutschland

Acetamid Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim,
Deutschland

Ampicillin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

BSA (10mg/ml)

New England Biolabs Inc., Ipswich, England

Desoxyribonukleosidtriphosphate
(ANTP)

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Dithiothreitol (DTT 0,1M)

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Ethanol

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycerin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Human Genome DNA

Roche, Mannheim, Deutschland

IsoVitaleX™ Enrichment

Becton Dickinson, Madrid, Spanien

L-Cysteine

Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim,
Deutschland

Orange Loading Dye (6x)

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

DNA LangenStandards

O’'Gene Ruler™100bp Ladder
Plus

O’Gene Ruler™1kb DNA Ladder
O’Gene Ruler™1kb DNA Ladder

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland
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Plus

Ribonucleosidtriphosphate Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
(INTPs) Deutschland

Tetramethylammoniumchlorid Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH, Steinheim,
(5M) Deutschland

X-Gal Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.1.3 L6sungen, Medien und Puffer

Tabelle 2.4 Verwendete Lésungen, Medien und Puffer

Name Zusammensetzung

Agarosegel [1%ig] 100ml TAE [1x], 1g Agarose, 5ul Ehtidiumbromid- Ldsung
(Endkonzentration 0,5mg/ml)

Ethidiumbromid- 10mg/ml in H,O
LOsung
LB Amp-Agar 10g Bacto™-Tryptone, 5g Bacto'™-Yeast Extract, 10g NaCl, 1ml

Ampicilin[100pg/ml], 15 g Bacto'"-Agar, ad 11 H,O

LB-Amp-Medium 10g Bacto™-Tryptone, 5g Bacto'"-Yeast Extract, 10g NaCl, 1ml
Ampicilin[100ug/ml], ad 1l H,O

TAE [1X] 40ml TAE [50x] ad 1960ml| H,O
TAE [50x] 2429 Tris: 57,1ml Essigsaure, 100ml| EDTA pH8,0 [0,5M]
TE-Puffer 10mM Tris (pH 8,0), 1ImM EDTA

2.1.4 Reagenzienansatze

Tabelle 2.5 Verwendete Reagenzienansatze

Name Bezugsquelle

Ambion Turbo DNA free ™-Kit Applied Biosystems, Darmstadt, Germany

Dual Promotor TA Cloning® Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
(with pCRII®-Vektor) with one

Shot® INVaF’  Chemically

Competent E.coli

Light Cycler® 480 RNA Master Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Hydrolysis Probes Deutschland
Light Cycler® Fast start DNA Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Master HybProbe Deutschland

Peq GOLD Plasmid Miniprep Kit Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
I Deutschland

TwistAmp ™-exo-Kit TwistDx, Cambridge, UK

TwistAmp ™-fpg-Kit TwistDx, Cambridge, UK

QIAamp® DNA Blood Kit Qiagen Lake Constance GmbH, Stockach,
Deutschland

QlAamp® DNA Mini Kit Qiagen Lake Constance GmbH, Stockach,

Deutschland

Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Assay Kit

Quant-iT™ RiboGreen® RNA Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Assay Kit
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Quantum Prep™ Plasmid Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Midiprep Kit Deutschland

Z-Competent™ E.coli Zymo Research, Freibug, Deutschland

Transformation Kit & Buffer

Zymoclean™ Gel DNA Zymo Research, Freibug, Deutschland

Recovery Kit

Zymoresearch™ DNA Clean & Zymo Research, Freibug, Deutschland

Concentrator-5

215 Enzyme

Tabelle 2.6 Verwendete Enzyme

Name Bezugsquelle

Tag-DNA-Polymerase 5-Prime GmbH, Hamburg, Deutschland

Fast Digest® Bglll Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Fast Digest® EcoRV Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Fast Digest® EcoRI Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Fast Digest® Ncol Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Fast Digest® Scal Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Protector RNase Inhibitor Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

(40U/ul) Deutschland

Restriction Endonuclease Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Pvu | Deutschland

SP6 RNA Polymerase from Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Escherichia coli BL 21/pSR3 Deutschland

T7 RNA Polymerase from Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Escherichia coli BL 21/pAR Deutschland

1219

Transcriptor Reverse Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Transcriptase (20U/ul) Deutschland

Transcriptor RT Reaction Buffer Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

(5x) Deutschland

2.1.6 Bakterienstamme

Tabelle 2.7 Verwendete Bakterienstdmme

Stamm Genotyp Bezugsquelle

INVaF’ F" endAl recAl hsdR17 (rk-, mk+) supE44 Invitrogen GmbH,
thi-1 gyrA96 relAl ¢80LacZAM15 Karlsruhe, Deutschland

A(LacZYA-argF)U169 A-

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Zymo Research, Freiburg,
relAl lac [F proAB laclgZdelta-M15 Tn10 Deutschland

(Tetn)]
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2.1.7 Ausgangs-DNA

Tabelle 2.8 Verwendete Ausgangs-DNA

Name Bezugsquelle

BA Cap pc 2.1 Zur Verfigung gestellt vom Robert Koch Institut
Bacillus anthracis 3007 Zur  Verflgung gestellt vom Institut flr
F.tu. ssp. tularensis DNA-2 EQA Mikrobiologie der Bundeswehr

DuBa-1

Y.pe. St. 03-1501 DNA 5 EQA

DuBa-1

pOPV Zur Verfigung gestellt vom Robert Koch Institut
VARV HAgene GeneArt AG, Regensburg, Deutschland

2.1.8 DNA-Plasmide

Tabelle 2.9 Verwendete DNA-Plasmide

Name Bezugsquelle

pCRII®-Ebola Zaire-N Zur Verfigung gestellt von Andrea Koch, Institut
fur Virologie Gottingen

pCRII®-Ebola Sudan-N Zur Verfugung gestellt von Doris Heidenreich,
pCRII®-Francisella tularensis- Institut fur Virologie Géttingen

SSrA

pCRII®-Marburg-N Zur Verfigung gestellt von Andrea Koch, Institut
pCRII®-Rift Valley Fieber-N fur Virologie Géttingen

pCRII®-Sigma-N Zur Verfiigung gestellt von Manfred Weidmann,
pCRII®-Yersinia pestis-ssrA Institut fir Virologie Géttingen

2.1.9 Oligonukleotide

Tabelle 2.10 Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz 5°-3’ Verwendung

M-13 Forward Primer GTAAAACGACGGCCAG Sequenzierung von Inserts des
pCR®II- Vektors

M-13 Reverse Primer CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung von Inserts des
pCR®II- Vektors

Die M-13-Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland bezogen.

Die verwendeten Oligonukleotide zur Durchfuhrung der Polymerase-Ketten-Reaktion,
Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion, und Rekombinase-Polymerase-Amplifikation sind
in dem zugehdrigen Methodenteil aufgefuhrt (s.Kapitel 2.2.2.10.3, 2.2.2.10.5, 2.2.2.10.6).
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2.1.10 Computerprogramme

Tabelle 2.11 Verwendete Computerprogramme

Name Hersteller Anwendung

Microsoft® Office mac Microsoft Text- und Datenverarbeitung

2008

EndNote X3 Thomson Reuters Literaturverwaltung

FLUOstar OPTIMA BMG LABTECH GmbH Fluoreszenzmessungen

Lasergene™ DNASTAR Inc DNA-Sequenzanalyse,  Primer-
und Sondendesign,

Plasmidkonstruktion

ND-1000 V3.3.0 one PEQLAB Biotechnologies Spektrophotometrische

channel GmbH Messungen

Prism 4.0a GraphPad Software, Inc.  Datenverarbeitung

Statistica 9 StatSoft GmbH Datenverarbeitung
Twista™Studio TwistDx Aufzeichnung und Evaluation der

Messungen des Tube Scanners

2.2 Methoden

2.2.1 Bakteriologische Methoden

2.2.1.1 NAahrmedien

Als Nahrmedium fir E. coli wurde LB-Medium and LB-Agar verwendet. Zur
Wachstumsselektion wurde das Antibiotikum Ampicillin hinzugegeben.

Durchfihrung: Dem Medium fir die Agarplatten wurde Bacto-Agar in einer
Endkonzentration von 1,5% hinzugefligt, beide Medien wurden bei 120°C fir 20 min
autoklaviert. Nach Abkihlen auf 50°C wurde dem LB-Agar 100 mg/l Ampicillin
hinzugefigt, die Platten gegossen und beide Nahrmedien bei 4°C gelagert.

Dem LB-Medium wurden vor Gebrauch 100 mg/l Ampicillin zugesetzt.

2.2.1.2 Anzucht von E.coli-Kulturen

Flussigkultur: 4 ml LB-Amp-Medium wurden in ein 15-ml-Falkonrohrchen gegeben und mit
einem Teil einer bereits bestehenden Dauerkultur oder einer Einzelkolonie von einer
Transformationsplatte mit einer sterilen Pipettenspitze angeimpft. Die Flissigkulturen
wurden mit 120 Upm Uber Nacht bei 37°C geschiittelt.

Agarplatten-Kultur: Ein Teil einer Dauerkultur wurde mit einer sterilen Pipettenspitze auf

einer LB-Amp-Platte ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

2.2.1.3 Herstellung kompetenter Bakterien
Um fremde Plasmid-DNA in E.coli einzuschleusen, missen die Bakterien vorbehandelt
werden (Cohen et al. 1972).
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Durchfiihrung: Verwendet wurde das Z-Competent™ E.coli Transformation Kit. Es wurden
50 ml Zymobroth™-Medium mit E.coli - XL1 blue angeimpft und bei 29°C und 120 Upm
bis zu einer optischen Dichtegonm= 0,5 wachsen gelassen. Die Flissigkultur wurde in ein
50-ml-Falkonrohrchen gegeben und 10 min bei 3000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet mit 5 ml des im Kit enthaltenen
Wasch-Puffers resuspendiert. Es wurde erneut fur 10 min bei 3000 Upm und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in 5 ml Kompetent-Puffer gelost. Zu je
50 pl wurden die nun kompetenten Bakterienzellen aliquotiert und bei -80°C flr die

spatere Transformation gelagert.

2.2.1.4 Transformation von E. coli- Zellen

Bei der Transformation von kompetenten E.coli- Zellen wird DNA (z.B. Plasmid-DNA) zu
den Zellen gegeben und von dem Bakterium aufgenommen.

Durchfuhrung: 50 pl der chemisch kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 10 ng
der DNA zugegeben und vorsichtig mit einer sterilen Pipettenspitze gemischt. Im
Anschluss wurde der Ansatz auf LB-Amp-Platten aufgetragen und tber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Die Transformation nach TA-Klonierung ist in Kapitel 2.2.2.10.2 beschrieben.

2.2.2  Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Minipraparation wird durchgefihrt, um geringe Mengen Plasmid-DNA aus
transformierten E. coli-Zellen zu isolieren.

Durch die Zugabe von SDS und NaOH zu transformierten E. coli-Zellen werden diese
alkalisch lysiert. Die chromosomale DNA von E. coli denaturiert, die Plasmid-DNA
denaturiert durch die geknéaulte Form in der sie vorliegt kaum. Die Plasmid-DNA
renaturiert vollstandig unter Zugabe von Kaliumacetat. Die genomische DNA, Proteine
und Zellreste fallen aus und werden durch einen Zentrifugationsschritt von der
Plasmid-DNA getrennt. Durch Zugabe von Ethanol wird die Plasmid-DNA von Salzen
befreit und ausgeféllt. Restliche RNAs werden durch die Zugabe von RNase A verdaut.
Durchfihrung: Verwendet wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I. Fur die
Minipraparation wurden 5 ml LB-Amp-Medium in einem 15-ml-Falkonréhrchen mit
Einzelkolonien angeimpft, tber Nacht bei 37°C und 120 Upm inkubiert. 2 ml der
Flassigkultur wurden in ein Eppendorf-Cup gegeben und 5 min bei 11000 Upm

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 250 pl RNase A hinzugegeben und das
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Pellet durch Vortexen resuspendiert. AnschlieRend wurden 250 pl Lésung 1l und 350 pl
Losung Il dazugegeben, jeweils nach dem Pipettierschritt wurde die Probe durch
mehrmaliges Invertieren gemischt. Fiur 10 min wurde bei 11000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand auf eine Zentrifugensaule aufgetragen. Daraufhin folgte erneutes
Zentrifugieren fur 1 min bei 11000 Upm. Im Anschluss wurden zwei Waschschritte mit 500
pl PW-Puffer bzw. mit 750 pl Waschpuffer durchgefiuihrt und die Probe anschlie3end
jeweils 1 min bei 11000 Upm zentrifugiert. Nach einer weiteren Minute
Trockenzentrifugation bei 11000 Upm wurde die gereinigte Plasmid-DNA mit 100 pl

Elutionspuffer bei 6000 Upm fiir 1 min in einem Eppendorf-Cup aufgefangen.

2.2.2.2 Midipraparation von Plasmid-DNA

Die Midipraparation wird zur Isolation gréRerer Mengen von Plasmid-DNA aus
transformierten Bakterien (z.B. aus E.coli-Zellen) durchgefiihrt. Sie funktioniert wie die
Minipraparation (s. 2.2.2.1) aber mit gréReren Volumina.

Durchfihrung: Verwendet wurde das Quantum Prep™ Plasmid Midiprep Kit. Fir die
Midipraparation wurden 50 ml Bakterienkultur in LB-Amp-Medium 0Uber Nacht bei
120 Upm und 37°C inkubiert. Von der Flussigkultur wurde anschliel3end ein Glycerin-
Bestand angelegt: 850 pl der Kultur wurden mit 150 pl 87%igem Glycerin vermischt und
bei -80°C eingefroren.

Bei Raumtemperatur wurde die Bakterienkultur in ein 50-ml-Falkonréhrchen gegeben und
bei 5000 Upm fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 5 ml
Resuspensionspuffer hinzugegeben und bis zur vollstdndigen Resuspension des Pellets
gemischt. AnschlieRend wurden 5 ml Zell-Lyse-Puffer hinzugegeben, mehrmals invertiert,
dann wurde 5 ml Neutralisationspuffer hinzugegeben und erneut mehrmals invertiert.
Nach 25 min bei 6000 Upm Zentrifugation wurde der klare Uberstand in ein neues 50-ml-
Falkonrohrchen gegeben, 1 ml Quantum-Prep-Matrix hinzupipettiert und 30 s vorsichtig
geschiittelt. Im Anschluss wurde 4 min bei 6000 Upm zentifugiert, der Uberstand entfernt,
10 ml Wasch-Puffer hinzugegeben und vorsichtig geschittelt bis das Pellet vollstandig
gelost war. Fur 4 min wurde die Probe bei 6000 Upm zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Daraufhin wurde das Pellet mit 500 pl Waschpuffer resuspendiert und auf die
Zentrifugenséule gegeben. Bei 13000 Upm wurde fir 30 s zentrifugiert, der Durchlauf
verworfen. Eine Wiederholung des Wasch-Durchgangs wurde durchgefiihrt und der
Durchlauf verworfen. AnschlieRend wurde bei 14000 Upm fir 2 min trockenzentrifugiert.
500 pl ddH,O wurden auf die Saule aufgetragen und fir 2 min bei 14000 Upm

zentrifugiert. Das aufgereinigte Plasmid wurde in einem Eppendorf-Cup aufgefangen.
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2.2.2.3 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung

Mit dem Spektralphotometer Nano Drop® ND-100 kann die Konzentration von DNA und
RNA in wassriger Losung bestimmt werden. Da Nukleotide bei der Wellenlange 260 nm
ein Absorptionsmaximum besitzen, kann bei dieser Wellenldnge die Gehaltsbestimmung
erfolgen. Zudem kann die Reinheit der Nukleinsdureldsung bestimmt werden. Da bei
aromatischen Aminosauren und Phenolen die UV-Licht-Absorption bei 280 nm liegt,
erlaubt die Messung der optischen Dichte bei 280 nm (OD,g) eine Abschatzung der
Reinheit. Liegt der Quotient OD.s/OD,gq bei 1,8-2,0, spricht dies fur eine relativ
proteinfreie DNA oder RNA-L6sung (Sambrook et al. 1989).

Durchfuhrung: Es wurden 1,5 pl Volumen in den Nano Drop® ND-100 eingesetzt, zuerst
mit der Basis-L6sung, z.B. Elutionspuffer nach Minipraparation, um das Gerat zu eichen,

anschliel3end die DNA- bzw. RNA-L6sung gemessen.

2.2.2.4 Reinigung und Aufkonzentrierung von Nukleinsauren

Zur Reinigung und Aufkonzentrierung von DNA wurde das Zymoresearch™ DNA Clean &
Concentrator™-5 Kit verwendet.

Durchfihrung: In einem 1,5-ml-Eppendorf-Cup wurde der im Kit mitgelieferte DNA-
Binding-Puffer mit DNA (z.B. ein PCR-Produkt) im Verhéltnis von 5:1 bis 2:1; je nach
Vorliegen der Nukleinsaure (z.B. Plasmid, genomische DNA, PCR-Produkt),
zusammengemischt und auf eine Zymo-Spin™- S&ule gegeben. Bei 11000 Upm wurde
die Probe fir 30 s zentrifugiert, der Durchlauf wurde verworfen. 200 pl Waschpuffer
wurden hinzugegeben, erneut bei 11000 Upm fur 30 s zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde wiederholt und im Anschluss 30 s trockenzentrifugiert. Es wurden = 6 pul ddH,O auf
die Saule gegeben, fir 30 s bei 11000 Upm zentrifugiert und in einem neuen 1,5-ml-
Eppendorf-Cup aufgefangen.

2.2.2.5 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA mittels
Fluoreszenzmessung

Die spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung (siehe oben) misst nur im pg/mi-
Bereich verlasslich. Zur exakteren Bestimmung der Konzentration von RNA und DNA
bendtigt man eine genauere Konzentrationsbestimmung. Mit Ribo-Green® und Pico-
Green® (Fluoreszenzfarbstoffe, die spezifisch an RNA bzw. DNA binden), kann man
anhand eines Fluorometers die Menge der RNA bzw. DNA an der Fluoreszenzintensitat
hochsensitivim ng/ml Bereich messen.

Durchfiihrung: Es wurde das Quant-iT™ RiboGreen® RNA Assay Kit und das Quant-iT™

PicoGreen® dsDNA Assay Kit verwendet. Fir eine Standardkurve wurde mit dem
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mitgelieferten DNA/RNA-Standard eine Verdiinnung von 1, 50, 250, 500, 750 ng/ml und
1 pg/ml mit 1XTE-Puffer und 200x Ribo- bzw. Pico-Green® (Endkonzentration 1x)
hergestellt. Die zu messenden RNA/DNA-Proben wurden 1:100 und 1:1000 mit 1x TE-
Puffer und 200x Ribo- bzw. Pico-Green® verdinnt. Die Ansatze wurden in eine
Microtiterplatte (F-Boden/ Kaminform FLUOTRAC™ 600, schwarz) pipettiert, bei
Raumtemperatur fur 5 min im Fluorometer Fluostar Optima bei Dunkelheit inkubiert und
anschlieend gemessen. Anhand der Standardreihe wurde eine Regressionsgerade

berechnet und somit die RNA/DNA-Konzentration der Probe ermittelt.

2.2.2.6 Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von Nukleinsduren durch
elektrische Ladung. Im elektrischen Feld wandert die RNA oder DNA durch die negative
Ladung der Phosphatgruppen der Nukleinsduren zur positiv geladenen Anode. Ist die
Nukleinsaure kurz, wandert sie schnell durch die Netzstruktur des Agarosegels, ist sie
groRer, wandert sie langsamer. Durch den Vergleich mit Langenstandards, kann die
GroRRe der Fragmente abgeschatzt werden. Die Menge der DNA/RNA kann durch die
Intensitat der Farbung mit Ethidiumbromid grob bestimmt werden.

Durchfuhrung: Es wurden 1%ig und 1,5%ige Agarosegele gegossen (s.Tabelle 2.4), vom
Langenstandard wurden stets 2 pl benutzt. Die Auftrennung erfolgte bei 80-120 V in
horizontalen Elektrophoresekammern, die fotografische Aufnahme wurde mit dem
Chemidoc XRS System durchgeftihrt.

2.2.2.7 DNA-Extraktion aus praparativen Agarosegelen

Um aufgetrennte DNA aus Agarosegelen zu extrahieren, wurde das Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit verwendet.

Durchfiihrung: Die Nukleinsdure-Fragmente wurden unter UV-Licht am Chemidoc-XRS-
System ausgeschnitten, in ein 2-ml-Eppendorf-Cup gegeben, gewogen und pro 100 mg
Gel 300 pl ADB Buffer™ hinzugegeben. Bei 55°C wurde die Probe im Heizblock inkubiert
bis das Gel vollstandig aufgeltst war. AnschlieRend erfolgte die Auftragung auf eine
Zymo-Spin |™-S&ule, bei 10000 Upm wurde 1 min zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Es wurde 200 pl Waschpuffer auf die Saule gegeben fir 30 s bei 10000 Upm
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Der Waschschritt wurde wiederholt und die
Saule daraufhin fur 30 s bei 10000 Upm trockenzentrifugiert. Mit 10 pl ddH,O wurde die
DNA durch Zugabe auf die Saule und Zentrifugation bei 10000 Upm eluiert und in einem
1,5-ml-Eppendorf-Cup aufgefangen.
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2.2.2.8 Aufbereitung von genomischer DNA und DNA von infiziertem
Hasengewebe von Francisella-Stammen

Zur Aufreinigung und Extraktion von genomischer DNA und DNA aus Gewebeproben

wurde das QlAamp® DNA Mini Kit und das QIAamp® DNA Blood Kit verwendet.

Die Francisella-DNA-Stdmme und das mit Francisella infizierte Hasengewebe wurden

vom Friedrich-Loeffler-Institut, Jena, zur Verfiigung gestellt.

Die Francisella-Stamme B 38: F. tularensis subs. tularensis, FX 1: F. novicida, LVS: F.

tularensis subs holarctica, FX 2: F. novicida, FT 10: F. tularensis subs holarctica, U 112:

F. novicida, FT 7: F. tularensis subs holarctica, FHSP: F. hispaniensis, CCUG4492:

F. philomiragia wurden auf Schokoladenagar, der mit IsoVitaleX und L-Cystein versetzt

wurde, gegeben und fir 48h bei 37°C in einer 5% CO, -Atmosphare inkubiert. Die

Kolonien wurden in 200 pl PBS resuspendiert und die genomische DNA wurde mit dem

QIAamp DNA Minikit extrahiert und aufgereinigt.

Die DNA aus infiziertem Hasengewebe wurde im S3-Labor aufgearbeitet: Kleine Teile des

Hasengewebes wurden homogenisiert und bei 56°C tber Nacht in 180 ul ALT-Puffer und

20 pl Protease inkubiert (QlIAamp® DNA Mini-Kit). Die DNA wurde mit dem QlAamp®

DNA Blood Reagenzienansatz extrahiert.

2.2.2.9 Enzymkatalysierte Reaktionen an RNA

2.2.2.9.1 Reverse Transkription

RNA kann durch die reverse Transkription in komplementére (engl. complementary) DNA
(cDNA) umgeschrieben werden. Das Enzym, das die reverse Transkription durchfuhrt,
hei3t Reverse Transkriptase. Es hat RNA-abhangige DNA-Polymerase-Aktivitat, mit der
anhand der RNA der cDNA-Strang gebildet wird. Die Reverse Transkriptase hat zudem
RNase-H-Aktivitat, wodurch die RNA abgebaut werden kann.

Durchfiihrung: Es wurden 10 pl H,O, mit 2 ul RNA und 1 pl M13 Primer (s. Tabelle 2.10)
zusammen in eine 0,5-ml-Eppendorf-Cup pipettiert. Der Ansatz wurde fir 10 min bei 65°C
inkubiert und anschliel3end auf Eis gestellt. Es wurden 4 pl Transcriptor RT Reaction
Buffer (5x), 5 pl Protector RNase Inhibitor (40 U/pl), 2 pl dNTPs (10 mM) und 0,5 ul
Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U/ul) hinzugefigt, gevortext und
herunterzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Ansatz fir 30 min bei 55°C inkubiert. Zur
Inaktivierung der Transcriptor Reverse Transcriptase wurde bei 85° C fir 5 min inkubiert.
AnschlielRend wurde die cDNA bei -20°C gelagert.
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2.2.2.10 Enzymkatalysierte Reaktionen an DNA

2.2.2.10.1 Restriktionsverdau

DNA kann durch Restriktionsendonukleasen gespalten werden, um z.B. Plasmide anhand
ihrer Schnittstellen zu charakterisieren oder sie zu linearisieren.

Es wurden Restriktionsendonukleasen verwendet, die spezifische 6-Basenpaarsequenzen
der DNA erkennen und schneiden. Je nach Enzym entstehen glatte Schnittstellen
(,blunt-ends®) oder Enden mit Uberhdangenden Basen am 5’- bzw. 3’-Ende (,sticky-ends®)
(Sambrook et al. 1989). Je nach Hersteller werden entsprechende Puffer verwendet,
welche die Reaktion unterstitzen.

Durchfuhrung: Fur den Kontrollverdau wurde ein 15 pul Ansatz mit 1 pl Restriktionsenzym
(s.Tabelle 2.6), 1,5 ul mitgelieferter Puffer, DNA (ca. 200-500 ng/ul) und ddH,O in 1,5 ml
Eppendorf-Cups pipettiert.

Die Proben mit Fast Digest®-Enzymen wurden flir 10 min bei 37°C inkubiert, bei
Verwendung von Pvul wurde fir 1 h bei 31°C inkubiert und anschlielend 5 pul des

Ansatzes auf das Agarosegel aufgetragen.

Fir die Linearisierung wurde ein 100 pl Ansatz mit 10 pl Restriktionsenzym (s.Tabelle
2.6), 10 pl Puffer, DNA (ca.10 ng/ul) und ddH,O in 1,5-mlI-Eppendorf-Cups pipettiert:

Handelte es sich bei den Restriktionsenzymen um Fast Digest®-Enzyme, wurde fur
20 min bei 37°C inkubiert, mit Pvul wurde fir 2h bei 37°C inkubiert. Wenn laut Anleitung
eine Hitzeinaktivierung maglich war, wurde sie durchgefuihrt (Dauer und Temperatur der
Inaktivierung sind enzymabhéngig). Zur Kontrolle wurden anschlieBend 5 ul auf ein

Agarosegel aufgetragen.

2.2.2.10.2 TA-Klonierung

Um Nukleinsduresequenzen vermehren zu kénnen, missen diese erst in ein Plasmid
eingefuigt werden, damit dieses von Bakterien aufgenommen und vervielféltigt werden
kann. Das Plasmid, in das die Nukleinsduresequenz eingeftigt wird, nennt sich Vektor, die
Nukleinsduresequenz Insert.

Bei der Thymin(T)-Adenin(A)-Klonierung wird als Insert ein PCR-Produkt verwendet, das
durch Verwendung einer thermostabilen Polymerase an den Enden einen
3’-Adenin-Uberhang aufweist. Dies erlaubt die Verkniipfung des Inserts mit einem Vektor,
der an den Enden einen einfachen 5-Thymin-Uberhang hat. Nach der Ligation wird das

Plasmid in INVaF E.coli-Zellen eingeschleust.
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Um zu Uberprifen welche Bakterien das Plasmid mit Insert enthalten, nutzt man die
Blau-Weil3-Differenzierung. Im pCRII®-Vektor, der in dieser Methode verwendet wurde, ist
an der Stelle, wo das Insert eingefugt werden kann, an der sogenannten multiplen
Klonierungsstelle, ein LacZ-Gen eingebracht. Dieses codiert fir den aminoterminalen Teil
der Proteinsequenz der B-Galaktosidase (dieses Enzym kann Laktose spalten). Die
INVaF’E.coli-Zellen enthalten eine Sequenz, die fir die Proteinsequenz des
carboxyterminalen Abschnittes der p-Galaktosidase kodiert und so wird bei der
Zusammenfihrung der INVaF’E.coli-Zellen mit dem pCRII®-Vektor die B-Galaktosidase
gebildet. Dieses Enzym spaltet X-Gal, ein lactosedhnliches Substrat, welches vor dem
Auftragen der Zellen auf die LB-Amp-Platten aufgetragen wird. Bei der Spaltung von X-
Gal wird eine Blaufarbung hervorgerufen.

Bei der Ligation von Insert und Plasmid, wird das Insert in die multiple Klonierungsstelle
eingefiigt und das Leseraster fur das LacZ-Gen wird durchbrochen. Die B-Galaktosidase
wird bei den Bakterien, die das Insert enthalten daher nicht gebildet und die enstandenen
Klone bleiben weil3.

Durchfuhrung: Es wurde das Kit Dual Promotor TA Cloning® (with pCRII®-Vektor) with
one Shot® INVaF’ Chemically Competent E.coli verwendet.

Laut Angaben des Herstellers muss, um die Menge des einzusetztenden PCR-Produktes
zu bestimmen, die Menge der Basenpaare des PCR-Produktes mit der Menge des
pCRII®-Vektors (50 ng) multipliziert werden und durch die Menge der Basenpaare des
pCRII®-Vektors (ca. 3900) dividiert werden.

Fiur einen Reaktionsansatz von 10 pl wurde das PCR-Produkt, 1 pl Ligation Buffer 10x,
2 ul pCRII®-Vektor (25 ng/ul), 1 pl T4-Ligase (4 U/ul) und steriles H,O in ein 1,5-ml-
Eppendorf-Cup pipettiert.

Der Ansatz wurde zwischen 4 und 16 h bei 14°C inkubiert.

AnschlieRend wurden 2 pl der Probe fir die Transformation in 50 pl mitgelieferte
INVaF’-Zellen Uberfuhrt, 30 min auf Eis gestellt, fir 30 s bei 42°C inkubiert und auf Eis
250 pl S.0.C.-Medium hinzugegeben. Fir 1 h wurde die Probe bei 300 Upm und 37°C
inkubiert. Wéhrenddessen wurden 2 LB-Amp-Platten mit je 40 pl X-Gal (40 mg/ml)
bestrichen. 100 pl des Ansatzes wurden auf eine Platte gegeben, der Rest auf die zweite
Platte ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank gelagert. Am nachsten Tag

wurden von den weif3en Klonen eine Flussigkultur angelegt (s.2.2.1.2).
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2.2.2.10.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) ist eine In-vitro-
Methode um spezifische DNA-Sequenzen in grof3en Mengen zu amplifizieren. Fur die
PCR bendtigt man die DNA, die vervielfaltigt werden soll, eine hitzestabile Polymerase
(Tag-Polymerase, DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aguaticus), und Desoxyribonukleotisidtriphosphate (dNTPs) als Bausteine fir die
Polymerase. Durch Hinzugabe von Magnesium wird die Enzymfunktion unterstitzt und
ein Puffer sichert die chemische Umgebung fiir das Enzym. Aul3erdem benétigt man zwei
spezifische Primer. Diese Oligonukleotide sollen ca. 20-30 Nukleotide lang sein, einen
Guanin-Cytosin-Gehalt von ca. 40-60% haben und zu einem Strang des
aufeinanderliegenden Doppelstrangs komplementar sein.

Die PCR gliedert sich in drei Abschnitte: Denaturierung, Renaturierung bzw. Primer-
Anlagerung und Verlangerung (engl. Melting, Primer Annealing, Elongation). Diese
werden in einem Thermocycler durchgefiihrt, der verschiedene Temperaturen einstellen
kann, die fur die verschiedene Abschnitte der PCR benétigt werden.

Die Denaturierung lauft bei 94-96°C ab, der Doppelstrang trennt sich, da bei dieser
Temperatur Wasserstoffbrickenbindungen getrennt werden.

Fur die Primer-Anlagerung muss der Thermocycler auf eine Temperatur herabkuhlen,
unter der sich die spezifischen Primer an die DNA-Strange anlagern kénnen. Dieser Wert
soll zwischen 5-10°C unter dem berechneten Schmelzpunkt T, (in dieser Arbeit wurde der
berechnete T, von TIB MOLBIOL verwendet) der Primersequenzen liegen. Je hoher die
Anlagerungstemperatur, desto spezifischer erfolgt die Hybridisierung der Primer mit der
Ausgangs-DNA.

Bei der Verlangerung wird der Thermocycler auf 68°C geheizt, bei dieser Temperatur
kann die Tag-Polymerase optimal arbeiten. Die Oligonukleotidprimer besitzen freie
OH’-Gruppen am 3’-Ende und sind der Startpunkt fir die DNA-Polymerase. Das Enzym
verknulpft die OH-Gruppe durch eine Phosphodiesterbindung in Gegenwart der dNTPs mit
dem passenden Nukleotid komplementar zu der einzelstrdngigen denaturierten
Ausgangs-DNA.

Diese drei Schritte werden in 30-45 Zyklen wiederholt, bei Beginn eines neuen Zyklus
dienen die entstandenen Amplifikationsprodukte zuséatzlich als Vorlage und somit steigt

die Konzentration der vervielfaltigten DNA exponentiell an (Mullis und Faloona 1987).
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Durchfihrung: Die PCR wurde in dunnwandigen 0,5-ml-Reaktionsgefaf3en in einem
Thermocycler  durchgefuhrt.  Anschlie@end folgte eine  Analyse mit der
Agarose-Gelelektrophorese (s.Kap. 2.2.2.6).

Der PCR-Ansatz von 50 pl enthielt Original DNA (5-30 ng), 200 nM Vorwartsprimer,
200 nM Riuckwartsprimer, 200 uM dNTPs, 1U Tag-Polymerase (s.Tabelle 2.6), 1x Tag-
Puffer und ddH,0.

Programmbeispiel fir den Thermocycler:

Tabelle 2.12 Verwendetes PCR-Programm

Schritt Zyklen Temperatur (°C) Zeit
Aktivierung 1 95 3:00
Denaturierung 95 1:00
Anlagerung 30 60 1:00
Verlangerung 68 1:.00
Kuhlung 1 8 0:30

Tabelle 2.13 Verwendete PCR-Primer

Name Zielgen

Bacillus anthracis pagA

Vorwartsprimer 5-AGAGGTGATTCAGGCAGAAGTTAAACAGG-3
Ruckwartsprimer 5-GTTGCGTTTAATTCCGCTAACTGATTCTTG-3’
Francisella tularensis tuld

Vorwartsprimer 5-TTATCTTTATCAATCGCAGGTTTAGC-3’
Ruckwartsprimer 5-GGTTGGTGCACATGGCTAAGT-3’

Yersinia pestis pla

Vorwartsprimer 5-ACGTTTCAGTTGGACAGCTACAGGT-3
Ruckwartsprimer 5-AACACCAACCTCCTTTCCACAGA-3

Die in Tabelle 2.13 verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma TIB MOLBIOL,

Berlin, Deutschland, bezogen.

2.2.2.10.4 In-vitro-Transkription

Die Transkription beschreibt die Synthese von RNA anhand einer DNA-Vorlage.

Fur diese Arbeit wurden als DNA-Vorlage nur Nukleinséduren transkribiert, die als Inserts
in pCR®II-Vektoren ligiert waren. Mit dem Plasmid wurde eine PCR mit Primern fur den
Insert-Bereich durchgefuhrt (M-13 Primer s. Tabelle 2.10) und das PCR-Produkt wurde
mit der SP6- oder T7-Polymerase in 5’-3’-Richtung transkribiert. Der PCR-1I®-Vektor
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enthalt Startpunkte fur die SP6- und T7-Polymerasen (sogenannte Promotoren) links vom
Insert der SP6-Promotor, rechts der T7-Promoter. Je nachdem in welcher Richtung man
den RNA-Strang von der DNA-Vorlage gebildet haben mochte, setzt man die SP6- oder
die T7-Polymerase ein.

Durchfiihrung: Der Transkriptionsansatz mit einem Volumen von 100 pl wurde mit 30 pl
PCR-Produkt (max. 2 pg DNA), 10 pl Transkriptionspuffer (10x), 5 yl DTT (0,1M), 5 pl
BSA (1 mg/ml), 16 pl rNTPs (2,5 uM), 27 pl ddH,0, 5 pl RNAse Inhibitor (40 U/ul) und 2 pl
Promoter (SP6/T7) in 1,5 ml-Eppendorf-Cups hergestellt.

Der Ansatz wurde 2 h bei 37°C inkubiert.

Zur Entfernung der DNA wurde aus dem Ambion Turbo DNA-free™-Kit 11 pl Turbo
DNase Puffer (10x) und 1 pl Turbo DNase hinzugegeben und fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Es wurden 11 pl DNase Inactivation Reagent hinzugegeben, fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und zwischendurch 2-3 Mal gemischt. AnschlieBend wurde 1,5
min bei 110000 Upm zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Cup gegeben. Je nach
Bedarf wurde die Behandlung mit Ambion Turbo DNA-free™ wiederholt und anschlief3end
wurde die Probe bei -80°C aufbewahrt.

2.2.2.10.5 Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion (Echtzeit-PCR, engl: Realtime-PCR) ist eine
Variation der PCR. Zum Reaktionsansatz wird eine spezifische Oligonukleotid-Sonde
hinzugefuigt, die ein Fluoreszenzsignal abgeben kann, somit kann parallel zur
Amplifikation der DNA eine Spezifitdtskontrolle erfolgen.

In dieser Arbeit wurden TagMan-Sonden benutzt. Diese Sonden sind einzelstrangige
Oligonukleotide an denen am 3-Ende ein Quencher (engl. quenching:
Fluoreszenzldschung) sitzt und die in einem Abstand von 3-30 Nukleotiden zum 5’-Ende
mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (z.B. FAM) versehen sind. Wenn die Sonde mit
Licht einer Wellenlange wvon 470 nm angeregt wird, emittiert der Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff ein Fluoreszenzemissionselektron, dieses wird durch den Quencher
absorbiert. Diese Reaktion heil3t Fluoreszenz-Resonanz-Energy-Transfer (FRET).

Wenn die Sonde mit der Zielsequenz hybridisiert, kann die Polymerase, die
5’-3’-Exonuklease-Aktivitat besitzt, die Sonde vom 5-Ende aus verdrangen, der
Reporterfarbstoff wird vom Quencher getrennt und es entsteht eine Zunahme der

Fluoreszenz. Diese ist proportional zu den Amplifikations-Produkten (Meuer et al. 2001).
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Die PCR und die Echtzeit-PCR kénnen auch mit RNA durchgefihrt werden. Daflir muss
die reverse Transkription durchgefihrt werden, das heiit RNA wird in cDNA
umgeschrieben. Dies wird unter Verwendung der Reversen Transkriptase, einer
RNA-abhangigen DNA-Polymerase, mdglich. Fur den Light Cycler ist ein
Reagenzienansatz fir RNA als Kit erhéltlich.

Durchfihrung: Verwendet wurde das Light Cycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes
Kit und das Light Cycler® Fast start DNA Master HybProbe Kit.

Je nach genutztem Reagenzienansatz wurden die mitgelieferten Reagenzien nach
Anleitung als Mastermix mit Primern und Sonde in 0,5-ml-Eppendorf-Cups pipettiert, in
Light Cycler®Capillaries Uberfihrt und im letzten Schritt die RNA oder DNA
hinzugegeben. In der LC-Carousel-Zentrifuge runterzentrifugiert und mit Hilfe des Light

Cycler® 2.0 gemessen.

Fur den RNA Nachweis wurden insgesamt 20 pl, bestehend aus 1x LightCycler® 480
RNA Master Hydrolysis Probes Buffer, 3,25 mM Activator, 500 nM Vorwarts-Primer,
500 nM Ruckwarts-Primer, 200 nM TagMan-Sonde, RNA wund H,O in Light
Cycler®Kapillaren pipettiert.

Tabelle 2.14 Verwendetes Echtzeit-PCR-RNA-Programm

Schritt Zyklen Temperatur (°C) Zeit
Reverse Transkription 1 63 5:00
Aktivierung 1 95 5:00
Denaturierung 45 95 0:15
Anlagerung/Verladngerung 60 1:00
Kuhlung 1 40 0:30
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Tabelle 2.15 Verwendete Echtzeit-PCR-Oligonukleotide zum RNA-Nachweis

Name

Sudan-Ebola-Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Zaire-Ebola -Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Marburg-Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Rift-Valley-Fieber-
Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Sigma-Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Die gesamten, in Tabelle 2.15 verwendeten Oligonukleotide, wurden von der Firma TIB

Zielgen

Nukleoprotein

5-TTGACCCGTATGATGATGAGAGTA-3’
5-CAAATTGAAGAGATCAAGATCTCCT-3’
5-FAM-CCTGACTACGAGGATTCGGCTGAAGG-TMR-3’

Nukleoprotein

5-TGATCCYGATGATGGAAGCTAC-3
5-GTCTAGATCGAATAGGACCAAGTCATCT-3
5-FAM-CCAGAGTTACTCGGAAAACGGCATG-TMR-3'

Nukleoprotein
5-CTGARATYACACACAGTCAGACA-3
5-TRTTGTTTTCAATTTCTGCAGC-3’
5-FAM-CCGTCCTCAGCCAGAAACGAGA-TMR-3

Nukleokapsid

5-TGCCACGAGTYAGAGCCA-3’
5-TTGAACAGTGGGTCCGAGA-3’
5-FAM-TCCTTCTCCCAGTCAGCCCCAC-TMR-3

Glykoprotein
5-GTGACATTCCAAGTAACTGATT-3
5-CAACGGCAGTTTGGATA-3’
5’-FAM-CCCTCCGTGTCCTCCCGGTACC-TMR-3’

MOLBIOL, Berlin, Deutschland, bezogen.

Fur den DNA-Nachweis wurden 20 pl, bestehend aus 500 nM Vorwartsprimer, 500 nM
Ruckwartsprimer, 200 nM TagMan-Sonde, 1x LightCycler® Fast-Start DNA Master

HybProbes, 5 mM MgCl,, DNA und H,O in Light Cycler®Kapillaren pipettiert.

Tabelle 2.16 Verwendetes DNA-Echtzeit-PCR-Programm

34

Schritt Zyklen Temperatur (°C) | Zeit
Aktivierung 1 95 5:00
Denaturierung 45 95 0:05
Anlagerung/Verlangerung 60 1:00
Kuhlung 1 40 0:30
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Tabelle 2.17 Verwendete Echtzeit-PCR-Oligonukleotide zum DNA-Nachweis

Name

Bacillus anthracis
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Bacillus anthracis

Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Francisella
tularensis
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Variola-Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
TagMan-Sonde

Zielgen

capC

5-ACGTATGGTGTTTCAAGATTCATG-3
5-ATTTTCGTCTCATTCTACCTCACC-3’
5-FAM-CCACGGAATTCAAAAATCTCAAATGGCAT-TMR-3

pagA

5-CGGATCAAGTATATGGGAATATAGCAA-3’
5-CCGGTTTAGTCGTTTCTAATGGAT-3’
5-FAM-CTCGAACTGGAGTGAAGTGTTACCGCAAAT-TMR-3

tul4

5-ATTACAATGGCAGGCTCCAGA
5-GCCCAAGTTTTATCGTTCTTCTCA
5-FAM-TTCTAAGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAA
GTA-TAMRA-3’

ha

5-TCTGTGACTGTATGATCTTCTTTATTAG-3
5-TCATTAATACAGTAAGTACATCATCTGGAGAATC-3’
5-FAM-ACAACAGACAAGACGTCGGGACCAAT-TMR-3

Die Primer und Sonden fur die Bacillus-anthracis- und Francisella-tularensis-Ansétze
wurden am Beispiel von Publikationen (Ellerbrok et al. 2002; Emanuel et al. 2003)
entworfen.

Alle in Tabelle 2.17 verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma TIB MOLBIOL,
Berlin, Deutschland, bezogen.

Die Auswertung der Versuche erfolgte mit der LightCycler® 2.0 Software.

2.2.2.10.6 Rekombinase-Polymerase-Amplifikation
Mit der
Echzeit-PCR, DNA oder RNA hochamplifiziert werden. Bei der RPA geschieht dieser

Vorgang bei einer konstanten Temperatur von 37-42°C innerhalb weniger Minuten. In

Rekombinase-Polymerase-Amplifikation (RPA) kann, &hnlich wie bei der

Kapitel 1.6 ist der genaue Ablauf der RPA beschrieben.

Fur den RPA-Primerentwurf gibt es einige Empfehlungen von TwistDx, um Primer fur die

RPA zu entwerfen. Die Oligonukleotide sollen ca. 35 Nukleotide lang sein,

aufeinanderfolgende Guanine am 5’-Ende sollen vermieden werden, Cytidine am 5’-Ende
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und Guanine und Cytidine am 3’-Ende scheinen fir die Reaktion vorteilhaft zu sein.
Zudem sollte der Guanin-Cytidin-Gehalt der Primer zwischen 30% und 70% liegen.

Je nach Lange der Sonde sollte das zu amplifizierende Produkt zwischen 100 und
200 Basenpaaren lang sein.

Wie bei der Echtzeit-PCR kann auch bei der RPA durch den Einsatz von fluoreszierenden
Sonden eine Quantifizierung der amplifizierten Nukleinsauren erfolgen.
Es gibt verschiedene Typen von Sonden fir die RPA, fir diese Arbeit wurden
TwistAmp ™-exo-Sonden und TwistAmp ™-fpg-Sonden verwendet.

TwistAmp® exo Probe Die Sonde fir das TwistAmp™-exo-Kit hat

Exonuclease cuts THF residue ’ exo

, 4 30+bases —> @ ) eine Lange von ca. 46-52 Nukleotiden. Vom
> Sl L T 3
44— 46-52bases ——p

5-Ende ausgehend wird nach 30 Nukleotiden

@ Fluorophore D Nuclease A mrresiave  €iN Tetrahydrofuran (THF) eingefiigt, das auf

© Quencher B 3 block . S '[ t . dT Fl f b t ff
Abbildung 2.1 TwistAmp ™-exo-Sonde einer Seite mit einem dT-Fluoreszenzfarbsto
(Quelle: TwistDx Ltd., (z.B. dT-FAM) und auf der anderen Seite mit
URL: http://www.twistdx.co.uk/, . .
Stand 01.12.2014) einem dT-Quencher (z.B. dT-BHQ) flankiert ist

(Beispiel: [FAM-dT][THF][BHQ1-dT]). Am 3’-Ende hangt ein Blocker (z.B. ein Phosphat,
ein C3-Spacker oder ein Biotin-TEG), um die Verlangerung durch die Polymerase zu
hemmen. Das THF stellt ein Substrat fiir die Exonuklease Ill dar, die im TwistAmp ™ -exo-
Kit enthalten ist. Schneidet die Exonuklease am THF, dissoziiert der kleine Teil der Sonde
und der Quencher, der daran hangt, wird vom Fluoreszenzfarbstoff getrennt. Die
fluoreszenzunterdriickende Funktion des Quenchers wird durch die Trennung aufgehoben
und ein Fluoreszenzsignal entsteht. Das Enzym schneidet nur, wenn die Sonde an die
Einzelstrang-DNA gebunden hat, somit bedeutet die Zunahme der Fluoreszenz
gleichzeitig ein Nachweis fur die Amplifikationszunahme.

Die Sonde fur das TwistAmp™-fpg-Kit hat eine

i ®

T‘Z_'Gstﬁ:zsp fpg probe Gesamtlange von etwa 35 Nukleotiden. Am 5’-
« » Dfrg . . .
© fog cuts cRgroup [y Ende hangt ein Quencher, 4-6 Nukleotide
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@® Fluorophore ’ Nuclease A THF residue befindet SiCh Wie be| der TWiStAmpTM-eXO-
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Abbildung 2.2 TwistAmp ™fpg-Sonde

weiter ein Fluoreszenzfarbstoff und am 3’-Ende

Sonde ein Blocker (z.B. ein Phosphat, ein C3-

(Quelle: TwistDx Ltd., Spacker oder ein Biotin-TEG). Im TwistAmp™-
URL: http://www.twistdx.co.uk/, , . . . .
Stand 01.12.2014) fpg-Kit befindet sich das FPG-Protein, ein

Enzym mit DNA-Reparatur-Aktivitat, das den Fluoreszenzfarbstoff abschneiden kann,

wodurch ein Fluoreszenzsignal entsteht.


http://www.twistdx.co.uk/
http://www.twistdx.co.uk/
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Fur die Auswertung der Ergebnisse mit der Tube Scanner Software ist die Definition des
Schwellenwerts (engl.: threshold) und die der Steigung (engl.: slope) von Bedeutung. Der
Schwellenwert gilt als positiv, wenn ein Zeitpunkt erreicht ist, an dem die Ergebnisse der
gesamten Fluoreszenzmessung, den von den Ergebnissen der ersten Minute (die Zeit ist
benutzerabhangig) ermittelten Mittelwert plus ein dreifaches der Standardabweichung
Ubersteigen. Die Steigung wird in einem zeitlich festgelegen Fenster
betrachtet (z.B. 4-12 min). Der Wert der Fluoreszenzintensitat (in mV) pro Zeit muss als
Schwellenwert (z.B. 30 mV) fur die Steigung festgelegt werden, was in einem
Ableitungsgraphen durchgefuhrt werden kann. Fir das genannte Beispiel wirden die
Ergebnisse als ,positiv* bewertet, wenn das abgeleitete Signal der Sonde 30mV innerhalb
der 4-12 Minuten Ubersteigt.

In Anlehnung an die Echtzeit-PCR wird der Zeitwert an dem die Probe als positiv
ausgewertet wird als ,Crossing Point* bzw. ,Crossing Threshold“ und daher Cp- bzw.
Ct-Wert bezeichnet.

Durchfuhrung: Verwendet wurde das TwistAmp™-exo-Kit und das TwistAmp™-fpg-Kit. Es
wurden je nach Ansatz alle Reagenzien aul3er der RNA/DNA und Magnesiumacetat in die
mitgelieferten Tubes pipettiert, gemischt und herunterzentrifugiert. Damit das
Magnesiumacetat gleichzeitig in die Reaktionsgefal3e gegeben wird, wurde es in die
Deckel der Tubes pipettiert. Die RNA/DNA wurde hinzupipettiert und vorsichtig der Deckel
geschlossen. Es wurde zentrifugert, fir 10 s gevortext und erneut herunterzentrifugiert.
Die Proben wurden in den Tube Scanner positioniert, nach 4 min herausgenommen, fir

5 s gevortext, herunterzentrifugiert und zurtick in den Tube Scanner gesteckt.

Fur den RNA-Ansatz von 50 pl wurden 420 nm Vorwartsprimer, 420 nm
Ruckwartsprimer, 120 nm RPA-Sonde, 1x Rehydration Buffer, 2 mM DTT, 10 U Reverse
Transkriptase (20 ul/ul), 20 U RNase Inhibitor, 22,4 mM Magnesiumacetat; RNA und
ddH,0 in die mitgelieferten TwistAmp™-Tubes pipettiert.

Im Tube Scanner wurde bei 42°C fur 20 min gemessen.



2 Material und Methoden

38

Tabelle 2.18 Verwendete RPA-Oligonukleotide zum RNA-Nachweis

Name

Sudan-Ebola-Virus
Vorwartsprimer

Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Zaire-Ebola-Virus

Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

fpg-Sonde

Marburg-Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer

Vorwartsprimer 2
Ruckwartsprimer 2
exo-Sonde 2

fpg-Sonde

Rift-Valley-Fieber-
Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Sigma-Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

fpg-Sonde

Francisella
tularensis
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Zielgen

Nukleoprotein
5-CAACTATYCCAGGTGGTGTTGTTGACCCGT-3

5-GGCTGTCRTCATCGTCGTCGTCCAAATTGAAGA-3
5-CTCCTGTGGTGCCTTCAGCCGAATCCTCG
(FAM-dT)A(THF)(BHQ1-dT)CAGGATAATTATTACT
(Phosphat)-3’

Nukleoprotein
5-GACGACAATCCTGGCCATCAAGATGATGATCC-3’
5-CGTCCTCGTCTAGATCGAATAGGACCAAGTC-3
5-GATGATGGAAGCTACGGCGAATACCAGAG
(FAM-dT)T(THF)C(BHQ1-dT)CGGAAAACGGCATG
(Phosphat)-3’
5-(dR-FAM)GGCG(BHQ1)ATACCAGAGTTACTCGGAAAACG
GCATGAA(Phosphat)-3’

Nukleoprotein
5-CATGAACATCAGGAAATTCAAGCTATTGCMGARG-3’
5-CTAATTTTTCTCGTTTCTGGCTGAGGACGGC-3
5-TGTGTGTGATTTCAGTTTTYTGAAGGTGGAAY(FAM-AT)
(THF)(BHQ1-dT)TCTAATATCTTCC(Phosphat)-3’
5-CGACATGAACACCAGGAAATTCAGGCCATCGCC-3
5-CGAGCTAGTTTCTCTCGTTTCTGGCTGAGGAC-3’
5-AATCTCAGTCTTCTGGAGATGGAACTGTTCTAA(FAM-dT)
(THF)(BHQ1-dT)TTTTCTCTCTTCGTC(Phosphat)-3’
5’-(dR-FAM)GCCGT(BHQ-1)CTCAGCCAGAAACGAGARAAA
YTAGC(C3-Spacer)-3’

Nukleokapsid

CATTTTCATCATCATCCTCCKGGGCTTRTTG
GARCTCYTAAAGCAGTATGGTGGGGCTGACT
GGGAGAAGGATGCCAAGAAAATGATTGT (BHQ1-dT) (THF)
(FAM-dT) GGCTCTRACTCGTG (Phosphat)

Glykoprotein
5-TGACCATCCTAACTCTGTGACATTCCAAGT-3’
5-ACCCAGAGATTCAAGAGCTCACTGTCAA-3
5-ACTGATTTCCCTCCGTGTCCTCCCGGTACCAC(FAM-AT)
(THF)(BHQ1-dT)CCAAACTGCCGTTGTG(Phosphat)-3’
5’-(dR-FAM)TGTC(BHQ-1)TCCCGGTACCACTATCCAAACTG
CCGTTGT(Phosphat)-3’

SSrA
5-CCGCGTAGCGGCTAACGACAGCAACTTTGCTGC-3

5-CCCAGACAAAAAGCAAAGACCGTCTTATGCGGA-3
5-GTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAG(FAM-AT)



2 Material und Methoden

Yersinia pestis
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

39

(THF)(BHQ1-dT)GCTGAGAAGAACGATA(Phosphat)-3’

SSrA

5-CCAGTATCGCATTAATGATTTTGAGTTAAATGC-3
5-TTGAACCCCCGTCCGAAATTACTACACC-3
5-TCGTGTGGAAACCTTGCCTGGGGTGGAAGCAT(FAM-AT)
(THF)(BHQ1-dT)AACTAATCAGGATAGTT(Phosphat)-3’

Der DNA-Ansatz von 50-pl-Gesamtvolumen wurde mit 420 nM Vorwartsprimer, 420 nM

Ruckwartsprimer,

120 nM RPA-Sonde,

1x Rehydration Buffer ddH,O, 14 mM

Magensiumacetat, DNA und ddH,O hergestellt.

Im Tube Scanner wurde bei 42°C fir 20 min gemessen.

Tabelle 2.19 Verwendete RPA-Oligonukleotide zum DNA-Nachweis

Name

Bacillus anthracis
Vorwartsprimer

Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Bacillus anthracis
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Francisella
tularensis
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Yersinia pestis
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Vaccinia-Virus
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
exo-Sonde

Zielgen

capC
5-CTGGAACAATAACTCCAATACCACGGAATTCA-3

5-GGTGTTTCAAGATTCATGATTTTATATGGCCG-3
5-TGGCATAACAGGATAACAATAATCAAATAAAAGT
(FAM-dT)(THF)(BHQ1-dT)AAACAAATACCTGTAATTAGC
(Phosphat)-3’

pagA

5-TACAGGGGATTTATCTATTCCTAGTTCTGAG-3’
5-GTAGCAAATGTATATTCATCACTCTTCTTAAC-3’
5-GAAAATATTCCATCGGAAAACCAATATTTTCAA(FAM-dT)
(THF)(BHQ1-dT)GCTATTTGGTCAGGAT(Phosphat) -3’

tul4

5-CACAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCC-3'
5-CGCTACAGAAGTTATTACCTTGCTTAACTGTTA-3'
5-GTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAG(FAM-dT)
(THF)(BHQ1-dT)GCTGAGAAGAACGATA(Phosphat)-3’

pla

5-CCAGTATCGCATTAATGATTTTGAGTTAAATGC-3
5-TCCAGCGTTAATTACGGTACCATAATAACGTGAG-3
5-CGACTGGGTTCGGGCACATGATAATGATGAGCACTA
(FAM-dT)(THF)(BHQ1-dT)GAGAGATCTTACTT(Phosphat)-3’

ha

5-ACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTAAG-3’
5-AGATGATGTACTTACTGTAGTGTATGAGACAGT-3’
5-TCTTCTTATCAGTAATTGGTTCCGGAGTCTCG(FAM-dT)C
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(THF)G(BHQ1-dT)TGTGGATTCTCCA-3’

Variola-Virus ha

Vorwartsprimer 5-GAGAATCCACAACMGACAAGACKTCSGGAC-3
Ruckwartsprimer 5-TTGGCGGTTGATTTAGTAGTGACAATTTCA-3

exo-Sonde 5-TGTATGAGACAGTGTCTGTGACTGTATGA(FAM-dT)(THF)

(BHQ1-dT)TCTTTATTAGTAATTGGTCC(Phosphat) -3’

Die Primer aus Tabelle 2.18 und Tabelle 2.19 wurden von der Firma TIB MOLBIOL,
Berlin, Deutschland, bezogen. Die exo-Sonden wurden von der Firma Eurogenetec und
der Firma TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland, bezogen

2.2.2.10.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde von der SegLab Sequence Laboratories Goéttingen
GmbH per Kettenabbruchmethode mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden
durchgefuhrt (Sanger et al. 1977).

Durchfuhrung: Die zu sequenzierende Plasmid-DNA wurde durch die Minipraparation
aufgereinigt und anschlieBend ca. 600 ng DNA mit 2 pyl M-13-Primern (forward oder
reverse s. Tabelle 2.10) und ddH,O in einem Gesamtvolumen von 8 pl an SeqlLab

geschickt.

2.2.2.10.8 Probit-Analyse

Das Probit-Modell (McCulloch et al. 2001) wurde angewendet, um zu ermitteln wieviele
Molekiile die spezifisch angefertigten Tests der RPA in 95% der Falle detektieren werden.
Der mit dieser statistischen Auswertung berechnete Wert basiert auf den gemessenen
Ergebnissen in einer bestimmten Anzahl von Testlaufen. Da die Ergebnisse der RPA
Messungen binar sind (basierend auf der Fragestellung: Ist das Ergebnis positiv oder
negativ?), ist eine statistische Auswertung tber eine lineare Regression nicht méglich.

Im Probit-Modell wird eine S-férmige Kurve, Uber die Verteilungsfunktion einer
Gaul¥’'schen Normalverteilung durch den Zusammenhang zwischen dem Anteil der
positiven Tests und der Anzahl der eingesetzten Molekdle, erstellt. Die Kurve der Funktion
Y=¢(a+b*x) wird so modelliert, dass die quadrierte Differenz der vorhergesagten Werte zu
den gemessenen Werten mdglichst klein ist. Y ist der Wahrscheinlichkeitswert, fir ein
positives Testergebnis, a gibt die Steigung der Kurve an und b verschiebt die Kurve auf
der Abszissenachse. Auf Grundlage der modellierten Kurve wird in einem zweiten Schritt

der Wert berechnet, bei dem 95% der Testlaufe positiv sind. Dieser Wert steht in dieser
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Arbeit fur die theoretische Molekulzahl, die ein Test auf Grundlage der durchgefihrten
Messungen in 95% der Testlaufe nachweist.
Durchgefiihrt wurde die Probit-Analyse mit Statistica und Microsoft Excel.
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3 Ergebnisse

3.1 Rekombinase-Polymerase-Amplifikations-Verfahren  zum
Nachweis viraler RNA

3.1.1  Entwurf der RT-RPA-Amplikons

Fur das Sudan-Ebola-Virus (SUDV), das Zaire-Ebola-Virus (EBOV), das Marburg-Virus
(MARYV), das Rift-Valley-Fieber-Virus (RVFV) und das Sigma-Virus (SIGV) wurden
Reverse-Transkriptase(RT)-RPA-Ansatze  entworfen. Der SIGV-Nachweis  wurde
entwickelt als Positivkontrolle, um die Tests intern validieren zu kénnen.

Es wurden Zielsequenzen ausgewahlt, fur die bereits Echtzeit-PCR-Nachweise
existierten, die zuvor im Labor flr Virologie an der Universititsmedizin Gottingen
entwickelt wurden. Dies ermdglicht einen direkten Vergleich der beiden molekularen
Nachweisverfahren.

Diese Zielsequenzen lagen bereits als synthetische Standards ligiert in pCR®II-Vektoren
vor. Auch fir die tmRNA (ssrA-Gen) von Yersinia pestis (Ype) und Francisella tularensis
(Ftu) lagen ligierte pCR®II-Plasmide vor. Aufgrund bestimmter Eigenschaften erwies sich
die tmRNA als attraktives Amplifikationsziel, weshalb auch fur die tmRNA von Ype und
Ftu RT-RPA-Anséatze entworfen wurden (s. Kapitel 3.1.4).

Diese Zielsequenzen wurden anhand des Sequenzbearbeitungsprogrammes DNASTAR
Lasergene™ MegAlign mit den gesamten, aktuell verfiigbaren Vergleichssequenzen der
Erreger der Onlinedatenbank GeneBank verglichen und im Bereich oder in der Nahe des
Echtzeit-PCR-Entwurfs ein Abschnitt ausgesucht und dort die RPA-Primer und RPA-
Sonde platziert.

Fur die RPA gibt es fur den Entwurf der Primer bisher noch keine genauen Anleitungen,
sondern nur eingrenzende, auf Erfahrungswerten beruhenden Vorgaben, da die Methode
noch nicht in allen Details verstanden wird. Die empfohlene Lange der Primer liegt bei
30-35 Nukleotiden, aufeinanderfolgende Guanine am 5’-Ende sollten vermieden werden.
Cytidine am 5’-Ende und Guanine oder Cytidine am 3’-Ende scheinen die Leistung zu
verbessern. Der Guanin-Cytidin-Gehalt der Primer sollte zwischen 30% und 70% liegen
und die La&nge des Amplikons 100-200 Basenpaare lang sein.

Nach diesen Vorgaben wurden fir die RNA-Anséatze 3-8 Primerpaare entworfen und diese
in verschiedenen Kombinationen getestet. Die Primerpaare mit den sensitivsten

Ergebnissen wurden dann fur die weiteren Versuche verwendet.
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Der Entwurf der RPA-Sonden erfolgte nach Anleitung fur das TwistAmp ™-exo-Kit.

Fur das Marburg-Virus wurden zwei Primer- und Sondenkombinationen entworfen, da die
Virus-Isolat-Sequenzen von den Ausbriichen in Angola 2005 und in Uganda im Jahre
2007 untereinander grof3e Varianzen aufweisen und so alle Sequenzvarianten detektiert

werden sollen.

In der folgenden Tabelle sind die RNA-Erreger mit der Referenzsequenz des Gens, in der
das Amplikon platziert wurde, der Position und der Nukleotidlange des Amplikons

aufgelistet.

Tabelle 3.1 RPA-Amplikon-Entwirfe fir RNA-Erreger (SUDV, EBOV, MARV, RVFV, SIGV) und fir
tmRNA (Ype, Ftu).

Erreger Referenz- Gen Amplikon- Nukleotide Vergleichs-
sequenz der position sequenzen
Genbank

SUDV  AF173836.1 Nukleoprotein 1783-1868 130 AF173836,
AY729654,
NC_006432,
EU338380

EBOV  AY142960.1 Nukleoprotein 1779-1943 164 Jo44337, L11365,
AF086833,
AY 142960,
AF499101,
AF272001,
EU22440,
AY354458, Y09358,
AY054908,
AY058895,
EU051640-50

MARV1 FJ750959.1  Nukleoprotein 1121-1256 135 712132, 729337,
NC_0016081,
DQ217792,
AY430365-66

MARV2 FJ750953.1 Nukleoprotein 1121-1260 139 X68495, M72714,
DQ447649-61,
AY358025,
FJ750953-59

RVFV EU574087.1 Nukleokapsid 1429-1536 107 AF134530-41,
AF134543,
AF134545-51,
NC_002045,
Y53771,
D0380152-81,
EU574057-87

SIGV X06171.1 G-Protein 841-960 119 X00171
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Ftu CP000915 SSrA 4490-4743 254 CP000915,
CP000803,
CP000608,
CP000439,
CP000437,
CP001633,
AJ749949,
BK006741,
AM286280,
AM233362

Ype CP000308 SSrA 662342- 165 CP002956,

662506 CP001608,
CP001593,
CP001589,
CP001585,
CP000901,
CP000668,
CP000308,
CP000305,
AL590842,
AE017042,
AE009952

3.1.2  Herstellung molekularer Standards

Um die Sensitivitaten der RPA-Verfahren bestimmen zu kdénnen, wurden molekulare
RNA-Standardreihen hergestellt. Zur Herstellung wurden die ligierten Inserts der
vorliegenden pCR®-II-Plasmide mit M-13-Primern, die strangaufwarts und strangabwarts
des ligierten Inserts der vorliegenden pCR®-1I-Vektoren binden, per PCR amplifiziert. Zur
Kontrolle der richtigen Ladnge wurde eine Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte
durchgefuhrt und anschlie3end mit der T7- oder- SP6-Polymerase (je nach Orientierung
der gewlnschten RNA) transkribiert (s. Kaptiel 2.2.2.10.4). AnschlieRend wurde die RNA
von Rest-DNA befreit, quantifiziert (s. Kapitel 2.2.2.5) und die Molekdlzahl pro Mikroliter
berechnet. Ausgehend von 10°%-Molekilen/ul wurden Verdiinnungsreihen in 1:10-

Verdiinnungsschritten von 10’-10* Molekiilen/pl hergestellt.

3.1.3  Vergleich von TwistAmp™-fpg- und TwistAmp ™-exo-Kit

In dieser Arbeit wurde das TwistAmp™-fpg-Kit mit dem TwistAmp™-exo-Kit verglichen,
um zu evaluieren, mit welchem Reagenzienansatz sensitivere Ergebnisse erzielt werden
konnen.

Die Reagenzienansétze enthalten unterschiedliche Nukleasen und die vorgesehenen

Sonden weichen in der Lange und im Format voneinander ab.
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Die Sonde fir das TwistAmp™-exo-Kit ist ca. 46-52 Nukleotiden lang. Nach 30
Nukleotiden vom 5‘-Ende ausgehend ist ein Tetrahydrofuran (THF) platziert, das von
einem Fluoreszenzfarbstoff und einem Quencher umrahmt ist. Schneidet die im Kit
enthaltene Exonuklease Ill die hybridisierte Sonde am THF, dissoziiert der kleine Teil der
Sonde vom Komplementarstrang, der Quencher wird vom Fluoreszenzfarbstoff getrennt
und ein Fluoreszenzsignal entsteht.

Die Sonde fur das TwistAmp™-fpg-Kit ist etwa 35 Nukleotide lang. Am 5’-Ende hangt ein
Quencher, 4-6 Nukleotide weiter ein Fluoreszenzfarbstoff. Bei dieser Sonde entsteht das
Fluoreszenzsignal, wenn das im TwistAmp™-fpg-Kit enthaltene FPG-Protein den
Fluoreszenzfarbstoff von der Sonde abschneidet.

Da Erregerstamme eine hohe genomische Variabilitdt untereinander aufweisen kénnen,
kann es schwierig sein geeignete Bereiche zum Platzieren der Sonde zu finden. Da die
fpg-Sonde 10-15 Nukleotide kirzer ist als die exo-Sonde, ist es leichter fiir diese Sonde
einen konservierten Bereich im Zielgen zu finden.

Fur das Zaire-Ebola-Virus, das Marburg- und das Sigma-Virus wurden fpg- und exo-
Sonden fur die gewahlten Zielsequenzen entworfen (s. Tabelle 3.1) und mit den
molekularen Standards in dem TwistAmp ™-fpg-Kit und dem TwistAmp™-exo-Kit getestet.
Die mittleren Sensitivitaten der gemessenen RNA-Molekile wurden ermittelt (s. Tabelle
3.2) und die Ergebnisse in Graphen dargestellt (Abbildung 3.1).

Tabelle 3.2 Vergleich der fpg- und exo-Sonde. Sensitivitdten von RT-RPA-Nachweisen unter
Verwendung des TwistAmp™-fpg- und TwistAmp-exo-Kits.

fpg-Ansatz exo-Ansatz
Erreger Sensitivitat Sensitivitat
(RNA-Molekdule/ul) (RNA-Molekule/ul)
EBOV 10* 10/10°
MARV 10’ 10'/10°

SIGV 10* 10%10°
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Abbildung 3.1 Vergleich der analytischen Sensitivitaten der RT-RPA-Anséatze (EBOV, MARYV und
SIGV) unter Verwendung von fpg (blau)- und exo (rot)-Sonden, getestet im jeweiligen
Reagenzienansatz (TwistAmp™-fpg-Kit und TwistAmp™-exo-Kit).

Anhand der exo-RT-RPA-Entwurfe (EBOV, MARV und SIGV) konnten die Erreger mit
einer analytischen Sensitivitdt von 10 Molekiilen/ul nachgewiesen werden, die fpg-RT-
RPA-Nachweise wiesen 10*-10’ Molekilen/ul nach. Die Ergebnisse bei Verwendung des
exo-Kits lagen zudem schneller vor. Aufgrund der deutlich hdheren analytischen
Sensitivitdt und Geschwindigkeit wurden alle weiteren Entwirfe mit dem exo-Kit

durchgefuhrt.

3.1.4 RT-RPA von Francisella tularensis und Yersinia pestis

Die tmRNA ist eine bakterielle RNA, die vom ssrA-Gen kodiert wird. Die tmRNA ist eine
kombinierte tRNA und mRNA und beendet an den Ribosomen die Translation eines
unvollstédndigen Proteins. Dies fihrt zum Abbau des Proteins und einer Reaktivierung des

vorher blockierten Ribosomen. Die tmRNA liegt mit einer hohen Kopienzahl in der
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Bakterienzelle vor (z.B. bei E. coli mit etwa 1000 Kopien) und ist sehr stabil. Die Sequenz
des ssrA (engl: small stable RNA A)-Gens ist zudem stark konserviert, weshalb sich die
tmRNA gut als Amplifikations-Zielsequenz eignet (Schonhuber et al. 2001).

Fur Francisella tularensis (Ftu) und Yersinia pestis (Ype) lagen im Labor fir Virologie
Standardplasmide mit dem jeweiligen ligierten ssrA-Gen (in pCR®II-Vektoren) vor.

Im Labor war ein ,Zwei-Schritt-Verfahren“ etabliert worden. Bei diesem wurde in einem
ersten Schritt mit der Reversen Transkriptase aus RNA cDNA hergestellt (s. Kapitel
2.2.2.9.1) und im zweiten Schritt die cDNA in die RPA eingesetzt. In diesem Verfahren
konnte die tmRNA erfolgreich nachgewiesen werden, allerdings deutete sich am Ende der
Reaktion des Ype-Ansatzes ein leichter Anstieg der Negativ-Kontrolle an (s. Abbildung 3.2

dunkelgrin).
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Abbildung 3.2 ,Zwei-Schritt-RPA“ des Ype-tmRNA-Nachweises. Durchfiihrung mit 10°-10" RNA-
Molekilen/ul und Negativkontrolle (Zuordnung s. Legende links). X-Achse: Zeit (min),
Y-Achse: Fluoreszenz (mV).

Im Ein-Schritt-Verfahren wird die Reverse Transkriptase direkt in den Ansatz gegeben,
weshalb sie auch als Reverse-Transkriptase-(RT)-RPA bezeichnet wird. Bei bereits im
Labor durchgefihrten Versuchen mit der ,Ein-Schritt-RPA® stellte sich die Transkriptor
Reverse Transkriptase von Roche als beste Transkriptase fur diese Reaktion heraus.

Bei Testung der tmRNA von Ype per RT-RPA waren die Ergebnisse der Negativ-Kontrolle

bei allen Messungen positiv und zwar noch friher als bei der ,Zwei-Schritt-RPA" (s.
Abbildung 3.3).



3 Ergebnisse 48

2800
2700 PR PR i
2600 s —- e
2500 . T et . %
2400 * el -
2200 v _"‘ b
2200 . ¥ — >t
Vpe 1E7 o p I y — :’:’,_4_!—«—:":‘ t-:
am P e
== = Ao
1800 / jm i ! =
» o ete et e g T
IYpelES 70 " 4“’*’“’”
1600 y i -J"_.»O
1500 Iy .
Ype 164 1400 i ,»"‘/'
1300 " SR
|Vpe 1E3 1200 poat
1100 i// ; /;5'
Ype 1E2 om0 ¥ ’
2 900 '/i #
200 / /
IYpe 1E1 700 /’,‘ / /
600 WY ey
I"ﬂg o ’/: 7
400 s S
00 F A P
200 /I A *
o0 i
AR AR RS =
0
7

Abbildung 3.3 ,Ein-Schritt-RPA“ des Ype-tmRNA-Nachweises. Durchfithrung mit 10°-10" RNA-
Molekilen/ul und Negativkontrolle (Zuordnung s. Legende links). X-Achse: Zeit (min),
Y-Achse: Fluoreszenz (mV).

Fur den RT-RPA-Nachweis von der tmRNA von Ftu gelang es nach dem Entwurf von
vielfachen Primer-Kombinationen nicht, eine hohere Sensitivitat als 10°Molekile zu
erreichen.

Da ein sensitiver Nachweis der tmRNA von Ftu und Ype mit der RT-RPA nicht méglich

war, wurden DNA-RPA-Ansatze zum Nachweis der genomischen DNA entwickelt.

3.1.5 Analytische Sensitivitat

Um zu uUberprifen, wie sensitiv die RT-RPA-Nachweise sind, wurden jeweils acht
Durchgdnge mit den RNA-Standard-Verdiinnungsreihen von 10°-10' RNA-Molekilen/ul
mit den RT-RPA-Ansatzen von SUDV, EBOV, MARYV, RVFV und SIGV getestet. Bei
diesen Versuchen wurden die in Tabelle 3.3 aufgeflihrten mittleren Sensitivitaten erreicht.
Zum Vergleich lagen 3-fach-Ergebnisse fiir Echtzeit-PCR-Nachweise der genannten
RNA-Viren, die mit den RNA-Standardreihen erzielt wurden, vor. Die Echtzeit-PCR wurde
zum Vergleich herangezogen, da sie das derzeit sensitivste Amplifikationsverfahren von

Nukleinsduren darstellt (s.Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.3 Analytische Sensitivitaten der RT-RPA-Nachweise, im Vergleich RPA und Echtzeit-

PCR.
Erreger Sensitivitat Sensitivitat
RPA Echtzeit-PCR
SUDV (NP) 10'-10° 10°
EBOV (NP) 10'-10° 10"
MARV (NP) 10'-10° 10!
RVFV (N) 10%-10° 10!
SIGV (G) 10%-10° 10!

Mit den RT-RPA-Entwiirfen konnten die Erreger mit einer Sensitivitait von 10%-10?
Molekulen/ul nachgewiesen werden, mittels Echtzeit-PCR lagen die Sensitividten bei allen

Nachweisen bei 10'Molekiilen/ul, somit ist die RPA &hnlich sensitiv wie die Echtzeit-PCR.

Die Schwellenwerte bzw. Crossing-point(Cp)-Werte der nachgewiesenen RNA-Molekile

sind in den Graphen der Abbildung 3.4 und im Anhang tabellarisch aufgefihrt.
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Abbildung 3.4 Sensitivitdt der RT-RPA-Verfahren SUDV, EBOV, MARV, RVFV und SIGV. Von je 8
Durchlaufen ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Schwellenwerte (rot) und
die Durchschnittsgerade (blau) dargestellt. X-Achse: Detektierte Molekule/ul, Y-Achse:
CP-Wert: Crossing-point (min).
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Die Daten wurden per Probit-Analyse mit dem Programm Statistica ausgewertet. Es
wurde ermittelt, dass die RT-RPA-Nachweise theoretisch in 95% der Testlaufe 15-21

Molekile nachweisen konnen (vgl. Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4 Auswertung der RT-RPA-Ergebnisse per Probit-Analyse.

Erreger Probit-Sensitivitat
(RNA-Molekdule)

SUDV (NP) 21,07

EBOV (NP) 17,13

MARV (NP) 15,64

RVEV (N) 20,9

SIGV (G) 15,63
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Abbildung 3.5 Probit-Analyse der Sensitivitaten der RT-RPA-Verfahren. Anhand der Ergebnisse
der acht Test-Durchlaufe (rot) wird die Molekulzahl berechnet, die der jeweilige RT-
RPA-Ansatz mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% nachweisen kann (Dreieck
schwarz). X-Achse: Detektierte Molekile/pl, Y-Achse: Nachweiswahrscheinlichkeit in
Prozent.
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Zur weiteren Sensitivitatsbestimmung der RT-RPA-RVFV-Nachweises, konnten
Stammtestungen mit 18 RVFV-Stammen durchgefihrt werden. Die gesamten Stamme
konnten mit der RT-RPA nachgewiesen werden (s. Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5 Stammtestungen mit Rift-Valley-Fieber-Virus-Stammen in der RPA. Die genomische
RNA wurde vom Institut Pasteur de Dakar zur Verfligung gestellt.

Rift-Valley-Fieber-Virus-Stamm Ergebnis Quelle Land

73 HB 1230 + Mensch Zentralafrikanische Republik
Ar B 1986 + Mosquito Zentralafrikanische Republik
Ar Mg 811 + Mosquito Madagaskar

Ar Mg 992 + Mosquito Madagaskar

An Mg 990 + Rind Madagaskar

An K 6087 + Fledermaus Guinea

H D 48169 + Mensch Mauritius

H D 48188 + Mensch Mauritius

H D 47380 + Mensch Mauritius

H D 48263 + Mensch Mauritius

An D 133723 + Tier Mauritius

Ar D 141896 + Mosquito Mauritius

SH M 169867 + Mensch Mauritius

SH M 169868 + Mensch Mauritius

SH M 169885 + Mensch Mauritius

SH M 169898 + Mensch Mauritius

SHM 172776 + Mensch Mauritius

SH M 182805 + Mensch Mauritius

3.2 Rekombinase-Polymerase-Amplifikations-Verfahren  zum
Nachweis bakterieller und viraler DNA

3.2.1  Entwurf der DNA-RPA-Amplikons

Fur Bacillus anthracis (BA), Francisella tularensis (Ftu), Yersinia pestis (Ype), das Variola-
Virus (VARV) und das Vaccinia-Virus (VAV) wurden DNA-RPA-Ansatze entwickelt. Der
Vaccinia-Virus-Ansatz wurde zusatzlich entwickelt, da das Vaccinia-Virus, wie das Variola
Virus zu den Orthopocken gehért und als vertretender RPA-Ansatz fir Sensitivitats- und
Spezifitdtstestungen dienen sollte, da fir das Variola-Virus keine Stammtestungen
durchgefihrt werden kénnen.

Anhand bereits verdéffentlichter Echtzeit-PCR-Verfahren zum Nachweis von BA (Ellerbrok
et al. 2002), Ftu (Emanuel et al. 2003), Ype (Matero et al. 2010) und VARV (lbrahimy et
al. 2003; Putkuri et al. 2009) wurden die Zielsequenzen fir die DNA-RPA-Ansétze
ausgewahlt.

In der Nahe oder im direkten Sequenzabschnitt von diesen Echtzeit-PCR-Entwirfen

wurden Zielbereiche ausgesucht, diese wurden mit dem Alignement-Programm
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DNASTAR Lasergene™ MegAlign mit allen aktuell verfigbaren DNA-Sequenzen der
Onlinedatenbank auf den Konservierungsgrad und ihre Eignung als RPA-Amplikon
verglichen. In die ausgewéhlten Zielbereiche wurden die RPA-Primer und RPA-Sonden
nach denselben Vorgaben wie in Kapitel 3.1.1 platziert.

Fur BA wurden zwei RPA-Amplikons fir die Virulenzplasmide (pX01 und pX02, die fir
Pathogenitatsfaktoren kodieren) erstellt, da ein Bacillus-anthracis-Stamm erst als virulent

gilt, wenn er beide Plasmide tragt (Kaspar und Robertson 1987).

Tabelle 3.6 RPA-Amplikon-Entwirfe fur DNA-Erreger.

Erreger Referenz- Gen Amplikon- Nukleotide Vergleichssequenzen
sequenz der position
Genbank
BA CP001216.1 pagA  144299- 125 AF306778-83, AE011190,
(pX01) 144424 NC_003980, AE017336,

CP001216, NC_012579,
CP001599, NC_012656

BA AF188935.1 capC  55735- 150 AF188935, AEO01191,
(pX02) 55885 NC_003981, AE017335,

NC_007323, CP001214,

NC0125771, CP001597,

NC_012655

Ftu M32059.1 4 792-936 144 M32059,  EF208970-77,
EF208979

Ype AF053945.1 pla 7267-7420 153 AF528089,  AF053945,

AL1009969, NC_003132,
NC_004837, AE017046,
NC_005816, CP001592,
CP001596, NC 014027

VARV  X69168 ha 151606- 126 X69168, Y16780,
151732 DQ441416, DQ441418-48,
DQ437500, DQ437581-91
VAV DQ1213941 ha 165441- 143 M35027, U94848,
165584 AY243312, AY313847-48,
AY603355, NC_006998,

DQ121394

Um das Variola-Virus von anderen Orthopocken differenzieren zu kénnen, wurden als
Vergleichssequenzen neben den VARV-Sequenzen die Sequenzen von Vaccinia-Virus,
Kamelpocken, Kuhpocken und Affenpocken hinzugezogen. Der Entwurf wurde an einer
Position platziert, an der sich die VARV-Sequenzen spezifisch von den anderen
Orthopocken-Viren unterscheiden. Zusatzlich wurden die Primer so entworfen, dass sich
Nukleotidvarianzen in den Sequenzen der Vergleichs-Orthopocken an der drittletzten
Position vom 3’-Ende der spezifischen VARV-Primer befanden. Nach dem ,amplification

refractory mutation system® (ARMS) -Prinzip ist die Hybridisierung an dieser Stelle
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entscheidend fur die Anbindung des 3’-Endes und somit fur die Spezifitat eines Primers
(Newton et al. 1989). Dieses Prinzip wurde in der Echtzeit-PCR verwendet (Weidmann et
al. 2003) und daher auch hier fir die RPA eingesetzt.

CoOWpOX seinnnncnranas ¥V c N { o W G

Camelgox .............. A.G....TC...A...... C...G

Monkeypox  .............s AG....TC...A........t G

Vageinia — c.ceoieiiennnan A.G....TC...A.tiivnnnns Govvrnnnnnn BB T T e e s aae e eraes s Govrnee it |
Variola GRAGRATCCACAACAGTCARCACCTCEGEACCAATTACTARTARAGAACR —————————————— TCATACACTCACAGACACTCTCTCATACACTACAGTARGTACATCAT CTGARATTGTCACTACTARATCAACCECCAR
VARV RPA FP GAGARTCCACARCMGACRAGACETCSGGAC

VARV RPFA P GGACCRATTACTAATAARGRARL TCATACAGTCACAGACACTGTCTCATACA

VARV RFA RP TGARATTGTCACTACTARATCARCCGCCAR

Abbildung 3.6 RPA-VARV-Amplikon. Die Nukleotide, die der VARV-Sequenz entsprechen, sind als
Punkte dargestellt. Primer-Sequenzen sind vollstandig aufgefihrt. Licken sind als
Bindestriche dargestellt. Der Vorwartsprimer VARV RPA FP st in seiner
Originalsequenz angegeben, die Sonde VARV RPA P und der Ruckwartsprimer
VARV RPA RP sind komplementdre Rulckwartssequenzen. Graue Felder:
VARV RPA FP- Gemischte Basen (nach IUB-Code), VARV RPA P- TTT-Triplet, wo
Tetrahydrofuran,  Fluoreszenzfarbstoff und  Quencher eingesetzt wurden,
VARV RPA RP- Nukleotide an Position 3 des 3-Endes unterscheiden sich von den
anderen Orthopocken-Viren nach dem ARMS-Prinzip. Sequenzen: Kuhpocken
(Cowpox) AY902252, Kamelpocken (Camelpox) AF438165, Affenpocken
(Monkeypox) AF380138, Vaccinia-Virus M35027, Variola-Virus X69168.

Da fur die Extraktionsversuche vollstédndige Organismen verwendet werden sollten und
der Variola-Virus fur diese nicht verwendet werden kann, wurde fur das Vaccinia-Virus im
ha-Gen ein Entwurf erstellt, um mit diesem, als Ersatz fiir den Variola-Virus, Sensitivitats-

und Spezifitdtsversuche durchflihren zu kénnen.

3.2.2  Herstellung molekularer Standards

Fur die Herstellung molekularer Standards wurden Bereiche der genomischen DNA von
Francisella tularensis (tul4), Yersinia pestis (pla) und Bacillus anthracis (pagA) mittels
PCR (Primerliste s. Kapitel 2.2.2.10.3) amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf ein
Kontroll-Agarosegel aufgetragen und anschlieRend per TA-Klonierung in das
pCR®II-Plasmid ligiert.

Die ligierten Plasmide wurden in E.coli transformiert, Flissigkulturen angelegt und
daraufhin eine Mini-Préapapation durchgefiihrt. Die Plasmide wurden per Kontrollverdau
verifiziert und eine Auswahl sequenziert. Mit dem Sequenzprogramm DNASTAR
Lasergene™ SegMan wurde mit Hilfe der Vergleichssequenz die sequenzierte DNA
analysiert (Beispiel Abbildung 3.7). Die lbrigen Sequenzkontrollen sind im Anhang

aufgefihrt.
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Abbildung 3.7 Graphische Darstellung einer Sequenzkontrolle mit Lasergene ™
SegMan nach Sequenzierung eines Klons von Francisella tularensis
bei Seqlab

Ein Klon mit korrekter Sequenz wurde mit der Midi-Praparation aufgereinigt,
spektrophotometrisch gemessen, erneut kontrollverdaut und anschlieBend linearisiert.

Fur Bacillus anthracis (capC) wurde von Hermann Meyer vom Institut flr Mikrobiologie der
Bundeswehr ein Plasmid zur Verfligung gestellt, das ein 262 Basenpaare langes Insert
mit dem Bereich fir das entworfene RPA-Amplikon enthielt (s. Tabelle 2.8)

Das ha-Gen (Sequenz der Genbank DQ437590.1, Position 151688-152629) des Variola-
Virus wurde von Geneart synthetisiert und in einem pMA-RQ-Plasmid ligiert geliefert. Es
wurde nach Transformation und Anlegen einer Flissigkultur durch Midipréparation

aufgereinigt, spektophotometrisch gemessen, kontrollverdaut und linearisiert.
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Abbildung 3.8 Kontrollgel von links nach rechts aufgetragen: Spur 1,7: O’'GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder Plus. Spur 2: Bacillus anthracis capC, kontrollverdaut mit EcoRlI, erwartete
Banden bei 3913 bp, 171 bp, 138 bp. Spur 3: Bacillus anthracis pagA, kontrollverdaut
mit EcoRlI, erwartete Banden bei 3913 bp, 1007 bp, 740 bp. Spur 4: Francisella
tularensis tul4, kontrollverdaut mit EcoRl, erwartete Banden bei 3955bp, 655bp. Spur 5:
Yersinia pestis pla, kontrollverdaut mit Bglll, erwartete Banden bei 3207 bp und
1305 bp. Spur 6: Variola Virus ha, kontrollverdaut mit EcoRV und Pvul, erwartete
Banden bhei 1800 bn. 991 hn. 505hn.

Im Kontrollverdau wurden die Plasmide, je nach Vektoren, an spezifischen
Erkennungssequenzen durch unterschiedliche Nukleasen geschnitten und anschlie3end

mit dem Zymoresearch™ DNA Clean & Concentrator-5-Kit aufgereinigt und auf ein
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préparatives Gel aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese wurde die entsprechende
Bande mit dem Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit aus dem Gel geldst.

Das linearisierte Plasmid wurde dann mit dem Quant-iT™ PicoGreen® RNA Assay Kit
quantifiziert und nach Molekiilzahlberechnung mit TE-Puffer auf 10° Molekiile/ul verdinnt.
Es wurden aliquotierte 10° -Standards bei -80°C eingefroren und vor Gebrauch
Verdiinnungsreihen mit 1:10-Verdiinnungen von 10°-10" hergestellt.

3.2.3  Analytische Sensitivitat

Die DNA-RPA-Nachweise fir Ftu, Ype, BA (capC und pagA) und VARV wurden jeweils
mit Standard-Verdiinnungen von 10’-10* DNA-Molekiilen/ul in der RPA getestet. Um zu
zeigen, wie sensitiv die RPA-Nachweise sind, wurden acht Durchgénge der RPA mit drei
Durchgangen der Echtzeit-PCR verglichen.

Die Echtzeit-PCR-Testungen fur BA und VARV wurden in drei Durchgangen ermittelt. Fr
Ftu und Ype wurden die Echtzeit-PCR-Ergebnisse Publikationen entnommen (Emanuel et
al. 2003; Matero et al. 2010).

Tabelle 3.7 Analytische Sensitivitit der DNA-Nachweise mit Echtzeit-PCR und RPA. Die
Umrechnung von Genomaquivalent (fg) in Molekile/ul erfolgte nach der Rechnung
GE (fg)= Basenpaare pro Genom x 618 g mol-1 x 10'°/6.023 %1023 mol-1
(Avogadrokonstante)(Tomaso et al. 2010)).

Erreger Sensitivitat Sensitivitat
Echtzeit-PCR RPA

BA (capC) 10°-10° 10'-10°

BA (pagA) 10107 10'-10°

Ftu (tul4) 107 (200fg)** 10'-10°

Ype (pla) 2 (10fg)** 10*-10°

VARV (ha) 10"-10° 107107

*(Emanuel et al. 2003)**(Matero et al. 2010).
Es zeigte sich, dass die Sensitivitdten der RPA mit denen der Echtzeit-PCR vergleichbar

sind. In folgender Abbildung sind die Werte in Graphen dargestellt.
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Abbildung 3.9 Sensitivitat der DNA-RPA-Verfahren BA, Ftu, Ype und VARV. Von je 8 Durchlaufen

ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Schwellenwerte (rot) und die
Durchschnittsgerade (blau) dargestellt. X-Achse: Detektierte Molekule/ul, Y-Achse:
CP-Wert: Crossing-point (min).
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Die Ergebnisse wurden per Probit-Analyse mit Statistica ausgewertet. Es zeigte sich dass
der DNA-RPA-Nachweis fur BA (capC) in 95% der Testlaufe theoretisch 778 Molekile
nachweist und die anderen DNA-RPA-Nachweise 15-19 DNA-Molekile detektieren.

Tabelle 3.8 Auswertung der DNA-RPA-Ergebnisse per Probit-Analyse.

Probit-
Erreger Sensitivitat
(DNA-Molekile)
BA (capC) 778,2
BA (pagA) 15,74
Ftu (tul4) 19,01
Ype (pla) 15,72

VARV (ha) 15,64
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Abbildung 3.10 Probit-Analyse der Sensitivitaten der DNA-RPA-Verfahren. Anhand der Ergebnisse
der acht Test-Durchlaufe (rot) wird die Molekulzahl berechnet, die der jeweilige RPA-
Ansatz mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% nachweisen kann (Dreieck schwarz). X-
Achse: Detektierte Molekiile/pl, Y-Achse: Nachweiswahrscheinlichkeit in Prozent.
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Zur Bestimmung der analytischen Sensitivitat des Ftu-RPA-Nachweises von wurden 9
Francisella-Stamme mit der RPA getestet. 8 Stdmme konnten nachgewiesen werden,
Francisella philomiragia, wurde nicht detektiert (s. Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9 Stammtestung mit Francisella-tularensis-Stammen. Die Stamme wurden zur Verfligung
gestellt vom Friedrich-Loeffler-Institut, Jena.
Francisella-tularensis-Stamm Ergebnis
B 38: F. tularensis subs. tularensis  +
LVS: F. tularensis subs holarctica +
FT 10: F. tularensis subs holarctica: +
FT 7: F. tularensis subs holarctica +
+
+
+
+

FX 1:F. novicida

FX 2: F. novicida

U 112:F. novicida

FHSP:F. hispaniensis

CCUG4492: F. philomiragia -

Es wurden 9 mit Ftu infizierte und zwei nicht infizierte Hasengewebeproben in die RPA
und zum Vergleich in die Echtzeit-PCR eingesetzt. Mittels Echtzeit-PCR-Ansatz
wurden 6 der Ftu-Proben detektiert, der DNA-RPA-Ansatz konnte 4 dieser 6 Proben
nachweisen. Es wurde zusatzlich eine quantitative Echtzeit-PCR durchgeftihrt, die
zeigte, dass die DNA-Konzentrationen in den Proben in Bereichen von 2,32-6.77 ng/l

lagen.

Tabelle 3.10 Mit Francisella tularensis infiziertes Hasengewebe. Zur Verfugung gestellt vom
Friedrich-Loeffler-Institut, Jena. Getestet mit der Echtzeit-PCR und der RPA. PCR-
Ergebnisse sind Ct-Werte (min), RPA-Ergebnisse sind Schwellenwerte (min). Negativ
(neq), nicht infiziert (NI).

Probennummer Gewebe Echtzeit-PCR RPA
tuld tul4
10TO174 B2 Knochenmark 29.07 7.7
10TO183 B10 Zunge 29.70 9,3
10TO179 B7 Milz 32.66 10,0
10TO173 B1 Leber 34.77 11,7
10TO176 B4 Lymphknoten 37.25 neg
10TO180 B8 Niere 40.31 neg
10TO178 B6 Muskel neg neg
10TO175 B3 Lunge neg neg
10TO182 A2 Gehirn neg neg
11T0351 (NI) Milz neg neg

11T0350 (NI) Leber neg neg
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3.3  Analytische Spezifitatstestungen

3.3.1 Kreuztestungen

Um die analytische Spezifitat der RPA-Nachweisverfahren zu bestimmen, wurden
Kreuztestungen durchgefihrt.

Die RNA oder DNA der beschriebenen Standardreihen aus dieser Arbeit wurden mit einer
Konzentration von 10’ Molekilen in den allen Ansétzen getestet. In die RT-RPA-Ansétze
wurde jeweils die synthetisierte Standard-RNA und -DNA der Ubrigen Erreger gegeben. In
die DNA-RPA-Ansatze wurden die DNA-Standardreihen und die pCR®II-Plasmide der
RNA-Zielsequenzen gegeben. Die pCR®II-Plasmide wurden verwendet, da sie als
Doppelstrang vorliegen und der Nachweis der RNA-Standardreihen im DNA-RPA-Ansatz
nicht moglich ware.

Es konnte keine Kreuzreaktivitat nachgewiesen werden (s. Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11 Durchgefiihrte Kreuztestungen der RNA/DNA-Nachweise mit den gesamten
Standardreihen dieser Arbeit. In die DNA-Anséatze wurde zur Kreuztestung der RNA-
Erreger aufgrund der Vorlage als Doppelstrang anstatt der RNA-Standards die
pCR®II-Plasmide gegeben.

SUDV EBOV MARV SIGV RVFV
BA (capC) | -/- -/- -/- -/- -/-
BA (pagA) | -/- -/- -/- -/- -/-
Ftu -I- - -I- -I- -I-
Ype ~/- -/- -/- -I- -I-
VARV -I- -I- -I- -/ -/

Zusatzlich wurden die RPA-Verfahren mit humangenomischer DNA getestet, es kam zu
keiner Kreuzreaktion mit humangenomischer DNA.

Um eine mdgliche Inhibition der RPA durch humangenomische Hintergrund-DNA zu
testen, wurde in einen RT-RPA-Ansatz (EBOV) und in einen DNA-RPA-Ansatz (BA pagA)
neben der Standard-RNA/-DNA humangenomische DNA hinzugegeben.

Fir diesen Test wurde zunachst die DNA-Konzentration in Nukleinsdureextrakten von 10
Negativ-Seren spektroskopisch bestimmt. Es waren im Mittelwert ca. 70 ng/ul
Hintergrund-DNA enthalten, woraufhin jeweils 70 ng humangenomische DNA in die RPA

zur Kreuzreaktion eingesetzt wurden.
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Zaire-Ebola-Virus Bacillus anthracis (pagA)

Abbildung 3.11 Einfluss von humangenomischer DNA der RPA-Nachweise von EBOV und
BA (pagA). In rot sind je 8 Durchgdnge der Standard-Verdinnungsreihe
10"-10" RNA-/DNA-Molekiile/pl, in blau sind je 3 Durchginge mit zuséatzlich 70 ng/ul
humangenomischer DNA aufgefiihrt. X-Achse: Detektierte Molekile/ul, Y-Achse CP-
Wert: Crossing-point (min).

Die analytische Sensitivitit der RPA-Nachweisverfahren wurde von der

humangenomischen Hintergrund-DNA kaum beeinflusst.

3.3.2 Spezifitatstest des Variola-Virus-Ansatzes mit anderen Orthopocken

Um zu Uberprifen wie spezifisch der VARV-RPA-Entwurf ist, wurde die DNA von einigen
Orthopockenstdmmen in diesem getestet (zur Verfligung gestellt von Hermann Meyer,

Institut fir Mikrobiologie der Bundeswehr).

Tabelle 3.12 Spezifitatstestung des RPA-Ansatzes fir Variola-Virus.

Erreger Variola-Virus-RPA-Ansatz
Variola-Virus (mol. Standard) +
Vaccinia-Virus (Elstree 5) -
Kamelpocken (CP19) -
Affenpocken (MP4) -
Orthopocken (OPV 90/3) -

Mit dem VARV-RPA-Nachweis wurde nur der Variola-Virus-Standard spezifisch detektiert,

die DNA der anderen Orthopocken-Stamme wurde nicht nachgewiesen.
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3.4  Extraktionstestungen

Es wurde getestet, wie sensitiv die RNA oder DNA aus Blutplasma, das mit vollstandigen,
durch Gammastrahlung inaktivierten Erregern titriert wurde, mit der RPA nachgewiesen
werden kann.

RVFV und SIGV wurden als Vertreter der Negativ-Strang-RNA-Viren, BA als Vertreter der
gram-positiven Bakterien, Ype fur die gram-negativen Bakterien und VAV als Vertreter fur
VARY fir diese Versuche ausgewahilt.

Das mit den genannten Erregern (107-10 Erreger/ml) titrierte Blutplasma wurde mit dem
innuPREP MP Basic Kit (Analytik Jena AG) von der Arbeitsgruppe Prof. M. Niedrig des
Robert Koch Instituts aufgereinigt, gegebenenfalls mit PBS (engl: Phosphate buffered
saline, dt: Phosphat-gepufferte Salzlésung) verdinnt und dort mit der Echtzeit-PCR in je
zwei Durchgangen gemessen. Bei diesen Versuchen wurden 4 pul der aufgereinigten
RNA/DNA eingesetzt. In der Messung wurde berechnet, wieviele Molekule/ul sich in der
Probe befinden.

Die aufgereinigten Proben wurden mit je drei Durchgangen, zum direkten Vergleich
ebenfalls mit 4 pl, in der RPA getestet. Die Mittelwerte der detektierten Konzentrationen
von der extrahierten RNA und DNA der Echtzeit-PCR und der RPA sind in Tabelle 3.13
aufgefihrt.

Tabelle 3.13 Extraktionstestungen Echtzeit-PCR im Vergleich zur RPA

Erreger Sensitivitat Sensitivitat
Echtzeit-PCR RPA
(Molekule/ul) (Molekule/ul)

(RNA-Extraktionen)

RVFV (Negativ-Strang-RNA-Virus)* 100 100
SIGV (Negativ-Strang-RNA-Virus) 1 10
(DNA-Extraktionen)

BA (pagA) (gram-positiv)* 10 10
Ype (gram-negativ)* 10 10
VAV (DNA-Virus) 10 10

* Proben wurden mit PBS verdinnt.

Die RPA-Ansatze waren genauso sensitiv, wie die der Echtzeit-PCR, nur die Versuche

der Positivkontrolle (Sigma-Virus) waren mit der RPA etwas weniger sensitiv.
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4 Diskussion

Verschiedene Faktoren haben in den letzten Jahrzehnten weltweit die
Ausbreitungsmaoglichkeiten fur Infektionserreger mafgeblich verandert. Zu diesen
Faktoren gehdéren unter anderem die Globalisierung, die zunehmende Vernetzung von
Landern Uber den Flug- und Schiffsverkehr und die damit verbundene hohe Mobilitat von
Menschen, Tieren und Guitern. Auch Migrationsbewegungen, politische Krisen und das
Bevolkerungswachstum (Weltbevolkerung: aktuell ca. 7 Milliarden Menschen, mit einem
derzeitigen Wachstum von ca. 80 Millionen pro Jahr) sind zentrale Faktoren fir die
Ausbreitung von emergenten Infektionserkrankungen. Die Entwicklung von Megastadten
(Megastadt: mind. 10 Mio. Einwohner, Anstieg von 2 auf 21 Megastadte von 1950 bis
2011) (Dickmann et al. 2007; United Nations 2011) ist ebenso ein begtinstigender Faktor,
wie der Klimawandel und die aktuellen 6kologischen Veranderungen auf der Erde. Alle
diese Faktoren schaffen ver&nderte Lebensbedingungen fir Vektoren (z.B. Zecken,
Micken wund Nager) und bereiten so den Boden fir die Zunahme von
Infektionserkrankungen bei Mensch und Tier. Neben den vektorlibertragenen
Infektionskrankheiten flhrt auch die exzessive Verwendung von Antibiotika zur
Ausbildung  von (Multi-)Resistenzen durch Mutations-, Selektions- und
Adaptierungsprozesse der Erreger, die somit auch Auswirkungen auf die globale
Gesundheit haben.

Das haufigere Auftreten von emergenten Infektionserkrankungen hat eine hohe
Bedeutung fir die globale Gesundheit, wie an der aktuellen Ebola-Epidemie mit einer
Sterblichkeit von 50% in West-Afrika deutlich wird (ECDC,
URL:http://ecdc.europa.eu/en/press/news/ layouts/forms/News_DispForm.aspx?List=8db
7286¢-fe2d-476¢-9133-18ff4cb1b568&ID=1100, Stand: 01.12.2014). Auch andere
Zoonose-Erreger, die endemisch in verschiedenen Landern vorkommen, kdénnen zu
Epidemien fiihren (z.B: das Marburg- und das Rift-Valley-Fieber-Virus, Francisella
tularensis, Yersinia pestis und Bacillus anthracis). Aufgrund einer hohen Ubertragungsrate
und einer hohen Pathogenitat kénnen sich diese Zoonose-Erreger sogar zum Missbrauch
als biologische Agenzien eignen. Die Centers of Disease and Control (CDC) teilen die
biologischen Agenzien in drei Kategorien ein. Zu Kategorie A zahlen Erreger, die durch
ihre Ansteckungsgefahr, der Sterblichkeit der jeweiligen ausgeldsten Erkrankung und der
potentiell auslésbaren sozialen Unruhen mit dem héchsten Gefahrenpotential verbunden

werden (CDC, URL: http://www.emergency.cdc.gov/agent/agentlist-category.asp, Stand:
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01.12.2014). Daruber hinaus handelt es sich um Erreger, an denen bereits in staatlichen
B-Waffenentwicklungsprogrammen geforscht wurde (Heden 1967; Christopher et al.
1997; Fraser und Dando 2001; Hawley und Eitzen 2001; Matrtin et al. 2008).

Aufgrund der zunehmenden Ausbreitungstendenzen fir hochpathogene Erreger und der
Befurchtung, dass einige als biologische Waffen eingesetzt werden kdnnten, wird es als
wichtig erachtet die Diagnostik fir diese Erreger zu verbessern. Besonders um in
Notfallsituationen, beispielsweise einer Epidemie, rechtzeitig handeln zu kénnen. Durch
eine schnelle Erregerdiagnostik kann eine frihzeitige Therapie eingeleitet und durch
Einddmmungsmalinahmen, wie Isolierung, Ringimpfung und verstarkte
HygienemalRnahmen, eine Ausbreitung der Erkrankung vermindert werden (Greenwood et
al. 2009).

Zur bisherigen Routinediagnostik von B-Agenzien zahlt die Echtzeit-PCR, die Serologie,
die Mikroskopie, die Kultur von Erregern und Tierversuche (Lim et al. 2005). Die
Kulturanzucht ist eine sehr spezifische und sensitive Methode. Nachteile sind das erhdhte
Risiko der Erregerverbreitung durch Inkubationsschritte, zudem dauert die Kulturanzucht
langer als molekulare Nachweismethoden. Die molekulare Diagnostik nimmt unter den
diagnostischen MalRnahmen, durch eine hohe analytische Sensitivitdt und Spezifitdt einen
bedeutenden Stellenwert ein. Der Nachteil aller molekularen Nachweismethoden ist, dass
genetische Veranderungen moglicherweise Einfluss auf die Sensitivitat und Spezifitat
dieser Methoden haben (Yang und Rothman 2004).

Als molekulare diagnostische Methoden bestehen bereits neben der weit etablierten
Echtzeit-PCR mehrere isothermale Amplifikationsmethoden. Zu diesen zahlen unter
anderem die Transcription-mediated-amplification (TMA), die Nucleic-Acid-Sequence-
based-Amplification (NASBA), die Strand-Displacement-Amplification (SDA), die Loop-
mediated-isothermal-amplification (LAMP), die Signal-mediated-Amplification-of-RNA-
Technology (SMART), die Circular-Helicase-dependant-Amplification (cHDA), die Rolling-
Circle-Amplification (RCA), die Helicase-dependant-Amplification (HDA) und die
Rekombinase-Polymerase-Amplifikation (RPA) (Gill und Ghaemi 2008). Da bei diesen
Methoden keine Zyklen mit verschiedenen Temperaturen notwendig sind, wird der Aufbau
der Detektionsgerate unkomplizierter. Somit eignen sich diese Methoden eher fir tragbare
Detektionsgeréte als die Echtzeit-PCR (Asiello und Baeumner 2011).

Fur die Diagnostik von hochpathogenen Erregern wurden bereits LAMP-Entwiirfe fir das
Ebola-Virus, das Marburg-Virus, das Rift-Valley-Fieber-Virus und fur Bacillus anthracis
erstellt (Kurosaki et al. 2007; Peyrefitte et al. 2008; Kurosaki et al. 2009; Le Roux et al.
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2009). Fur Bacillus anthracis wurden zudem HDA-Entwurfe (Tong et al. 2008) und fur
Yersinia pestis RCA-Anséatze entwickelt (Schopf et al. 2008).

Unter den isothermalen Amplifikationsmethoden hat die Rekombinase-Polymerase-
Amplifikation (RPA) einige vorteilhafte Eigenschaften. Zu diesen zahlt beispielsweise (I)
die Verwendung von spezifischen Primern und einer spezifischen fluoreszierenden
Sonde, deren Signal nur bei Bildung eines Doppelstranges freigegeben und somit die
spezifische Amplifikation durch das fluoreszierende Signal bestatigt wird. (II) Im
Gegensatz zu anderen der genannten isothermalen Amplifikationsmethoden werden nur
drei konservierte Regionen in einem Zielsequenzabschnitt zum Entwurf der
Oligonukleotide bendétigt. Im Vergleich miussen bei der LAMP 4 verschieden Primer
entworfen werden die an 6 Stellen hybridisieren (Mori und Notomi 2009). (lll) Die
Reaktionsanséatze fur die RPA sind als getrocknetes Pellet verfligbar (TwistDx Ltd., URL:
http://www.twistdx.co.uk/, Stand: 01.12.2014), wodurch die Lagerung und die Méglichkeit
der Reagenzvorlagerung in Schnelltestplattformen erleichtert wird.

(IV) Der als RPA-Detektionsgerat zur Verfligung stehende ESEQuant Tubescanner von
Qiagen ist mit einer Gro3e von 7,4cm x 17,8cm x 18,8cm sehr klein und wiegt mit Laptop
ca. 1kg. Er ist mit einem Kostenaufwand fur die Anschaffung von 4000 Euro im
Gegensatz zu anderen Detektionsgeraten gunstig (Qiagen, URL:
http://www.giagen.com/Products/ESEQuantTubeScanner.aspx?r=603, Stand:
01.12.2014). Im Vergleich zu mobilen Detektionsgeraten, wie dem R.A.P.I.D.®
BioDetection System fir die Echtzeit-PCR (Mal3e 26,6cm x 36,3 cm x 49,2cm, Gewicht:
23kg) und dem LAMP-Detektionsgerat SAS™Loopamp® Realtime Turbidimeter
(24,5cm x 28,2 cm x 18.8cm und 6,5kg) ist der Tubescanner kleiner, leichter und
kostengiinstiger und daher mobil einsetzbar (Biofire Diagnostics, URL:
http://www.biofiredx.com/RAPID/index.html, Stand: 01.12.2014; SA Scientific™, URL:
http://www.uib.no/med/avd/ii/nyhetsbrev/2010/15/Turbidimeter.pdf, Stand: 01.12.2014).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RPA aufgrund der o.g. Eigenschaften als isothermale
molekulare Amplifikationsmethode fir die Entwicklung von Nachweisverfahren fur Sudan-
Ebola-Virus (SUDV), Zaire-Ebola-Virus (EBOV), Marburg-Virus (MARYV), Rift-Valley-
Fieber-Virus (RVFV), Variola-Virus (VARV), Francisella tularensis (Ftu), Yersinia pestis

(Ype) und Bacillus anthracis (BA) ausgewabhilt.
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4.1 RNA-RT-RPA

41.1 Vom Zwei-Schritt- zum Ein-Schritt-Verfahren

Da die Rekombinase-Primer-Komplexe und die Bac/Sau-Polymerase, die in der RPA
verwendet werden, nur an DNA binden, kann RNA nicht direkt mit der Rekombinase-
Polymerase-Amplifikation amplifiziert werden. Daher muss RNA mit der Reversen
Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben werden. Dies ist in zwei Schritten moglich, im
ersten Schritt wird die cDNA transkribiert und diese im zweiten Schritt in die
RPA-Reaktion gegeben. Die Reverse Transkriptase kann auch in einem
»Ein-Schritt-Verfahren® direkt zur RPA-Reaktion hinzugegeben werden.

Bei der Durchfihrung der Versuche mit RNA stand noch kein Reagenzienansatz von
TwistDx zur Verfugung, der die Reverse Transkriptase enthielt. Mittlerweile ist der
TwistAmp ™-exo-RT-Reagenzienansatz erhaltlich.

Die RPA fir die Erreger mit RNA-Genom wurde zunachst im ,Zwei-Schritt-Verfahren®
durchgefuhrt. In diesem wurde die RNA in einem separaten Schritt, wie in Kapitel
2.2.2.9.1 beschrieben, in cDNA transkribiert. Die cDNA wurde dann in die RPA eingesetzt.
Bei der Umstellung von der ,Zwei-Schritt-RPA* zur ,Ein-Schritt-RPA* wurde zum
urspriinglichen RPA-Ansatz zusatzlich Reverse Transkriptase und RNase Inhibitor
hinzugefiigt Die ,Ein-Schritt-RPA* oder auch RT(Reverse Transkriptase)-RPA zeigte
zunachst eine geringere analytische Sensitivitdt im Vergleich zur ,Zwei-Schritt-RPA®,
deshalb musste das Ein-Schritt-Verfahren optimiert werden.

Da die additive Zugabe von Dithiothreitol (DTT) aufgrund einer stabilisierenden Wirkung
positive Auswirkungen auf teilhabende Enzyme in der PCR-Reaktion zeigte (Nagai et al.
1998), wurden 2mM DTT zur RPA-Reaktion hinzugegeben. Dies fiihrte nachweislich zu
einer deutlichen Sensitivitatssteigerung der Ergebnisse, was darauf hinweist, dass DTT
auch fur die Enzyme der RPA eine stabilisierende Wirkung hat.

Die  optimale  Temperatureinstellung bei  Verwendung der  TwistAmp™-
Reagenzienansétze zur Durchfiihrung der RPA liegt nach Angaben des Herstellers bei
37-42°C. Die Versuche der DNA-RPA wurden bei 39°C durchgefihrt. Bei Erhéhen der
Temperatur auf 42°C bei den RT-RPA-Versuchen konnten die sensitivsten Ergebnisse
erzielt werden. Dies konnte daran liegen, dass die optimale Temperatur fir die
enzymatische Reaktion der Transcriptor Reverse Transcriptase laut Anleitung zwischen
42°C und 65°C liegt (s. Gebrauchsanweisung).

Da bei Zugabe von Magnesiumacetat zum Gesamtansatz der RPA die Amplifikation

beginnt (Shen et al. 2011), wurde die Magnesiumacetat-Menge in der RPA-Reaktion
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angepasst. Die Ergebnisse der RT-RPA konnten durch Anderung der
Magnesiumacetatmenge von 14 mM auf 22,4 mM optimiert werden.

Die aktivierende Funktion des Magnesiumacetates in der RPA-Reaktion ist vermutlich
darauf zurtickzufuhren, dass Magnesium fur die enzymatische Reaktion der Rekombinase
benotigt wird (Yonesaki und Minagawa 1985). Magnesium hat zudem eine stabilisierende
Wirkung auf DNA (Hartwig 2001) und ist Cofaktor vieler Polymerasen (Cowan 2002),
weshalb die Magnesiumkonzentration auch in PCR-Entwirfen zur Optimierung der
Sensitivitdt angepasst wird (Eckert und Kunkel 1990; Cobb und Clarkson 1994). Eine
optimale Anpassung der Magnesiumacetat-Menge ist daher in der RPA-Reaktion fir die
Sensitivitat der Ergebnisse bedeutend.

Weiterhin ~ wurden zur Optimierung der RT-RPA-Sensitivitat  verschiedene
Primerkombinationen getestet, da laut TwistDx unterschiedliche Oligonukleotide in der
RPA-Reaktion nicht immer gleichwertig funktionieren. Fir die RT-RPA wurden fur die
jeweiligen Erreger verschiedene Primerpaare (zwischen 3-8) entworfen und diese in
unterschiedlichen Kombinationen getestet. Mit Anderung der Primerkombinationen
wurden verschiedene Sensitivitaten erreicht. Insgesamt hatte die Primerauswahl den
groRten Einfluss auf die Optimierung der Sensitivitdt der RT-RPA im Vergleich zu oben
genannten Vorgehensweisen.

Bisher beruhen die Anhaltspunkte zum Entwurf der Primer fur die RPA, laut Angaben von
TwistDx, auf empirischen Beobachtungen. Ein zu hoher (>70%) oder zu niedriger (<30%)
GC-Gehalt und lange Guanin-Sequenzen am 5'-Ende sollen vermieden werden.
Hingegen wirken sich Cytidine am 5-Ende und Guanine und Cytidine am 3'-Ende positiv
auf die Ergebnisse aus (TwistDx Ltd., URL: http://www.twistdx.co.uk/, Stand: 01.12.2014).
Dass die Auswahl der Primer die Sensitivitdit von molekularen Nachweismethoden
bedeutend beeinflusst, ist nicht ungewohnlich, dies zeigte sich bereits fir Testungen mit
der PCR (He et al. 1994; Rychlik 1995).

Warum abweichende Primersequenzen in der RPA-Reaktion unterschiedlich sensitive
Ergebnisse erbringen kann verschiedene Griinde haben. Die Primersequenz kdnnte z.B.
Auswirkungen auf den Komplex mit der Rekombinase UvsX oder auf die Bindung des
Primers an der dsDNA bei der Stranginvasion haben.

Die ATPase der UvsX, die fir die Bindung der UvsX an Oligonukleotiden ATP verbraucht,
zeigte bei Testungen mit ringférmiger und linearer ssSDNA gleiche Aktivitat. Dies bedeutet,
dass die Sequenz an den Enden des Primers (5°- und 3‘-Ende) auf die ATPase-Aktivitat
von UvsX keine Auswirkungen hat (Yonesaki und Minagawa 1985). Auch die Stabilitat der

Bildung des ssDNA-UvsX/UvsY-Komplexes zeigte sich beim Vergleich von zwei ssDNAs
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(Lange: 24 Nukleotide) mit vollig unterschiedlicher Sequenz als nicht-sequenzabhangig
(Hashimoto und Yonesaki 1991).

In Untersuchungen der Rekombinasen Rad51 und RecA, die der bei der RPA
verwendeten Rekombinase UvsX &hneln (Cox und Lehman 1987), zeigte sich, dass der
GC- und AT-Gehalt der ssDNA fir die Stranginvasion von Bedeutung ist. Bei
Untersuchungen der homologen Rekombination von Rad51 erwiesen sich A:T-Bindungen
zwischen der ssDNA und der dsDNA bei der Stranginvasion im Gegensatz zu G:C-
Bindungen als vorteilhaft. Mdoglicherweise weil die A:T-Bindungen ofter aus der
Doppelhelix herausdrehen und somit fur den ssDNA-Rekombinase-Komplex besser
erreichbar sind (Gupta et al. 1999).

Fur RecA konnte gezeigt werden, dass ssDNA mit einem héheren GC-Gehalt von 62-72%
weniger stark an die dsDNA bindet, als ssDNA mit geringerem GC-Gehalt von 28-36%
(Gruss et al. 1991). Dies konnte erklaren, dass ein niedriger GC-Gehalt (ca. 30%) und ein
hoher AT-Gehalt auch ginstige Auswirkungen auf die Sensitivitat der Ergebnisse der
RPA-Reaktion haben.

Um weitere Empfehlungen zum Primerentwurf geben zu kénnen, wére es notwendig die
Beeinflussung der Stranginvasion der UvsX durch verschiedene ssDNA- bzw.

Primersequenzen zu untersuchen.

Unter Anwendung der oben genannten OptimierungsmalRhahmen, zeigte die RT-RPA im
Vergleich zur ,Zwei-Schritt-RPA* vergleichbare Ergebnisse. Daher konnten die
Reaktionen auf einen Schritt vereinfacht werden. Die Anpassung von Magnesiumacetat,
Temperatur und Primerkombinationen konnen zukinftig gleichermalRen auf den

TwistAmp™-exo-RT-Reagenzienansatz angewendet werden.

4.1.2 RT-RPA-Nachweise fur die tmRNA von Yersinia-pestis und Francisella-
tularensis

Fur Yersinia pestis (Ype) und Francisella tularensis (Ftu) sollten RPA-Verfahren entwickelt
werden, bei denen das Zielgen auf der tmRNA liegt. Die tmRNA ist eine bakterielle RNA,
die vom ssrA-Gen kodiert wird. Die tmRNA ist eine kombinierte tRNA und mRNA, die an
den Ribosomen die Translation eines unvollstandigen Proteins (zum Beispiel aufgrund
eines fehlenden Stoppcodons der mRNA) beendet. An den Ribosomen wird das
unvollstandige Protein durch die tmRNA markiert, was zu dessen Abbau und einer
Reaktivierung des vorher blockierten Ribosomen fihrt. In lebenden Zellen ist die Anzahl

der tmRNA mit ca. 1000 Kopien pro Bakterium relativ hoch (Wower et al. 2008; Kaplinski
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et al. 2010). Daher ist die tmRNA von Bakterien ein attraktives Amplifikationsziel
molekularer Methoden und wurde bereits als vielversprechendes Detektionsziel
beschrieben (Schonhuber et al. 2001; Scheler et al. 2009).

Die RPA-Nachweise von Ype und Ftu mit der tmRNA als Zielgen konnten mittels ,Zwei-
Schritt-RPA" sensitive Ergebnisse erreichen. Bis zu 10 RNA-Molekile/ul wurden
detektiert. Jedoch war ein geringer Anstieg der Kurve in der Negativkontrolle der
Ergebnisse des Ype-tmRNA-Nachweises nach 17 Minuten in der Fluoreszenzmessung
festzustellen (s. Abbildung 3.2), der bei der Auswertung allerdings unbedeutend blieb. Bei
Umstellung auf die ,Ein-Schritt-RPA® zeigte die Negativkontrolle bereits nach 5-6 Minuten
deutliche positive Ergebnisse.

Die falsch-positive Negativkontrolle des Ype-ssrA-RPA-Ansatzes konnte weder durch
neue Primerkombinationen noch durch die Verlegung des Amplikons auf dem ssrA-Gen
verandert werden. Eine Ursache konnten Primer-Dimer-Strukturen sein, die durch die
besondere Sekundarstruktur der tmRNA entstehen. Die Sekundarstruktur der tmRNA ist
stark gefaltet (Williams und Bartel 1996; Karzai et al. 2000). Somit wére es denkbar, dass
die Primer durch die Verdrehung der tmRNA an Stellen binden kénnen, an die sie
normalerweise nicht binden wirden, wenn die tmRNA in der Primarstruktur vorliegen
wirde.

Durch die komplizierte Sekundarstruktur der tmRNA zeigte diese sich bereits in
Microarray-Versuchen als komplexes Zielgen. Anhand spezifischer Oligonukleotide, die
die tmRNA Sekundarstruktur aufbrechen, konnte sie zug&nglicher fir die Sonden im
Microarray gemacht werden (Kaplinski et al. 2010).

Ein weiterer Nachteil des ssrA-Gens von Ype ist, dass die ssrA-Sequenz homolog zur
ssrA-Sequenz von Yersinia pseudotuberculosis ist (Okan et al. 2006). Somit ist eine
Spezies-spezifische RT-RPA mit dem ssrA-Gen als Zielgen fiir Ype nicht moglich.

Bei Umstellung des Ftu-tmRNA-Ansatzes von der ,Zwei-Schritt-RPA* auf die RT-RPA
konnte trotz zahlreicher Optimierungsversuche nur eine Sensitivitit von 10° RNA-
Molekulen/pl erreicht werden. Die geringe Sensitivitat konnte, wie bei den tmRNA-
Versuchen fir Ype, durch die komplexe Sekundarstuktur der tmRNA verursacht werden,
da diese die Reverse Transkriptase bei der Bildung der cDNA behindern und
unterbrechen kann (Malboeuf et al. 2001). Da die RPA eine isothermale Methode ist, fallt
ein Denaturierungsschritt von 95°C weg, der eine stérende Sekundarstruktur aufbrechen
kénnte. Um die Sekundarstruktur in der RPA aufzubrechen, wére ein Hinzufligen von
Helfer-Oligonukleotiden wie bei Kaplinski et al. mdglich. Diese kdnnten hingegen fiir die
RPA-Reaktion hinderlich sein.
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Die schwierige Anpassung der RT-RPA-Nachweise mit der tmRNA als Zielgen zeigte,
dass zur Entwicklung dieser Verfahren weitere Optimierungsschritte notwendig sind. Aus
diesen Grunden wurde die Entwicklung der ,Ein-Schritt-RPA“ zum Nachweis der
bakteriellen tmRNA nicht weiter verfolgt und fur Ype und Ftu DNA-RPA-Nachweise
entwickelt.

4.1.3 Vergleich von TwistAmp™-exo-Kit und TwistAmp™-fpg-Kit

TwistDx stellt verschiedene Reagenzienansatze fir die RPA zur Verflgung, die
unterschiedliche Enzyme enthalten, die mit entsprechenden Sondenformaten reagieren.
In dieser Arbeit wurde der Einsatz der fpg-Sonde im TwistAmp™-fpg-Kit mit dem Einsatz
der exo-Sonde im TwistAmp™-exo-Kit verglichen. Im TwistAmp™-fpg-Kit ist das FPG-
Protein enthalten, im TwistAmp™-exo-Kit die Exonuklease. Der genaue Aufbau und die
Reaktion der Enzyme an den Sonden ist in Kapitel 2.2.2.10.6 detailliert beschrieben. Bei
der TwistAmp™-fpg-Reaktion besteht der Vorteil, dass man im Anschluss an die
Amplifikations-Reaktion eine Gelanalyse durchfuhren kann, was mit dem TwistAmp™-
exo-Kit nicht maoglich ist, da die Exonuklease Ill einen reduzierenden Einfluss auf das
finale Amplifikationsprodukt hat. Zudem ist die fpg-Sonde mit einer Lange von 35
Basenpaaren ca. 10 Nukleotide kirzer als die exo-Sonde. Dies kann das Platzieren der
Sonde in der Zielsequenz erleichtern. Wenn die bekannten Stamme eines Erregers z.B.
eine hohe genomische Variabilitdt untereinander aufweisen, kann es schwierig sein einen
konservierten Bereich zu finden in dem man die Sonden platzieren kann. In diesem Fall
ist eine kurze Sonde von Vorteil.

Im RT-RPA-Verfahren wurde da Ebola-Zaire-Virus (EBOV), das Marburg-Virus (MARV)
und das Sigma-Virus (SIGV) mit dem TwistAmp™-fpg-Kit und dem TwistAmp™-exo-Kit
nachgewiesen (s. Kapitel 3.1.3). Es wurden je drei Durchlaufe mit den beiden
Reagenzienansatzen durchgefihrt.

Im Vergleich zeigten die RT-RPA-Verfahren bei Verwendung des TwistAmp™-fpg-Kits
eine eindeutig geringere analytische Sensitivitat als bei Verwendung des TwistAmp™-
exo-Kits. Die untere Nachweisgrenze der RNA-Molekule/pl mit dem TwistAmp™-fpg-Kit
lag bei EBOV und SIGV bei 1000 Molekiilen/ul, bei MARV sogar bei 10’ Molekiilen/pl.
Unter Verwendung des TwistAmp™ exo-Kit wurden pro Erreger 10 Molekdule/ul der RNA
identifiziert.

Der Grund fur die weniger sensitiven Ergebnisse des fpg-Kits ist nicht eindeutig zu
erklaren. Es ist moglich, dass das FPG-Enzym eine geringere enzymatische Effizienz hat,

als die Exonuklease Ill. Zum Vergleich der Effizienz kann der enzymspezifische Km-Wert
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herangezogen werden. Der Km-Wert steht fiur die Michaelis-Menten-Konstante. Sie
beschreibt die Substratkonzentration, bei der ein Enzym die Halfte seiner maximalen
Enzymreaktivitat erreicht hat (Michaelis et al. 2011). Der Km-Wert der Exonuklease Il
betragt 6,3x 10°M (Schnitte/min) (Kow und Wallace 1985), der vom FPG-Protein liegt im
Bereich von 7x10° M (Schnitte/min) (Boiteux et al. 1990). Der direkte Vergleich der
Effizienz ist so nicht mdglich, da die Enzyme unterschiedliche Reaktionen katalysieren.
Da der Km-Wert aber in der gleichen Gro3enordnung liegt, gibt dies einen Hinweis darauf,
dass die beiden Enzyme eine dhnliche Enzymaktivitat besitzen.

Trotz des ahnlichen Km-Werts, wurde bei Verwendung des TwistAmp™-exo-Kits deutlich
sensitivere Werte erzielt, was darauf schlieRen lasst, dass die Reaktion der Exonuklease
im Gegensatz zur enzymatischen Reaktion des FPG-Enzyms in der RPA-Reaktion besser

funktioniert. Daher wurden die folgenden RPA-Versuche mit diesem Kit durchgefiihrt.

4.1.4  Sensitivitdt und Spezifitat der RT-RPA-Nachweise

Um die analytische Sensitivitdt der RT-RPA-Verfahren zum Nachweis von Sudan-Ebola-
Virus (SUDV), Zaire-Ebola-Virus (EBOV), Marburg-Virus (MARV), Rift-Valley-Fieber-Virus
(RVFV) und der Positivkontrolle Sigma-Virus (SIGV) zu ermitteln, wurden RNA-Standards
in jeweils 8 Durchlaufen mit der RPA gemessen.

Da die Echtzeit-PCR eine weit verbreitete, hochsensitive und spezifische Methode ist und
ahnlich wie bei der RPA Nukleinsauren amplifiziert und gleichzeitig quantifiziert werden,
wurde diese Methode zum Vergleich herangezogen.

Zum Vergleich der RPA mit bestehenden isothermalen PCR-Methoden gibt es
Veroffentlichungen, in denen der Nachweis der RNA von EBOV, MARV und RVFV in der
LAMP-Reaktion beschrieben wurde. Die statistische Auswertung der RPA-Ergebnisse
wurde mit der Probit-Analyse durchgefiihrt, um die pradiktive Anzahl der Molekiile, die
von den jeweiligen Ansatzen in 95% der Falle detektiert werden definieren zu kénnen
(Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1 Vergleich der Sensitivitdten (Molekile/ul) der RT-RPA-Anséatze mit Ergebnissen der
Echtzeit-PCR und Ergebnissen der LAMP (u.g. Publikationen entnommen) (links).
Probit-Analyse der RT-RPA und RPA-Schwellenwert der Sensitivitdtsgrenze (rechts).

Erreger und RPA Echtzeit- LAMP Probit- RPA-Schwellenwert der
Zielgen PCR Analyse Sensitivitatsgrenze(min)
SUDV (NP) 10*-10° 10 _ 21,07 8
EBOV (NP) 10*-10° 10° 10 17,13 7
1 2 1 (1)2
MARV (NP) 10°-10 10 %g) 15,64 4
RVFV (N) 10*-10° 10° 10 (3) 20,9 7
10 (4)
SIGV (G) 10*-10° 10 - 15,63 3

Quellen: (1)(Kurosaki et al. 2007) (2) (Kurosaki et al. 2010), (3) (Le Roux et al. 2009) (4) (Peyrefitte
et al. 2008).

Mit der RT-RPA konnte die Standard-RNA von SUDV, EBOV, MARV, RVFV und SIGV mit
jeweils 10'-10% Molekiilen/pl nachgewiesen werden.

Die Auswertung der Ergebnisse der RT-RPA per Probit-Analyse zeigte, dass die RT-
RPA-Ansatze mit 95%iger Wahrscheinlichkeit zwischen 15 und 21 Molekdile detektieren.
Im Vergleich zur Echtzeit-PCR und der LAMP zeigte sich bei Verwendung der RT-RPA fir
alle getesteten Erreger dhnliche analytische Sensitivitaten. Dies unterstreicht, dass die
RT-RPA eine sehr sensitive Methode ist. Bemerkenswert ist der zeitliche Unterschied der
RPA zu der Echtzeit-PCR und der LAMP-Reaktion. Die Echtzeit-PCR- und die
LAMP-Testungen dauern im Mittel zwischen 40 und 60 Minuten, gelegentlich (Kurosaki et
al. 2007) auch weniger als 30 Minuten. Die RPA wurde durchgéngig in 20-minutigen Tests
durchgefihrt. Der mittlere Schwellenwert, bei dem die Ergebnisse mit der héchsten
Sensitivitat vorlagen, lag zwischen 4 und 8 Minuten.

Zur genaueren Beurteilung der analytischen Sensitivitat sollten verschiedene Stamme der
Erreger getestet und klinischen Proben verwendet werden. In LAMP-Ansétzen konnten
bereits verschiedene Stamme der jeweiligen Viren getestet werden (Kurosaki et al. 2007;
Peyrefitte et al. 2008; Le Roux et al. 2009; Kurosaki et al. 2010). Le Roux et al. und
Peyrefitte et al. beschrieben dariiber hinaus Testungen mit klinischen Proben. Diese
zeigten gute Sensitivitaten fur die LAMP-Ansatze.

Mit der RPA konnten Stammtestungen mit RVFV-Stdmmen durchgefuhrt werden: 18
RVFV-Stamme wurden mit der RT-RPA getestet, alle Stamme wurden detektiert. Dies
spricht fur eine gute analytische Sensitivitdt des RPA-Verfahrens. Fir die Gbrigen Erreger

sind weitere Stammtestungen und Testungen mit klinischen Proben notwendig, um die
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analytische Sensitivitat ferner beurteilen zu kdnnen. Diese Testungen waren im Rahmen
dieser Arbeit nicht moglich.

Um zu evaluieren, wie sensitiv die RNA von vollstdndigen Erregern aus extrahiertem
Vollblut in der RPA nachgewiesen werden kann, wurden RVFV und SIGV als Vertreter der
Negativ-Strang-RNA-Viren  ausgewahlt.  Blutplasma wurde mit aus Virus-
Zellkulturiberstand gewonnenen und durch Gammastrahlung inaktivierten Viren versetzt.
Diese Proben wurden mit der zugehdrigen Echtzeit-PCR in jeweils zwei Durchgangen
gemessen und quantifiziert. Die Proben wurden in drei Durchgangen in der RPA getestet.
Mit der Echtzeit-RT-PCR und mit der RT-RPA war der Nachweis der RNA der RVFV-
Proben, die 100 Molekule/ul enthielten, moéglich. Von den SIGV-RNA-Proben konnten mit
der Echtzeit-RT-PCR 1 Molekul/pl und mit der RT-RPA 10 Molekiile/ul nachgewiesen
werden.

Die analytische Sensitivitdt der beiden Methoden war &ahnlich, womit gezeigt werden
konnte, dass die RPA vergleichend zur Echtzeit-PCR nicht nur aufgearbeitete
Standard-RNA sondern auch vollstéandige Erreger hochsensitiv hachweisen kann. Die
RPA-Ergebnisse zeigten im Vergleich zu den Echtzeit-PCR-Ergebnissen bei Testungen
der Sigma-Virus-RNA-Proben weniger sensitive Werte. Da es sich hierbei um den
Nachweis der Positivkontrolle handelt, die in einer feststehenden Konzentration zur Probe

gegeben werden soll, ist dieses minimal schlechtere Ergebnis nicht entscheidend.

Es sollte ermittelt werden ob die in Blutproben vorhandene humangenomische DNA die
Sensitivitdit der RT-RPA beeintrachtigt. Zunachst wurde die humangenomische
DNA-Konzentration in Nukleinsdureextrakten von 10 Negativ-Seren spektroskopisch
bestimmt. Der Mittelwert lag bei ca. 70 ng/ul. Der EBOV-RT-RPA-Ansatz wurde als
Vertreter fur die RNA-Ansdtze ausgewéhlt und in diesen wurde 70 ng/pl
humangenomische DNA als ,Hintergrund-DNA® in drei Durchlaufen hinzugegeben. Es
konnte eine minimale Zeitverzégerung der RT-RPA-Reaktion beobachtet werden, die
Sensitivitdt der RT-RPA wurde aber nicht beeintrachtigt (s. Abbildung 3.11) . Dies spricht
dafir, dass die Ergebnisse der RT-RPA durch die humangenomische DNA in Klinischen
Proben nicht beeinflusst werden.

Zur Evaluation der Spezifitdt wurden in die jeweiligen RT-RPA-Ansétze, die in dieser
Arbeit verwendeten molekularen RNA/DNA-Standards und humangenomische DNA
gegeben. Es konnten keine Kreuzreaktionen festgestellt werden. Dies spricht insgesamt

fur eine sehr gute analytische Spezifitat der RT-RPA-Verfahren.
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4.2 DNA-RPA

4.2.1 Sensitivitat und Spezifitat der DNA-RPA-Ansétze

Fur den Nachweis der DNA von Bacillus anthracis (BA), Francisella tularensis (Ftu),
Yersinia pestis (Ype) und Variola-Virus (VARV) wurden im Rahmen dieser Arbeit RPA-
Verfahren entwickelt und in 8 Durchlaufen in die RPA eingesetzt. In Tabelle 4.2 ist die
analytische Sensitivitat der RPA-Verfahren, sowie vergleichende Ergebnisse aus
Publikationen Uber Echtzeit-PCR- und LAMP-Nachweise fur diese Erreger aufgefihrt.
Ferner sind der Tabelle die Ergebnisse der statistischen Auswertung der RPA-Ergebnisse
per Probit-Analyse zu entnehmen.

Tabelle 4.2 Vergleich der Sensitivitaten (Moleklle/ul) der DNA-RPA-Nachweise mit Ergebnissen
aus Publikationen Gber Echtzeit-PCR- und LAMP-Nachweise (links). (Die
Umrechnung von Genomaquivalent (fg) in Molekule/ul erfolgte nach der Rechnung
GE (fg)= Basenpaare pro Genom x 618 g mol-1 x 10'/6.023 x1023 mol-1
(Avogadrokonstante)(Tomaso et al. 2010).)

Probit-Analyse der RPA und RPA-Schwellenwert der Sensitivitdtsgrenze (rechts).

Erreger RPA Echtzeit- LAMP Probit- RPA-Schwellenwertder
PCR Analyse Sensitivitatsgrenze(min)
BA 10-10° 10t (1) 10° (8) 778,2 3
capC
BA 10'-10° 10' (1) 10°(8) 15,74 7
pagA
Ype 10%-10° 10%(2) - 19,01 10
2(10fg) (3)
Ftu 10*-10*>  10%(200fg) - 15,72 3
4)
VARV  10%-10° 10'-10°(5) 10° 15,64 10
(Affen-
pocken)
9)
25 (6) 30
(Kamel-
25 (7) pocken)
(10)

Quellen: (1) (Ellerbrok et al. 2002) (2) (Tomaso et al. 2003) (3)(Matero et al. 2010) (4) (Emanuel et
al. 2003; Matero et al. 2010)(5)(Putkuri et al. 2009)(6) (lbrahimy et al. 2003) (7) (Scaramozzino et
al. 2007) (8) (Kurosaki et al. 2009)(9) (lizuka et al. 2009)(10)(Venkatesan et al. 2012).

Die DNA-RPA-Verfahren zeigten eine gute analytische Sensitivitdit. Der BA-capC-
Nachweis wies eine analytische Sensitivitat von 10%-10° Molekilen/ul auf, die anderen
DNA-Verfahren zeigten eine analytische Sensitivitit von 10'-10° Molekiillen/ul. Die
statistische Auswertung per Probit-Analyse ergab, dass die DNA-Anséatze mit 95%iger

Wahrscheinlichkeit zwischen 15 und 19 Molekile detektieren. Nur bei dem BA-capC-
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RPA-Nachweis lag dieser Wert bei 778,2 Molekulen. Der Schwellenwert, bei dem die
Sensitivitatsgrenze erreicht wurde, lag bei den DNA-Nachweisen im Mittel bei 7-10
Minuten.

Die Sensitivitaten der DNA-RPA-Verfahren sind mit Echtzeit-PCR-Ergebnissen aus
Publikationen (s. Tabelle 4.2) vergleichbar. Nur die Ergebnisse des BA-capC-RPA-
Nachweises fiel etwas schlechter aus und dementsprechend die statistische Auswertung
der Probit-Analyse. Die Echtzeit-PCR zum Nachweis von BA capC nach Ellerbrok et al.
wurde vergleichend durchgefiihrt. Die Sensitivitaten lagen wie die der RPA bei 10%-10°
Molekulen/ul. Daher ist es mdglich, dass die weniger sensitiven Werte nicht aufgrund des
RPA-Ansatzes sondern aufgrund der Zielsequenz zu erklaren sind. Um dies zu
Uberprifen, waren weitere Versuche mit anderen capC-Standards notwendig. FlUr den
molekularen Nachweis von BA ist es wichtig, dass die beiden Ansatze pagA und capC
gleiche Sensitivitdten aufweisen, da pagA auf dem Plasmid px01 und capC auf dem
Plasmid px02 liegt und BA erst als virulent gilt, wenn beide Plasmide vorhanden sind
(Kaspar und Robertson 1987).

Die Ergebnisse der DNA-RPA-Nachweise lagen im Gegensatz zu den Ergebnissen der
RT-RPA-Anséatzen (4-8 Minuten) nach 7-10 Minuten vor. Dies kdnnte daran liegen, dass
bei der RT-RPA-Reaktion durch die anhaltende Produktion der cDNA durch die Reverse
Transkriptase mehr Vorlagen vorhanden sind an die Primer und Sonden binden kénnen,
woraufhin die Fluoreszenz schneller ansteigt, dhnlich wie bei der NASBA-Reaktion
(Fakruddin et al. 2012).

Mit einer Gesamtversuchzeit von 20 Minuten ist die RPA der Echtzeit-PCR und der LAMP
uberlegen, die im Mittel zwischen 40 und 60 Minuten (Emanuel et al. 2003; Ibrahimy et al.
2003; Scaramozzino et al. 2007; Kurosaki et al. 2009; Matero et al. 2010) und nur
gelegentlich ca. 25 Minuten. (Ellerbrok et al. 2002) dauern.

Um die analytische Sensitivitait der DNA-RPA-Nachweise zu bewerten, miussen
Stammtestungen durchgefiihrt werden. Dies konnte fiir den Ftu-RPA-Nachweis erfolgen.
Es wurden 9 Stimme getestet: Ein Stamm von F. tularensis subs. tularensis, drei Stamme
von F. tularensis subs. holarctica, ein Stamm von F. hispaniensis, drei Stdmme von F.
novicida und ein Stamm von F. philomiragia. Alle Stdmme, bis auf F. philomiragia, wurden
mit dem Francisella-tularensis-RPA-Ansatz detektiert. Bei F. philomiragia handelt es sich
um einen fischpathogenen Francisella-Stamm. Infektionen beim Menschen werden nur
selten beobachtet. Hollis et al. untersuchten 14 Francisella philomiragia Stdmme, die von

infizierten Menschen isoliert wurden. Funf der Patienten hatten Ertrinkungsunfalle
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Uberlebt, weitere 5 Patienten hatten chronisch granulomatése Erkrankungen (Hollis et al.
1989). Dies verdeutlicht, dass die Infektion beim Menschen zwar auftreten kann, aber
eher in Extremféllen, z.B. bei immunsupprimierten Menschen. Somit ist ein Nachweis
dieses Erregers aufgrund geringer Humanpathogenitat nicht zwingend erforderlich.

Im November 2011 wurden zwei Félle von Tulardmie in Tasmanien beobachtet. Die
Infektionen wurden durch Francisella tularensis subspecies holarctica biovar japonica
ausgelost (Promedmail 2011, URL:
http://www.promedmail.org/direct.php?id=20111122.3425, Stand: 01.12.2014). In
Australien wurde bereits 2003 ein Fall von Tulardmie einer novicida-ahnlichen
Francisella-Spezies berichtet (Whipp et al. 2003). Das Auftreten der Tulardmie in der
sudlichen Hemisphere ist eher selten. Bei genetischen Abweichungen, die bei solchen
untypischen Vorkommen von Francisella-Spezies nicht unwahrscheinlich sind, ware es
mdglich, dass der hier entwickelte RPA-Nachweis diese Stamme nicht detektiert. Dies
kébnnte nur durch die Testung und Kontrollsequenzierung der Zielsequenzen der
betreffenden Stamme abgesichert werden.

Erstrebenswert ware die Entwicklung eines RPA-Ansatzes, gegebenenfalls auch als
Multiplex-Reaktion, der die humanpathogenen Francisella-Stamme voneinander
differenzieren kann, da sich diese in ihrer Virulenz stark unterscheiden und somit
unterschiedliche prognostische Aussagen gemacht werden kdnnten.

Neben den Stammtestungen wurden zur Bewertung der analytischen Sensitivitét des
Francisella-tularensis-Entwurfes Testungen mit Franicsella-tularensis-DNA von natrlich
infizierten Hasenproben durchgefiihrt. Neun Proben mit extrahierter DNA aus diesen
Geweben wurden vergleichend in den tul-4-Echtzeit-PCR-Ansatz und in den tul4-RPA-
Ansatz eingesetzt. Im Echtzeit-PCR-Ansatz wurden 6 von 9 Proben, im RPA-Ansatz 4 von
9 Proben positiv detektiert (s.Tabelle 3.10). Der RPA-Ansatz zeigte somit eine etwas
schlechtere Sensitivitat als der Echtzeit-PCR-Ansatz. Allerdings lagen bei den zwei
Echtzeit-PCR-positiven- und RPA-negativen-Proben die Crossing-point(Ct)-Werte der
Echtzeit-PCR dber Ct 35. In der Routinediagnostik werden Echtzeit-PCR-Ct-Werte Uber
35 als fraglich positiv gewertet und deswegen zur Bestatigung wiederholt. Werte tber 40
gelten als negativ. Ohne Bestatigung der zwei Werte, die in der Echtzeit-PCR mit einem
Ct-Wert uber 35 positiv detektiert wurden, bleibt dieser Wert fraglich positiv und l&sst
darauf schlieRen, dass die RPA vergleichend sensitive Ergebnisse liefert wie die Echtzeit-
PCR.

Um zu testen, wie sensitiv die DNA von vollstdndigen Erregern aus extrahiertem Vollblut

von der RPA nachgewiesen werden kann, wurde fur die DNA-Erreger BA (als Vertreter
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der gram-positiven Bakterien), Ype (fur die gram-negativen Bakterien) und Vaccinia Virus
(VAV) (als DNA-Virus und als Vertreter fur VARV) ausgewahlt. Es wurde Blutplasma mit
den aus Bakterienkultur oder Virus-Zellkulturiberstand gewonnenen, durch
Gammastrahlung inaktivierten Erregern versetzt und mit der zugehdrigen Echtzeit-PCR in
jeweils zwei Durchgéangen gemessen und quantifiziert. Mit der RPA wurden jeweils drei
Durchlaufe mit den Proben durchgefihrt. Mit der Echtzeit-PCR und mit der RPA konnten
10 Molekule/ul der DNA von Bacillus anthracis, Yersinia pestis und Vaccinia-Virus
nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die analytischen Sensitivitaten
der RPA und Echtzeit-PCR bei Testung mit aufgereinigter DNA aus vollstandigen
Erregern vergleichbar ist. Mit der LAMP-Reaktion konnten bereits Proben von Bacillus
anthracis ohne Nukleinsaureaufreinigung effektiv nachgewiesen werden (Dugan et al.
2012) . Um zu zeigen, dass die RPA die DNA der Erreger auch ohne Aufreinigung
nachweisen kann, sind weitere Testungen notwendig.

Wie bei den RT-RPA-Verfahren wurde fiir die DNA-RPA-Verfahren ein Erreger-Nachweis
ausgewahlt (BA-pagA), in den humangenomische DNA gegeben wurde, um eine
Beeinflussung der analytischen Sensitivitdt ausschlieBen zu kénnen. Die Zugabe der
humangenomischen DNA ergab keine Veranderung der Sensitivitat. Dies weist darauf hin,
dass bei Testungen mit infizierten Gewebeproben, die darin enthaltene
humangenomische DNA kein Storfaktor darstellt.

Uberdies wurden zur Evaluierung der Spezifitat Kreuztestungen durchgefiihrt. In die DNA-
RPA-Nachweise wurden aufgrund der Doppelstrangkonfiguartion die
pCR®II-Plasmidstandards der entwickelten RT-RPA-Verfahren (SUDV, EBOV, MARYV,
RVFV und SIGV) eingesetzt. Zudem wurden die DNA-Standardreihen (BA capC, BA
pagA, Ype, Ftu, VARV) und humangenomische DNA mit den DNA-Nachweise getestet.
Die DNA-RPA-Nachweise stellten sich als sehr spezifisch heraus, da sie weder die
RNA/DNA-Standards, noch die humangenomische DNA detektierten.

Das Variola-Virus unterscheidet sich von den anderen Orthopocken-Stammen in einer
hoheren Virulenz und bei einer Variola-Infektion wird eine hohere Letalitdt beschrieben
(Fenner 1988). Zur Abgrenzung der RPA zum Nachweis des Variola-Virus von weiteren
Orthopocken-Stammen (z.B. Vaccinia-Virus, Kamelpocken, Affenpocken) wurde das
VARV-RPA-Amplikon in einen Bereich gelegt, in dem sich die Sequenz der DNA des
Variola-Virus spezifisch von der Sequenz der DNA der anderen Orthopocken-Viren
unterscheidet. Ferner wurden die Primer nach dem ,amplification refractory mutation

system* (ARMS)-Prinzip entworfen. Dieses besagt, dass fur die Hybridisation des Primers
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die drittletzte Position am 3’-Ende entscheidend ist (Newton et al. 1989). Zur
Differenzierung eng verwandter Zielsequenzen in der Amplifikation werden deswegen
einzelne Nukleotide die sich in den Sequenzen unterscheiden an diese drittletzte Position
des 3'-Endes der Primer platziert. Da dieses Prinzip in der Echtzeit-PCR erfolgreich
angewendet wurde (Weidmann et al. 2003), wurden die Variola-Virus-Primer an der
drittletzten Position des 3‘-Endes spezifisch fur die Variola-Virus-Sequenz und
abweichend zu den anderen Orthopockensequenzen entworfen.

Die DNA der folgenden Orthopocken-Stamme wurden mit dem VARV-RPA-Verfahren
getestet: Vaccinia-Virus (Elstree 5), Kamelpocken (CP19), Affenpocken (MP4),
Orthopocken (OPV 90/3). Keine dieser Stamme wurde mit dem VARV-RPA-Verfahren
detektiert. Dies unterstreicht die Spezifitdat des Variola-Virus Nachweises auch innerhalb
der Orthopockenstamme und macht es moglich, die Variola-Virus Infektion eindeutig von

einer Infektion mit anderen Orthopocken-Stammen zu differenzieren.

4.3  Optimierung und Ausblick der RPA

Die Ergebnisse der RPA-Nachweise dieser Arbeit sind bezlglich Sensitivitat, Spezifitat
und Geschwindigkeit vielversprechend. Jedoch sind Optimierungs- und Anderungsschritte
fur diese Methode notwendig, um sie in einem weiten Spektrum in der molekularen
Diagnostik einsetzen zu kdnnen.

Da die exo-Sonde fir das TwistAmp™ exo-Kit mit einer Lange von 45 Basenpaaren recht
lang ist, wéare eine Kirzung der Sonde winschenswert, da nicht immer konservierte
Bereiche in dieser Lange in den nachzuweisenden Zielsequenzen zu finden sind. Eine
Moglichkeit dies zu erreichen, konnte der Einbau von modifizierten dNTPs in die Sonde
sein. Die dNTPs konnen beispielsweise durch Basenmodifikation an C5-Position des
Pyrimidins mit einem hydrophoben Methylrest, oder an C2-Position des Purins mit einem
Aminorest versehen werden, was die Affinitat zur Anlagerung an die
Komplementéarsequenz verstarkt. Derartig modifizierte dNTPs erwiesen sich als effektiv
beim Einsatz von Oligonukleotiden in der PCR (Lebedev et al. 1996) und auch fir Sonden
und Primer der Echtzeit-PCR (Kutyavin 2008). Daher ist es denkbar, dass sie bei der RPA
ebenso gut funktionieren.

Dass die RPA auch in Multiplex-Ansétzen funktioniert, wurde bereits gezeigt (Piepenburg
et al. 2006). Multiplex bedeutet, dass mehrere Primer-Sonden-Paare in einen Ansatz
gegeben werden, in dem gleichzeitig mehrere Erreger detektiert werden kénnen. Wichtig

ist, dass die Primer und Sonden, die zu dem Ansatz hinzu gegeben werden nicht
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miteinander interagieren oder kompetitieren und somit die Sensitivitdt und Spezifitat der
einzelnen Nachweise beeinflussen.

Fiur eine Multiplex-RPA mit mehr als zwei Erregern wére es notwendig den ESEQuant
Tubescanner insofern zu optimieren, dass er mehrere verschiedenen Farbstoffe
voneinander differenzieren kann. Bisher ist es nur méglich zwei Farbstoffe voneinander zu
differenzieren (im Standard-Tubescanner ist dies FAM™ und TAMRA™/ bzw FAM™ und
ROX™),

In dieser Arbeit wurden die RPA-Ergebnisse qualitativ ausgewertet: Nach Ablauf des
Versuchs konnte festgestellt werden, ob die RNA/DNA bis zu einer gewissen Menge in
der Probe vorhanden ist oder nicht. Bei der Echtzeit-PCR kann per absoluter
Quantifizierung (durch den Vergleich zu einer Standardkurve) oder die relative
Quantifizierung (durch Vergleich des Zielgens zu einem Referenzgen) die Menge der
RNA/DNA berechnet werden (Ferre 1992). Die Quantifizierung von RNA und DNA mit der
RPA ist mit der RPA-Enzymmischung, die derzeit von TwistDx zur Verfligung gestellt wird
nicht mdoglich, weil die Enzymmischung auf Leistung und damit einem explosiven
Reaktionsgeschehen eingestellt ist. Dies gewahrleistet eine robuste und hochsensitive
Leistungsfahigkeit der RPA-Reaktion. Eine regelmafiige, lineare Reaktonskinetik, wie sie
fur eine quantitative Bestimmung notwendig ist, ist zwar grundsatzlich mdglich

(Piepenburg et al. 2006), aber zur Zeit nicht verflgbar.

Insgesamt zeigte sich die RPA mit schnellen, hochsensitiven und hochspezifischen
Reaktionen als vielversprechende isothermale Amplifikationsmethode und kdnnte gut far
die Integration in ein mobiles Detektionsgerét fur die Notfalldiagnostik von emergenten
Infektionserregern dienen.

Die Integration der RPA in eine ,Lab-Disc* ist bereits beschrieben. Diese ,Lab-Disc*
besteht aus mehreren Reaktionskammern, die in einer CD-férmigen Scheibe angebracht
sind. Durch Zentrifugation wird die Reaktionsfliissigkeit in randstandig liegende Kammern
transportiert, um parallel bis zu 30 verschiedene RPA-Reaktionen zu ermdglichen (Lutz et
al. 2010).

Die in dieser Arbeit beschreibenen RPA-Verfahren kénnten in einen Schnelltest integriert
werden, der ahnlich der oben beschriebenen ,Lab-Disc* aufgebaut ist, um den zeitnahen
gleichzeitigen Nachweis der Erreger in Patientenmaterial zu erlauben. Eine
Herausforderung durfte dabei die klinische Evaluierung der integrierten Plattform
darstellen, da Patientenmaterialien fir diese Erkankungen nicht ausreichend zur

Verfiigung stehen.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von Rekombinase-Polymerase-Amplifikations(RPA)-
Verfahren zum Nachweis der hochpathogenen Erreger Sudan-Ebola-Virus (SUDV), Zaire-
Ebola-Virus (EBOV), Marburg-Virus (MARYV), Rift-Valley-Fieber-Virus (RVFV), Variola-Virus
(VARV), Francisella tularensis (Ftu), Yersinia pestis (Ype) und Bacillus anthracis (BA).
Zusatzlich sollte eine interne Positivkontrolle auf der Basis des Sigma-Virus (SIGV, Minus-
Strang-RNA-Virus, Rhabdoviridae) integriert werden.

Fiar alle Viren mit einem RNA-Genom (SUDV, EBOV, MARV, RVFV, SIGV) wurden
Reverse-Transkriptase(RT)-RPA-Nachweisverfahren etabliert. Der Nachweis bakterieller
Erreger (Ftu, Ype, BA) und des Variola Virus (VARV), erfolgte auf der Basis des DNA-
Genoms. Drei bis acht Primerpaare wurden jeweils fiir die verschiedenen Erreger anhand
der Zielsequenzen selektiert und RPA-Sonden entworfen. Zusatzlich wurden molekulare
Standards (107-10" Molekiile/ul) der Zielsequenzen hergestellt und die sensitivsten
Primer/Sonden-Kombinationen der einzelnen Verfahren ermittelt. Aufgrund der
Stammvariabilitdt von Francisella tularensis wurden hier zuséatzlich verschiedene Stamme
analysiert. Die Spezifitdt der RPA-Verfahren wurde durch Kreuztestungen untereinander
und mit humangenomischer DNA untersucht. Die Testverfahren wurden auch mit gespikten
Blutplasmaproben (RVFV, SIGV, BA und Ype) analysiert.

Fur alle Erreger konnten RPA-Nachweise entwickelt werden. Die analytische Sensitivitat
lag zwischen 10%-10°Molekiilen/ul. Die Probit Analyse zeigte, wie viele Molekile
theoretisch in 95% der Testldufe nachgewiesen werden kénnen. Dieser Wert lag fir fast
alle RPA-Anséatze zwischen 16-21 Molekilen, fir den BA(CapC)-RPA-Nachweis lag der
ermittelte Wert bei 778 Molekilen. Der Ausschluss von Kreuzamplifikationen zeigte die
hohe Spezifitat der RPA-Verfahren auf. Beim Vergleich von RPA und Echtzeit-PCR waren
beim Einsatz von gespiktem Blutplasma mit vollstandigen, inaktivierten Erregern (RVFV,
SIGV, BA und Ype) keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
beiden Methoden nachweisbar. Die Vorziige der RPA liegen jedoch in der Geschwindigkeit
des Nachweisverfahrens, da ein Ergebnis schon in weniger als 10 Minuten erzielt werden
kann. Die hohe Geschwindigkeit des Verfahrens, der einfache Versuchsaufbau und der
erfolgreiche Einsatz an gespikten Blutplasmaproben ertffnen die Perspektive flr einen

zuklnftigen breiten molekulargenetischen Point-of-Care-Einsatz dieses Verfahrens.
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6.1 Sequenzanalysen

Die Sequenzanalysen wurden mit DNASTAR Lasergene™ SegMan durchgefihrt. Als
Vergleichssequenz dienten die in Kapitel 3.1.1 und 3.2.1 beschriebenen Sequenzen.

SBIB 1@]@9 15IBB
Cowverage — ]
[ Conflicts
Contig 1
BA CapC Insert{l:>201) «-=-4

Seqlab BA CapC for.seq{1>1835) _—

Abbildung 6.1 Sequenzanalyse Bacillus anthracis capC

‘IEI:BEI ZE’I:BE’I

Coverage ——]
[ conflicts
Contig 1 L ——
BA Pagh Ihsert reil1>1722) | —————
Seglab BA Pagf rev.segil»1863) &E----- 4

Abbildung 6.2 Sequenzanalyse Bacillus anthracis pagA

SBIIB 15?@ 15‘58
Coverage —e—— ]
[ Conflicts
Contig 1 T — |
Ftu tuld Insert{l>649) | e

Sealab Ftu tuld for.seail>1862) |

Abbildung 6.3 Sequenzanalyse Francisella tularensis tul4
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Coverage ———
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Seqlab YARY ha for.seqii>1821} -

Abbildung 6.4 Sequenzanalyse Variola-Virus ha
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Seqlab Ype pla for.seq{l1>103@) |

Abbildung 6.5 Sequenzanalyse Yersinia pestis pla
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6.2

RPA-Amplikons

Die RNA- und DNA-RPA-Amplikons wurden anhand der aktuell verfugbaren RNA- und
DNA-Sequenzen der Onlinedatenbank mit DNASTAR Lasergene™ MegAlign entworfen.
(Die in den Abbildungen dargestellte Oligonukleotidsequenz kann an den 5-Enden von den
verwendeten Primer/Sonden-Sequenzen (s. Material- und Methoden) abweichen, da zum
Teil endstandige Nukleotide beim Alignment nicht richtig positioniert wurden).

6.2.1

Sequence Name

RNA-Amplikons

< Pos=1738

- L B
B consensus
4 Seguences

L] []
AACTATHCCAGOT GETGTTGTTGACCCOTAT GATOAT GACAGTAATAATTATCCTGACTACGAGGATTCGECT GAAGGCACCACACCAGATCTTGATCTCTT CAATTT GOACCACGACGAT GAXGACAGCC
1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840 1850 1860

AF173836 Sudan
AYT28664 Sudan

42352909 seq
S5T70807.5e0
165940954 5eq

EBOS Primer FP 2

EBOS Probe 1 rc
EBOS Probe 2 rc

AACTATTCCAGOTGGTOTTGTTOACCCGTATGATCAT GAGAGTAATAATTATCCTGACTACGAGGATTCOGCTGAAGGCACCACAGCGAGATCTTGAT CTCTTCAATTTGOACCGACGACGAT GAT GACAGCT
AACTATCCCAGGTGGTGTTGTTGACCCGTATGATGATGAGAGTAATAATTATCCTGACTACGAGGATT CGGCTGAAGGUACCACAGGAGATCTTGAT CTCTTCAATTT GGACGATGACGAT GACGACAGCC
AACTATCCCAGGTGOTGTTGTTGACCCGTATCATCATCAGAGTAATAATTATCCTGACTACGAGGATTCGGCT GAAGGCACCACAGGAGATCTTOAT CTCTTCAATTT GOACGACGACGAT GACGACAGCC
AACTATCCCAGOTGOTOTTGTTOACCCOTATGATOAT GACAGTAATAATTATCCTGACTACGAGGATTCGGCT GAAGGCACCACAGCAGAT CTTGAT CTCTT CAATTT GOACCACGACGAT GACGACAGCT
AACTATTCCAGOTGOTOTTGTTGACCCOTATGATOAT GACAGTAATAATTATCCTGACTACGAGGATTCGGCT GAAGGCACCACAGCAGACCTTGAT CTCTT CAATTT GOACCACGACGAT GAT GACAGCT
AACTATYCCAGOTGGTGTTGTTGACCCGT

TACGAGGATTCOGCT GAAGGCACCACAGGAG

EBOBPHMEIRP 2FL |- - <« = =« = = @ = = @ = =@ @@ @@ t il TCTTCAATTT GGACGACGACGAT GAY GACAGCC

Abbildung 6.6 Sudan-Ebola-Virus

Sequence MNarm

= Pos=1772

- L B
[ cansensus
26 Sequences

GATGACGACAATCCTGGCCATCAAGATGATGATC CGACTGACTCACAGGATACGAL CATTCCCGATGTGEETGETTGATCCCGATGATGGARGCTACGECGAATACCAGAGTTACTCGE CGGCATGAATGCACCAGATGACTTEETCCTATTCGATC TAGACGAGGACG
e e S T T T T 7 = T T T 7 T T T T
! 1780 1730 1800 1510 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1580 1830 1900 1810 1320 1330 1340

J04337.1

L11365.1

AFDBEE33.
AY142960.
AF439101.
AF272001.
EU224440.
AV354458.
Y09356.1

AFD54908,
AYD58695.
EUD51643.
EUDS1646.
EUD51645.
EU051642.
EUQ51640.
EUQ51633.
EUD51650.
EUD51649.
EUD51644.
EUDS164L.
EUD51645.
EU051647.
ZEBOV-RPA-FP3
ZEBOV-RPA-pro
ZEBQ

e EN

[ i ol ol SIS

=

GATGACGACAATCCTGGCCATCALGATGATGATC CGACTGACTCACAGGATACGACCATTCCCGATGTGGTGOTTCATC CCGATCAT GEAAGCTAC GG CAATAC CAGAGT TACT COCARAA CGGCATGAATGCAC CAGATGACTTGGTC CTATTCGATC TAGACGAGGACG

GATGACGACAATCCTGGCCATCALGATGATGATC CALCTCACTCACALGATACGACCATTCCTGATGTGGTGOTTCATC CCGATCAT GEAAGCTAC GG CAATAC CAGAGT TACT COCARAA CGGCATCAATGCAC CAGATGACTTGGTCCTATTCOATC TAGACGAGGACG
GATGACGACAATCCTGGCCATCALGATGATGATC CGACTGACTCACAGGATACGACCATTCCCGATGTGGTGOTTCATC CCGATCAT GEAAGCTAC GG CAATAC CAGAGT TACT COCARAA CGGCATGAATGCAC CAGATGACTTGGTC CTATTCGATC TAGACGAGGACG
GATGACGACARTCCTGGCCATCAMGATEATGATC CAACTGACTCACAAGATACGACCATTCCTGATGTEFTGETTEATC CCRATGAT GRAAGCTAC FECGAATACCAGAGTTACTCEEARALCGECATGAATGCAC CAGATGACTTGGTCCTATTCGATCTAGACGARGACE
GATGACGACARTCCTGGCCATCAAGATGATGATCCGACTGACTCACAGGATACGACCATTCCCGATGTEETGGTTGATCCCEATGAT GGAAGCTACGECGAATACCAGAGTTACTCGGARAACGRCATGAATRCAC CAGATGACTTGGTCCTATICGATCTAGACGARGACE
GATGACBACAATCCTRGCCATCAAGATGATGATCCGACTGACTCACABGATACGACCATTCCCGATGTERTGETTRATCCCRATGAT GGAARCTACBECGAATACCAGAGTTACTCGGARALCGRC ATGAATRCAC CAGATGACTTRGTCCTATTCGATC TAGACGARGACE
GATGACGACAATCCTGGCCATCAAGATGATGATCCGACTGACTCACABGATACGACCATTCCCGATGTEETGETTGATC CCGATGATGGAAGCTACGGCGAATACCAGAGTTACTCGGARALCGGC ATGAATRCAC CAGATGACTTGGTCCTATTCGATC TAGACGARGACE
GATGACGACARTCCTGGCCATCAMGATGATGATC CGACTGACTCACAGGATACGACCATTCCCGATGTEETGETTGATC COGATGATGGAAGCTACGGCGAATACCAGAGTTACTCGGARALCGECATGAATRCAC CAGATGACTTGGTC CTATTCGATC TAGACGABGACE
GATGACGACANTCCTGGCCATCAMGATGATGATE CGACTGACTCACAGGATACGAC CATTC CCGATGTEETGETTGATC COGATGAT GGAAGCTAC GGC GALTAC CAGAGTTACTCGGEARALCGGCATGAATGCAC CAGATGACTTGGTC CTATICGATC TAGACGAGGACS
GATGACGACAATCCTGGCCATCALGATGATGATC CGACTGACTCACAGGATACGACCATTCCCGATGTGGTGOTTCATC CCGATCAT GEAAGCTAC GG CAATAC CAGAGT TACT COCARAA CGGCATGAATGCAC CAGATGACTTGGTC CTATTCGATC TAGACGAGGACG
GATGACGACAATCCTGGCCATCALGATGATGATC CGACTGACTCACAGGATACGACCATTCCCGATGTGETGOTTCATC CCGATCAT GEAAGCTAC GG CAATAC CAGAGT TACT COCARAA CGGCATGAATGCAC CAGATGATTTGATCCTATTCOATC TAGACGAGGACG
GATGACGACARTCCTGGCCATCAMGATEATGATC CGACTGACTCACAGGATACGACCATTCCCGATGTEFTGETTEATC CCRATGAT GRAAGCTAC FECGALTACCAGAGTTACTCEEARALCGECATGAATGCAC CAGATGACTTGGTC CTATTCGATCTAGACGARGACE

GATGACGACANTCCTGGCCATCAMGATGATGATE CGACTGACTCACAGGATACGAC CATTC CCGATGTEETGETTGATC COGATGAT GGAAGCTAC GGC GALTAC CAGAGTTACTCGGEARALCGGCATGAATGCAC CAGATGACTTGGTC CTATICGATC TAGACGAGGACS
—--GACGACAATCCTGGCCATCAAGATGATGATCC

TGATGGAAGCTACGGC GAATACCAGAGTTICTCGLARLLCGECATG

CTTGGTCCTATTCGATCTAGACGAGGACG

Abbildung 6.7 Zaire-Ebola-Virus
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Seguence Mame - Pos=1125

- - - []

[ consensus GCGACATGAACAT TTCAAGCTATTGCCGAGGAT TATT. TTCCACCTT: TGALAT TCAGACACTAGCCGTCCT TTAGCTCGT
37 Seguences 20 50 40 =] &0 70 80 50 100 110 120 130 140 150 160

z12132 355429 Mu
229337 Fopp
NC_001608 Popp
DRZ17792 Kenya
AY430366 Kenya
AT430365 Kenya
66495 Fopp
NC_001608 Popp
229337 Fopp
M72714 Musoke
212132 Musoke
DQ447653 Angola
DO447654 Angola
DO447655 Angola
DQ447656 Angola
D447657 Angola
DQ447658 Angola
DR447659 Angola
DQ447660 Angola
DR447650 Angola
DR447651 Angola
AY358025 South Af
254680067 .58
254680075, 520
254688083 .seq
MLR RPA-2 FP1
MAR RPA-Z P ro
MARP RPA-2 RF re
DQ447645 Angola
D447652 Angola
254688035, 38
254680043 . seq
254680051 . 520
254688059 . seq
MARP RFA-3 FP
MAR BPA-3 P rc
MARP RFA-3 RF T

GOGACATGALCATCAGGAAATTCAAGC TATTGCCGAGGATGAC GAGGALAGGAAGATATTAGAAC A ATTCCACC TTCAGARAACTGALATC ACACACAGTCAGAC ACTAGCCGTCCTCAGCCAGAARCGAGARAAATTAGCTCGT
GCGACATGALCATCAGGAAATTCARGCTATTGC AGAGGATGAT! GRAGLTATT. TTCCACCTT: TGALATCACACACAGTCAGACACTAGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGARALATTAGCTCGT
GOGACATGALCATCAGGAAATTCAAGC TATTGCAGAGGATGATGAGGAGAGGAAGATAT TAGAAC A ATTCCACC TTCAGARAACTGALATC ACACACAGTCAGAC ACTAGCCGTCCTCAGCCAGAARCGAGARAALTTAGCTCGT
GCGACATGALCATCAGGAAATTCARGCTATTGCCGAGGAT: GRAGATATT. TTCCACCTT: TGAAATCACACACAGTCAGACACTAGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGARAMATTAGCTCGT
GCGACATGAACATCAGGRALTTCARGCTATTGCCGAGGATGACGAGGALAGGALGATATTAGAAC ARTTCCACCTTCAGARLACTGALATC ACACACAGTCAGACAC TAGCCGTCCTCAGCC AGALACGAGALRAATTAGCTCGT
GOGACATGAACATCAGGRALTTCARGCTATTGCCGAGGATGACGAGGARAGGAAGETATTAGLAC AATTCCACCTTCAGRRLACTGALATCAC ACACAGTCAGACAC TAGCCGTCCTC AGCC AGARACGAGLARAATTAGCTCGT
GCGACATGAACATCAGGRAATTCARGCTATTGC AGAGGATGATGAGGAGAGGALGATATTAGAAC ARTTCCACCTTCAGARAACTGALATCACACAC AGTCAGACAC TAGCCGTCCTCAGCCAGALACGAGALRAATTAGCTCGT
GOGACATGALCATCAGGAAATTCAAGC TATTGCAGAGGATGATGAGGAGAGGAAGATAT TAGAAC A ATTCCACC TTCAGARAACTGALATC ACACACAGTCAGAC ACTAGCCGTCCTCAGCCAGAARCGAGARAALTTAGCTCGT
GCGACATGALCATCAGGAAATTCARGCTATTGC AGAGGATGAT! GRAGLTATT. TTCCACCTT: TGALATCACACACAGTCAGACACTAGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGARALATTAGCTCGT
GOGACATGALCATCAGGAAATTCAAGC TATTGCCGAGGATGAC GAGGALAGGAAGATATTAGAAC A ATTCCACC TTCAGARAACTGALATC ACACACAGTCAGAC ACTAGCCGTCCTCAGCCAGAARCGAGARAAATTAGCTCGT
GCGACATGALCATCAGGAAATTCARGCTATTGCCGAGGAT: GRAGATATT. TTCCACCTT: TGAAATCACACACAGTCAGACACTAGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGARAMATTAGCTCGT
ACGACATGAACATCAGGRALTTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGALAGGALGATATTAGAAC ARTTCCACCTTCAGARLACTGALATCACACACAGTCAGACACTCGCCGTCCTCAGCC AGALACGAGALLARTTAGCCCGC
ACGACATGLACATCAGGRARTTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGALAGGAAGATATTAGLACAATTCCACCTTCAGARLACTGRLATCACACACAGTCAGACACTCGCCGTCCTCAGCCAGALACGAGAALARTTAGCCCGC
ACGACATGAACATCAGGRAATTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGALAGGALGATATTAGAAC AATTCCACCTTCAGARRACTGAAATCACACAC AGTCAGACACTCGCCGTCCTCAGCCAGALACGAGARLARTTAGCCCGC
ACGACATGALCATCAGGRARTTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGALAGGAAGETATTAGLAC AATTCCACCTTCAGARLACTGALATCAC ACACAGTCAGACACTCGCCGTCCTC AGCCAGALACGAGAALARTTAGCCCGC
ACGACATGALCATCAGGAAATTCARGCTATTGCCGAAGAT: GRAGLTATT. TTCCACCTT: TGALATCACACACAGTCAGACACTCGCCGTCCTCAGCCAGAARCGAGARARATTAGCCCGE
ACGACATGALCATCAGGAAATTCAAGC TATTGCCGAAGATGAC GAGGALAGGAAGATATTAGAAC AATTCCACCTTCAGARLACTGALATCACACACAGTCAGACACTCGCCGTCCTCAGCCAGAAACGAGALLAATTAGCCCGC
ACGACATGAACATCAGGAAATTCARGCTATTGCCGAAGAT: GRAGATATT. TTCCACCTT: TGALATCACACACAGTCAGACACTCGCCGTCCTCAGCCAGAARCGAGARARATTAGCCCGE
ACGACATGALCATCAGGALATTCAAGC TATTCCCGALGATGAC GAGGALAGGAAGATATTAGAAC AATTCCACCTTCAGARLACTGALATCACACAC AGTCAGACACTCGCCGTCCTCAGCCAGALACGAGALLAATTAGCCCGC
GCGACATGAACATCAGGAAATTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGARAGGAAGATATTAGAACAGTTCCACCTTCAARAAACTGALATCACACACAGTCAGACACTTGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGARRAATTAGCTCGT
GCGACATGAACATCAGGRALTTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGALAGGALGATATTAGAAC AGTTCCACCTTCAARRAACTGALATC ACACACAGTCAGACAC TTGCCGTCCTCAGCC AGALACGAGALLAATTAGCTCGT
GOGACATGAACATCAGGRALTTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGARAGGAAGETATTAGLAC AGTTCCACCTTCAAR R ACTGALATTAC ACACAGTCAGACAC TTGCCGTCCTC AGCC AGARACGAGLARARTTAGCTCGT
GCGACATGALCATCAGGAAATTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGARAGGALGATATTAGAACAGTTCCACCTTCAARAAACTGALATCACACACAGTCAGACACTTGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGARRAATTAGCTCGT
GOGACATGALCATCAGGAAATTCAAGC TATTGCCGAAGATGAC GAGGALAGGAAGATATTAGAAC AGTTCCACC TTC AR LR ACTGALATCACACACAGTCAGACACTTGCCGTCCTCAGC CAGAARCGAGARAAATTAGCTCGT
GCGACATGAACATCAGGAAATTCARGCTATTGCCGAAGATGACGAGGARAGGAAGATATTAGAACAGTTCCACCTTCAARAAACTGALATCACACACAGTCAGACACTTGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGARRAATTAGCTCGT
————CATGAACATCAGGRAATTCAAGCTATTGCMGARG

GRAGATATTAGARCARTTCCACCTTCARAALACTGARATCACACACA

CGTCCTCAGCCAGALACGAGAALLATTAG
GOGACATGAACACCAGGRALTTCAGGCCATCGCCGAGGATGACGAAGAGAGLALLRTATTAGLAC AGTTCCATCTCCAGRAGACTGAGATTAC ACAC AGTCAGACATTGGCCGTCCTC AGCC AGALACGAGAGRAACTAGCCCGT
GCGACATGALCACCAGGAAATTCAGGCCATCGCCGAGGAT: TATT. TTCCATCT! TGAGATTACACACAGTCAGACATTGGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGAGAAACTAGCTCGT
GOGACATGALCACCAGGAAATTCAGGCCATCGCCGAGGATGAC GAAGAGAGA AL LA TATTAGAAC AGTTCCATC TCC AGAAGACTGAGATTAC ACACAGTCAGACATTGGCCGTCCTCAGC CAGAARCGAGAGAAACTAGCTCGT
GCGACATGALCACCAGGAAATTCAGGCCATCGCCGAGGAT: TATT. TTCCATCT! TGAGATTACACACAGTCAGACATTGGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGAGAAACTAGCTCGT
GOGACATGALCACCAGGAAATTCAGGCCATCGCCGAGGATGAC GAAGAGAGA AL LA TATTAGAAC AGTTCCATC TCC AGAAGACTGAGATTAC ACACAGTCAGACATTGGCCGTCCTCAGC CAGAARCGAGAGAAACTAGCTCGT
GCGACATGAACACCAGGRAATTCAGGCCATCGCCGAGGAT TATT. TTCCATCT! TGAGATTACACACAGTCAGACATTGGCCGTCCTCAGCCAGARACGAGAGAAACTAGCTCGT
-CGACATGAACACCAGGRALTTCAGGCCATCGCC

CGLAGAGAGARARATATTAGLACAGTTCCATCTCCAGRAGACTGAGATT

TCCTCAGCCAGARACGAGAGAALCTAGCTCG

Abbildung 6.8 Marburg-Virus

Sequence Mam

= Pos=1430

- . -
[ consensus
143 Sequences

ACATTTTCAT CATCATCCTCCGEGGECTTGTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC

130 1440 1450 1460 1470 1480 1420 1500 1510 1520 1530

168013411 seq
168013414.seq
168013417 seq
168013420.seq
168013423 seq
168013428, ceq
168013429.seq
168013432.ceq
168013435.seq
168013438.seq
168013441 seq
168013444 seq
160013447 seq
168013450, seq
168013453.5eq
168013456 seq
168013459, seq
168013462, seq
168013465.seq
168013468, seq
168013471, seq
168013474, seq
168013477 seq
168013480, seq
168013483.ceq
168013486, seq
168013489.seq
168013492 seq
168013495 seq
166013498, seq
168013501 seq
168013504, seq
16801350,

RVFY FR
RVFY P
RVF RP B

ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTGTTGCCACGAGT TAGAGC CAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTATTGCCACGAGTTAGAGC CAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGCCAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTOTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACGATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAGGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTGTTGCCACGAGTTAGAGC CAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTBTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGGCTTBTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATCTTCATCATCATCCTCCGEGECTTOTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGCTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGECTTBTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTBCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGGGGCTTGTTGCCACGAGTTAGAGC CAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGECTTBTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTBCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGGGGCTTGTTGCCACGAGT CAAAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGGCTTBTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTT GGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTBCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGGGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCTGGGCTTGTTGCCACGAGTTAGAGC CAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGECTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGBACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCTGGGCTTGTTGCCACGAGT TAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGC CAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCTGGGCTTGTTGCCACGAGTTAGAGCCAGGACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTGTTGCCACGAGTTAGAGC CAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGECTTOTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCTBGGCTTBTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCTGGECTTGTTGCCACGAGTTAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGECTTBTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTBCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGGGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGECTTBTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTBCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGGGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGGCTTBTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTT GGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTBCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGGGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGEGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGGGGCTTGTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
ACATTTTCATCATCATCCTCCGBGGCTTBTTGCCACGAGT CAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCCAGT CAGCCCCACCATACTGCTTTAAGAGTTC
- CATTTTCATCATCATCCTCCKGGGCTTRTTG

- CACGAGTYAGAGCCAGAACAATCATTTTCTTGGCATCCTTCTCCG
----GTCAGCCCCACCATACTGCTTTARGAGYTC

Abbildung 6.9 Rift-Valley-Fieber-Virus

Sequence Name ‘ = Pos= 806
N B ‘
Ci ——CTGATTTCCCTCCGTGTCCTCCCGGTACCACTATCCAAACTGCCGTTGT
4 Sequi Histogram legend [ o7 530 540 850 B0 350

SigV G Pasteur
RPL F

SIG RPR FF rc

Abbildung

TGGATGAAGGTATC TG TR AT TTGACCATCC TAAC TC TG TGACATTC CAAGTAAC TGATTTCCC TCCGTGTCCTCCCGGTACCACTATCCAAAC TGO CGTTGTGGALAATATARACCCAGAGATTC ALGAGCTCACTGTCALCATG
——————————————————————— TGACCATCCTAACTCTGTGACATTCCARGT
TGATTTCCCTCCGTGTCCTCCCGETACCACTATCCARACTGCCGTTGTG

ACCCAGRGATTCAAGAGCTCACTGTCAL

6.10 Sigma-Virus



6 Anhang 86

6.2.2

DNA-Amplikons

Sequence Namn_ | = Pog =98

- - -+

Ec TTTGCANTTAATCCTGGAACAATARCTCCAATACCACGGAATTE. TCTCAAATGGCATAACAGGATAACAATAATCAAATARAAGTTTTARACAAATACCTGTAATTAGCGTTGCCGCAMATTTTCTACGGCCATATAAAMATC ATGAATCTTGAAACACCATACGT:
13 Sequences 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 2

6470151, seq

20520280, seq
21392893, seq
50118566, seq
50163651, seq
227002220, 38
227811309, 28
229264185, seq
229599623, seq
CapC Primer F
Capt Probe 1

CapC FProbe 2

CapC Primer R

TTTGCAATTAATC CTGCAACAATAR CTCCAATACCACGEAATT CAMAAATCTCARATGCCATAAC AGEATAACAATAAT CAMATARRL CTTT TARACAMATAC CTCTAATTAGC GTTGC COCARATTTTCTACGGC CATATARAATCATGAATC TTCALACACCATACGTAL
TTTGCAATTAATCCTGGAACAATARCTCCARTACCACGGAATTCARAANTCTCARATGGCATAACAGGATALCARTAATCARATARALGTTTTAAACARATACCTGTAATTAGC GTTGCCOCAAATTTTCTACGGCCATATARAATCATGARTCTTGALACACCATACGTAR
TTTGCAATTAATCCTBGAACAATAACTCCAATACCACGRAATTCARAAATCTCARATERCATAACABGATAACAATAKNT CALAT, GTTTTARACARATACCTGTAATTAGCGTTGCCBCAMATTTTCTAC GOCCATATAAAATCATGAATCTTGALACACCATACGTAL
TTTGCAATTAATCCTGGAACALTAACTCCAATACCACGGAATTCARAAATCTCARATGGCATAACAGGATALCAATRATCARATARALGTTTTAAACARATACCTGTAATTAGC GTTGC CGCAAATTTTCTACGGC CATATARAATCATGALTC TTGALLCACCATACGTAR
TTTGCAATTAATC CTGCAACAATALCTCCAATACCACGEAATT CARAAATCTCARATGGCATAAC AGGATAACAATAAT CAAATARRL CTTT TARACARATACCTCTAATTAGC GTTGL COCARATTTTCTACGGC CATATARAATCATGAATC TTCARLCACCATACGTAL
TTTGCAATTAATC CTGCAACAATALCTCCAATACCACGEAATT CARAAATCTCARATGGCATAAC AGGATAACAATAAT CAAATARRL CTTT TARACARATACCTCTAATTAGC GTTGL COCARATTTTCTACGGC CATATARAATCATGAATC TTCARLCACCATACGTAL
TTTGCAATTAATCCTGRAACAATARCTCCANTAC CACGGAATTCARAAATCTCARATEGCATAACAGGATALCARTAAT CAMTARAL GTTTTAAACARATACCTGTARTTAGC GTTGC COCAAATTTTCTACGGC CATATARAATC ATGARTC TTGAMACACCATACGTAL
TTTGCAATTAATCCTBGAACAATAACTCCAATACCACGRAATTCARAAATCTCARATERCATAACABGATAACAATAKNT CALAT, GTTTTARACARATACCTGTAATTAGCGTTGCCBCAMATTTTCTAC GOCCATATAAAATCATGAATCTTGALACACCATACGTAL
TTTGCAATTAATCCTGGAACAATARCTCCAATACCACGGAATTCARAAATCTCARATGGCATAACAGGATAACAATANT CALAT, GTTTTAAACARATACCTGTAATTAGCGTTGCCGCAMATTTTCTAC GGCCATATAAAATCATGAATCTTGALACACCATACGTAL
————————————— CTGGAACAATARCTCCAATACCACGGAATTCA

ATAACAGGATAACAATARTCAAATARMAGTT

ARACARATACCTGTAATTAGC

GGCCATATARAATCATGAATCTTGAAACACT

Abbildung 6.11 Bacillus anthracis capC

Seguence Name | < Pos= 615
- -+
Ec TTCTA?TACAGGGGATTTATCTATTE‘)CTAGTTCTG.‘NGTTAGAAAATATTCCATCG?AAAACCAATATTTTCAATCTGCTATTTGGTCAGGATTTATCAAAGTTAA?AAGAGTGAT?AATATACATTTGCTACT

17 Seguences

520 530 540 550 560 570 580 590 GO0 610 620 630 640

10880842 seq
10880944 seq
10980946.5eq
10930948.5eq
10880950 58
10880852 seq
20520075 5eq
21392688.5eq
47552137 5eq
227007818 seq
227811427 seq
2292768332 589
229598713 seq
Pag APrimerFP 2
PagA Probel
PagA Probe2

Pag A Primer RP 1

TTCTACTACAGGGGATTTATCTATT CCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATTCCAT COGAAAACCAATATTTT CAATCTGCTATTTGGTCAGGATTTAT CAAAGT TAAGAAGAGT GAT GAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGGGATTTATCTATT CCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATTCCAT COBAAAACCAATATTTT CAATCTGCTATTTGGTCAGGATTTATCAAAGT TAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGOCATTTATCTATTCOTAGTTCTGACTTAGAAAATATT CCAT COGAAAACCAATATTTTCAAT CTOCTATTTOGTCACCATTTATCAAAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGOCATTTATCTATTCCTAGTTCTGACTTAGAAAATATT CCAT COGAAAA CCAATATTTT CAATCTOCTATTTOGTCACCATTTATCAAAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGOCATTTATCTATTCCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATT CCAT COGAAAACCAATATTTTCAAT CTGCTATTTGOTCAGGATTTATCAAAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGGGATTTATCTATTCCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATT CCAT COGAAAACCAATATTTTCAAT CTGCTATTTGOTCAGGATTTAT CAAAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGGGATTTATCTATT CCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATTCCAT COBAAAACCAATATTTTCAATCTGCTATTTGGTCAGGATTTATCAAAGT TAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGOCATTTATCTATTCCTAGTTCTGACGTTAGAAAATATT CCAT COGAAAACCAATATTTTCAAT CTOCTATTTOGTCACGCATTTAT CAAAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGOCATTTATCTATTCCTAGTTCTGACTTAGAAAATATT CCAT COGAAAACCAATATTTTCAATCTOCTATTTOGTCACCATTTATCARAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGGGATTTATCTATTCCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATT CCAT COGAAAACCAATATTTTCAAT CTGCTATTTGGTCAGGATTTATCAAAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGOCATTTATCTATTCCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATT CCAT COGAAAACCAATATTTTCAAT CTGCTATTTGOTCAGGATTTATCAAAGTTAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGGGATTTATCTATT CCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATTCCAT COGAAAACCAATATTTT CAATCTGCTATTTGGTCAGGATTTAT CAAAGT TAAGAAGAGT GAT GAATATACATTTGCTACT
TTCTACTACAGGGGATTTATCTATT CCTAGTTCTGAGTTAGAAAATATTCCAT COBAAAACCAATATTTT CAATCTGCTATTTGGTCAGGATTTATCAAAGT TAAGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTACT
- - TACAGGGGATTTATCTATTCCTAGTTCTGAG

- - GAAAATATTCCATCGGAAAACCAATATTTTCAAT

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, GTTARGAAGAGT GATGAATATACATTTGCTAC

Abbildung 6.12 Bacillus anthracis pagA

Sequence Name

< Pos=203

- L B
B consensus
13 Sequences

CACALGGAAGTGTAAGATTAC AATGECAGGCTCCAGAAGETTC TALGTGCCATGATACAAGCTTCCCALTTACTALGTATGC TGAGAAGALCGATALLLCTTGGCCALC TGTALCAGTTALGC ALGGTAATALCTTCTGTAGCG
300 310 320 330 340 350 360 370 380 320 400 410 420 430

148666.52q

140427733 . 520

CARCAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTALGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAGTATGC TGAGAAGAACGATAALACTTGGGCAACTGTALCAGTTALGC AAGGTAATAACTTCTGTAGCG
CACALGGAAGTGTAAGATTAC AATGGCAGGC TCCAGAAGETTC TALGTGCCATGATACAAGCTTCCC AL TTAC TALGTATGC TGAGAAGAACGATALALCTTGGCCALC TGTALCAGTTALGC ALGGTAATALCTTCTGTAGCG

140427735, seq CACAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTALGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAGTATGC TGAGAAGAACGATAALACTTGGGCAAC TGTAACAGTTALGC AAGGTAATAACTTCTGTAGCG
140427737 . 520 CACAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCCAGARGGTTCTAAGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAGTATGC TGAGAAGAACGATALALCTTGGGCAACTGTALCAGTTAAGC AAGGTAATAACTTCTGTAGCG
140427739, 3eq CACAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTALGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAGTATGC TGAGAAGAACGATAALACTTGGGCAACTGTAACAGTTALGC AAGGTAATAACTTCTGTAGCG
140427741 . seq CACALGGAAGTGTAAGATTAC AATGGCAGGC TCCAGAAGETTC TALGTGCCATGATACAAGCTTCCC AL TTAC TALGTATGC TGAGAAGAACGATALALCTTGGCCALC TGTALCAGTTALGC ALGGTAATALCTTCTGTAGCG
140427743 . seq CACAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTALGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAGTATGC TGAGAAGAACGATAALACTTGGGCAACTGTAACAGTTALGC AAGGTAATAACTTCTGTAGCG
140427745 . s CACALGGEAAGTGTAAGATTAC AATGGCAGGC TCCAGAAGGTTC TALGTGCCATGATACAAGC TTCCC AL TTAC TALGTATGC TGAGAAGAACGATALAACTTGGECALC TCTALCAGTTALGC ALGGTAATALCTTCTGTAGCG
140427747, seq CACAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTALGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTAAGTATGC TGAGAAGAACGATAALACTTGGGCAACTGTAACAGTTALGC AAGGTAATAACTTCTGTAGCG
140427751, 3eq CRCAAGGRAGTGTARGATTACAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTAAGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTAC TALGTATGC TGAGARGAACGATAALACTTGGGCAAC TGTALC AGTTALGC AAGGTAATAACTTCTGTAGCG
Ftu tuld RPL P TGCCATGATACAAGCTTCCCAATTACTALGTATGCTGAGARGAACGATL

Fru tuld RFA FP CRCLAGGLAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTCC

Fru tul4 RPL RP rc LACAGTTAAGCARGGTAATRACTTCTGTAGCG

Abbildung 6.13 Francisella tularensis

Sequence Name

= Pos= 5644

-

-
B cansensus
12 Sequences

CACCGTCACATACACTAGTGATAGC A TTAATACAGTALGTGCATCATC TGGAGAATCCACAACAGACGAGACTCCGEAACCALTTACTGATALAGLAGA.
550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690

CATACAGTTACAGACACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATCATC

Vaccinia 335
2772662 .38
29692106. 58]
37551435, seq
38348858, 58
4705832 6. 52
66275797, 58
119352440, 52
VAC Primer F
VAC Probe 2
VAC Probe 1
VAC Primer R

CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGCAACATCTGGAGARTCCACALCAGACGAGACTCCGRALCCAATTACTGATARAGAAGALGATCATACAGTCACAGACACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATCATC
CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGCATCATCTGGAGAATCCAC AACAGACGAGACTCCGGAACCARTTACTGATARAGAAGAAGATCATACAGTTACAGLCACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATCATC
CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGCATCATCTGGAGARTCCACAACAGACGAGACTCCGGAMCCARTTACTGATARAGARGA- -~ TCATACAGTTACAGACACTGTCTCATACAC TACAGTAAGTACATCATC
CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGC AACATCTGGAGAATCCAC AACAGACGAGACTCCGGAACCALTTACTGATARAGARGA-—~TCATACAGTTACAGLCACTGTCTCATACAC TACAGTAAGTACATCATC
CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGCRACATCTGGAGARTCCACAACAGACGAGACTCCGGAMCCARTTACTGATARAGARGA- -~ TCATACAGTTACAGACACTGTCTCATACAC TACAGTALGTACATCATC
CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGCATCATCTGGAGAATCCAC AACAGACGAGACTCCGGAACCARTTACTGATARAGAAGAAGATCATACAGTTACAGLCACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATCATC
CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGCATCATCTGGAGARTCCACAACAGACGAGACTCCGGAMCCARTTACTGATARAGARGA- -~ TCATACAGTTACAGACACTGTCTCATACAC TACAGTAAGTACATCATC
CACCGTCACATACACTAGTGATAGCATTAATACAGTAAGTGCATCATCTGGAGARTCCACALCAGACGAGACTCCGGAMCCAATTACTGATARAGAAGALGATCATACAGTCACAGACACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATCATC
—————————— TACACTAGTGATAGCATTAATACAGTARGTGC

TGGAGARTCCACALC
ACGAGACTCCGEAACCALTTACTGATARAGLAGL

ACACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATC

Abbildung 6.14 Vaccinia-Virus



6 Anhang 87

Sequence Mam | < Pos= 471

- L

[ consensus | ABTBATATCATT AATACAGT AAGT ACAT CAT CT GGAGAAT £C COGOACCAATTACT AAT ABAGARGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GAAATT GT CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT BCE- - - -
46 Sequences ! 580 50 ) 10 60 ) 2 650 660 70 ) 680 00 o 71 £

“Ariols 486756 seq
530556 seq
a1

0448400 seq
04434252 509
04434980 509
S44057 52q
944955.52q
M09, 520
94435354 580
94435457 seq
94485650 seq
4485063 seq
G44BROES seq
4450265 seq
4450471 seq
4480673 5eq
04430375 509
04457078 509
SH457278.5q

94437857 seq
94435097 5eq
94489202 seq
04485402 seq
4489603 seq
04453804 seq
04459306 seq
64480104 5eq
109724030 seq
109734242 seq
10973496 seq
109724650 529
109724654 529
109725056 seq
109735363 seq
104735465 seq
108726669 seq
108726872 seq
104TE6076 seq
04TH6ETS seq
WERY Probe 1
VERY Probe 2 re
WERVRPAFP 1
VERVRPARR 1 1o

AGT GAT AT CATT ART ACAGT ARGT ACAT GAT LT AGAGAAT CCACAACABT CAAGACET CHBOACCAAT T ALT ART ARABAAGAT CAT ACAGT CACAGAGALT GT LT CAT ACACT ACABT AAGT ACAT CAT CT GARATT BT CACTACT AAAT CAACCOLCAAT GATBLG- - - -

ABT AAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT BEAGAAT CCACAACABACAAGACT T COBBACCAAT T ACT AT AAABAAGAT CAT ACADT CACABACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AART ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GAT BCEOATC
ABT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT BEAGAAT CCACAACCBACAAGACT T COBBACCAAT TACT AT AAABAAGAT CAT ACADT CACABACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AART ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GAT BCEOATC
BT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GBAGAAT CCACAACABACAAGACET CHBBACCAAT T ACT AAT AAABAAGAT CAT ACAGT CACABACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AAGT ACAT CAT CT GAAAT T 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GATBCG- - - -

BT AAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACT T CHRGACCAAT TACT AAT AMAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACART AAGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT BCEOATC
BT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET COBGACCAATTACT AT AMAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT GCG
AT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CODGACCAATTACT AT AMAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACAGT AADT ACAT CAT CT GARAT T 0T CACTACT ARAT CAACCOCCAAT GAT GCG
AT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CODGACCAATTACT AT AMAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACAGT AADT ACAT CAT CT GARAT T 0T CACTACT ARAT CAACCOCCAAT GAT GCG
BT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACGT COOGACCAATTACT AT AMAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CATACACT ACAGT AMGT ACAT CAT CT DARAT T GT CACTACT ARAT CAACCGCCAAT GAT GCG
AGT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGALGT CHBGACCAAT TACT AT AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CATACACT ACABT ARGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT ARAT CAACCGLCAAT GAT GCG
AGT GAT AT CATT ART ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGALGT CHBGACCAAT T ACT AAT AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACABT ARGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT ARAT CAACCGLCAAT GAT GCG
BT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GBAGAAT CCACAAL COACAAGALT T COGOACCAAT T ACT AAT AAAGAAGAT CAT ACAGT CACABACALT T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CATTT GARATT 6T CACT ACT ARAT CAACC GECAAT GAT GCGGAT €
AGT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GBAGAAT CCACAACAGACAAGACET CHEOACCAAT T ALT AAT AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACALT 6T CT CAT ACACT ACABT AAGT ACAT CAT CT GAAAT T 5T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GATBCG- - - -

AGT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT GAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CEOGACCAAT T ACT AAT AAAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACALT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT GCG
ABT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT GAT CT BEAGAAT CCACAACABACAAGACET COBBACCAAT T ACT AT AAABAAGAT CAT ACADT CACABACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AART ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GAT BCG
BT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT BEAGAAT CCACAACABACAAGACET COBBACCAAT TACT AT AAABAAGAT CAT ACADT CACABACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AART ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT BAT 6CG
AT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACABACAAGACET CHBGACCAAT TACT AAT AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AAGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT AAAT CAACCGOCCAAT GAT GCG
BT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CHRGACCAAT TACT AAT AMAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT GCG
BT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CCOGACCAAT TACT AAT AMABAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT GCG
ABT GAT AT CATT AST ACAGT ASGT ACAT CAT CT GGAGAAT CCACAALCOACARBALT T COGATCAAT TACT AAT AAABARGAT CAT ACAGT CACABACALT BT CT CAT ALACT ACABT AAGT ACAT CAT CT GARATT GT CACT ACT ARAT CAACTGECAAT GAT BCGOAT €
AT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CODNACCAAT T ACT AT AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACALT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GATBCC- - - -

AT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CODDACCAAT T ACT AT AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GARAT T 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GAT BCC- - - -
AGT GAT AT CATT ART ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACCEACARGALT T CHBGACCAAT TACT ART AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACABT ARGT ACAT CATTT GARATT 6T CACTACT ARAT CAACCGCCAAT GAT BCGGATC
AGT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGALGT CHBGACCAAT T ACT AT AAABAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACABT ARGT ACAT CATTT GARATT 6T CACTACT ARAT CAACCGCCAAT GAT GCG
AGT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CHOGACCAATTACT AAT AAAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AAGT ACAT CATTT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT GCG.
AGT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT GAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CEOGACCAAT T ACT AAT AAAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACALT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT GCG
AGT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT GAT CT GEAGAAT CCACAACAGACAAGACET CEOGACCAAT T ACT AAT AAAGAAGAT CAT ACAGT CACAGACALT 6T CT CAT ACACT ACAGT AAGT ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCGCCAAT GAT GCG
ABT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT GAT CT BEAGAAT CCACAACABACAAGACET COBBACCAAT T ACT AT AAABAAGAT CAT ACADT CACABACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AART ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT GAT BCG
ABT BAT AT GATT AAT AGAGT AAGT ACAT CAT CT GBABAAT CEACAATABAGAAGALT T COBOACCAAT T ACT AAT ARRBAABAT AT ACAGT CAGABACACT 5T T GAT ADACT AGABT AAGT ACAT CAT GT GAAATT 6T CACT ACT AAAT CAACE OECAAT BAT BOGGAT &

AT GAT AT CATT AAT ACAGT AAGT ACAT GAT CT BEAGAAT CCACAACABACAAGACET COOGACCAAT T ACT AT AAABAAGAT CAT ACADT CACABACACT 6T CT CAT ACACT ACABT AART ACAT CAT CT GARATT 6T CACTACT AAAT CAACCOCCAAT BAT BCG
,,,,,,,,,,,,,, - - - CATACAGT CACABACACT 6T CT CATACA
,,,,,, - - GOACCAATTACT AAT ABABAA

Abbildung 6.15 Variola-Virus

Sequence Name

- L

DdCansensus  |TIZIcrazeccatatars TR CECA T A TGA T T T T GG TAAAT GCA T TAT TT AR T TCAGCGA T GoaT TCGGGCACATGAT AR T GAT GAGCACT ATATGAGAGAT CTTACTTICCGT 2 CACOTTATTATGETACCGTANT TGGATATIATGTCAC

I 230 250 280 250 a0 aln azo 230 afn 350 agn at0 280 aso 200 210 20 230
Z3184186. 700 CCaGCTCa caccTan
2996216.2eq eTTA aaTTCAGCER SGCACATGATAATGATGAGCACTATATGAGAGATCTTA SCaaCTCR CACCTAR
576381020 TTTTCTATGCCATATATT TCOCATTANTGATTTTGAGTTAAATGCATTATTTAALTTCAGCGACTGEGT TCGOGEACATGATAATGATGAGCACT AT ATGAGAGATCTTACTTTCCGT CCGGCTCACGTTATTATGSTACCGTATT TGGATATTATGTCACACCTAA
16082675 seq TTTTCTATGCCATATATT TCGCATTALTGATTTTGAGTTAAATGEATTATTTAALTTCAGCGACTGEGT TCGEGEACATGATAATGATGAGCACT ATATGAGAGATCTTACTTTCCGT CCOGCTCACGTTATTATGOTACCGTATT TGGATATTATGTCACACCTAM
21795227, seq TTTTCTATGCCATATATT TCOCATTALTGATTTTGAGTTAAATGEATTATTTAALTTCAGCGACTGEGTTCGEGEACATGATAATGATGAGCACT ATATGAGAGATCTTACTTTCCGT CCOGCTCACGTTATTATGOTACCGTANTT TGGATATTATGICACACCTAA
45357364, 3eq TTTTCTATGCCATATATT TCOCATTAATGATTTTCAGTTAAATGEATTATTTAAATTCAGCEACTGOET TCGEGEACATGATAATEATCAGCACT ATATGAGAGATCT TACTTTCCGT TTATTATGGTACCOTAMTT TGGATATTATGTCACACCT,
45478711 . 3eq TTTTCTATGCCATATATT TCOCATTAATGATTTTGAGTTARATGCATTATTT TOGETTCGEGCACATGATARTGATGAGEACTATATGAGAGATCT TACTTTCEGT TTATTATGGTACCOTAMTT TGGATATTATGTCACACCT,
zez3€4123 20 TTITCTATGCCATATATT TATCGCATTAATGATTTTGAGTTARATGCATTATTT TGGGTTCGGGCACATGATARTGATGAS \TGAGAGATCITACTTICCGT TTATTATGGTACCGTAATT TGGATATTATGTCACACCT:
25435254020 TTITCTATGCCATATATT TATCGCATTAATGATTTTGAGTTARATGCATTATTT TGGGTTCGGGCACATGATARTGATGAS \TGAGAGATCITACTTICCGT TTATTATGGTACCGTAATT TGGATATTATGTCACACCT:
254509153 _2eq TTITCTATGCCATATATTGGACTT TATCGCATTAATGATTTTGAGTTAAATGCATTATTT TGGGTTCGGGCACATGATARTGATGAS TACTTICCGT TTATTATGGTACCGTAATT TGGATATTATGTCACACCT:
254352540 2eq e CCEGCTCACGTTATTATGETACCGTAATT TGGATATTATGTCACACCTAN
204500103 2eq CrTecacees cTTA AMTTCAGCEA CCACATGATAATCATCAGCACTATATCAGAGATCITA SCeeCTan caceTAR
¥ge 2la REA FE2 = CTTAAATGCAT

Ype Fla REA F2 SGCACATGATARTGATGAGCACTATATGAGAGATCITACTT

Ype Fla RFA REZ = GETACCE: cacTaca

Abbildung 6.16 Yersinia pestis
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6.3 RPA-Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der RNA- und DNA-RPA-Nachweise von jeweils 8
Durchlaufen aufgefiihrt. Dargestellt ist der zeitliche Schwellenwert (Cp-Wert in Minuten), an
dem die RNA/DNA-Standards als positiv nachgewiesen wurden.

6.3.1 Ergebnisse der RNA-RPA-Nachweise

Tabelle 6.1 Sudan-Ebola-Virus-Nachweis

Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen

1 2 3 4 5 6 7 8
= 10 - - - 7,7 - - - -
o) 100 7 5 6 3,7 6,7 7 7.7 7
% 1000 7 6 6,7 6,3 7,7 6,7 6,3 7.3
S 10000 6,3 57 6 6,3 6,3 6,3 6 6
= 100000 6 5 6 57 6 6 57 5,7
‘Z‘ 1000000 5 5 5 5 5,3 5,7 5 5,3
e 10000000 3 5 5 2,7 5 5 5 3,3

Tabelle 6.2 Zaire-Ebola-Virus-Nachweis

Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen

1 2 3 4 5 6 7 8
10 - 7 8,3 6,7 - 5 - -
= 100 6,7 6,7 7,7 6,7 6,7 5,3 6,7 6,7
% 1000 6,3 6,3 6,3 6,3 6 5,3 6,7 6,7
2 10000 6 5,7 6 6 5,3 5,3 6,3 5
> 100000 5,3 5 5,3 5,7 5 5 6,3 5,7
S 1000000 4,3 4,7 5,3 5 3 5 5 5,3
o 10000000 3,3 2,7 3,6 5 0,3 3 3 5

Tabelle 6.3 Marburg-Virus-Nachweis

Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen

1 2 3 4 5 6 7 8

10 2,7 3 2,7 - - 2,3 - 3
% 100 2,7 3 3 2 3 3 3 2,7
§ 1000 3 3 3 2,3 2,7 3 3 2,7
% 10000 2,7 2,7 2,7 2 2,7 2,7 3 3,3

= 100000 3 3 3,3 3,7 2,7 2,3 3,3 3
<z( 1000000 2,7 3 2,7 3,3 3 2,3 3 2,7

o 10000000 2,7 2,7 2,7 3 2,7 2,3 3,3 2
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Tabelle 6.4 Rift-Valley-Fieber-Virus-Nachweis
Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen
1 2 3 4 5 6 7 8
= |10 - - 7 - - - 6 -
IS 100 7 7.7 7 7,3 6 6,3 5 6,7
% 1000 6,3 6 6,3 6 5,7 6 5 5
° 10000 6 5,7 6 5,7 5,7 57 53 57
= 100000 5,3 53 5,7 5 5 53 5 5
< 1000000 5 5 57 5 5 5 5 5
™ 10000000 5 5 57 5 5 5 5 37
Tabelle 6.5 Sigma-Virus-Nachweis
Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen
1 2 3 4 5 6 7 8
= 10 9 - 8 - 8 2,3 - 8
E 100 6 8 6,3 6 6,3 6,3 5,7 7
% 1000 6 6 6 6 6,3 6 6 6
o 10000 57 57 57 57 57 53 53 57
2. 100000 5 53 5 53 53 5 5 5
< 11000000 5 5 5 5 5 37 5 5
e 10000000 3,7 2,7 5 5 5 2,3 5 2
6.3.2 Ergebnisse der DNA-RPA-Nachweise
Tabelle 6.6 Bacillus-anthracis-capC-Nachweis
Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen
1 2 3 4 5 6 7 8
= |10 5,0 6,0 7 - - - - -
o 100 6,7 3,3 7,7 - 5 7 - .
% 1000 7 7 6,3 6 6 6,7 5 5
° 10000 6 3 3,3 6,3 6,3 6,3 5,7 5
E. 100000 5 3,3 6,7 57 53 57 57 5
<Z( 1000000 3,3 3 57 53 5,0 53 5 5
o 10000000 3,3 53 2,7 5 2,7 5 5 5
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Tabelle 6.7 Bacillus-anthracis-pagA-Nachweis

Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen
1 2 3 4 5 6 7 8
= 10 7 7 - 9,3 - 8,3 - 7,7
o, 100 6,7 7,3 6,7 6,7 6,7 7,7 7 7,7
%’ 1000 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3 7,3
S 10000 6 5,7 6 6 6 6 6 7
= 100000 5 5,3 5 5 5 5,3 5 6,3
< 1000000 5 5 5 5 5 5 5 5,7
o 10000000 3 3,3 3,7 3,7 5 3,7 5 5
Tabelle 6.8 Francisella-tularensis-Nachweis
Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen
1 2 3 4 5 6 7 8
= 10 14,7 11 14 - - 5 - -
o) 100 5 10,3 10,7 7 5 8 103 7
% 1000 5,7 8 6,3 6 6,7 6,7 6,3 6,7
S 10000 7 6,7 10 5,7 6 6 6 5,7
= 100000 6,3 5,3 6,3 5 5 5 5 5
< 1000000 5 63 5 3,7 5 5 5 5
o 10000000 5,3 2,3 3,3 3 5 3,3 3,7 3,3
Tabelle 6.9 Variola-Virus-Nachweis
Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen
1 2 3 4 5 6 7 8
= 10 9,7 8,7 8,3 12 - 10,7 - -
I5] 100 7,7 9 8,3 5 11,7 11,3 13,3 10,7
% 1000 6,7 8 7,3 8,7 8,7 8 10,3 9,3
S 10000 6,3 7 6,3 6,3 7,7 6,3 8 8
= 100000 6 6,3 5 5 7 2.7 7.3 7
< 1000000 5 57 5 5 6 73 6 6,7
o 10000000 5 5 5 5 5 5,3 5 5,3
Tabelle 6.10 Yersinia-pestis-Nachweis
Cp-Wert (min) von 8 Durchlaufen
1 2 3 4 5 6 7 8
= 10 9,3 7,3 7.3 7,3 - - 11 -
3 100 7.7 7 6 6,3 53 6 6,7 7
% 1000 6,3 6,7 7 6 6 5,7 6 5
S 10000 5 7 6,3 5,3 5,3 5,3 5 5
= 100000 5 5,3 6,7 3,7 5 5 5 5
S 1000000 5 5 5,7 5,7 5 3,7 3,7 5
o 10000000 3,3 5 5 3,3 3,3 3,3 3,7 3,7
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