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I Kurzbericht
.1  Aufgabenstellung und wissenschaftlicher und technischer Stand, an den
angeknupft wurde

Ziel des Innovationsprojektes war die Entwicklung eines lateral flow assays (LFA) zum simul-
tanen Nachweis von vier bienenpathogenen Viren. Der immunologische Assay sollte fir das
Flugeldeformationsvirus (DWV), die Bienenparalyseviren ABPV (akute Bienenparalyse) und
CBPV (chronische Bienenparalyse) und das Schwarze Koéniginnenzellen Virus (BQCV) entwi-
ckelt werden, da diese vier Viren in nationalen und internationalen Studien in den letzten Jah-
ren in Zusammenhang mit erhdhten Voélkerverlusten bei Honigbienen gefunden wurden und
auch bei verschiedenen Wildbienen, vor allem Hummeln, als Pathogene nachgewiesen wur-
den [1-4]. Um sowohl die Honigbiene als auch die Wildbienen und weitere Bestduberinsekten
Zu schitzen, ist es daher unerlasslich, Strategien zu entwickeln, um der zunehmenden Bedro-
hung durch Virusinfektionen zu begegnen. Eine wesentliche Voraussetzung fir die nachhal-
tige Losung der komplexen Probleme mit der Bienengesundheit, ist die sichere und eindeutige
Erkennung und Diagnostik infizierter Bienen und Bienenvdlker. Hierflr haben sich in den letz-
ten Jahrzehnten vor allem PCR oder RT-PCR-basierte Verfahren durchgesetzt. Die etablierten
RT-PCR-Protokolle fur den Einzel oder Sammel-Nachweis (MLPA, [5]) von Bienenviren sind
i.d.R. sehr sensitiv, hochspezifisch und gut reproduzierbar. Allerdings existieren RNA-Viren,
zu denen alle relevanten Bienenviren gehdren, haufig als sogenannte Quasispezies, bilden
also Mutantenwolken um sog. Mastersequenzen herum, da die an der Replikation der Viren
beteiligten Enzyme keine proof-reading and repair-Funktion haben [6-8]. Mutationen in den fur
den RT-PCR-Nachweis gewdahlten Primerbereichen fihren daher regelmaRig zu falsch nega-
tiven Ergebnissen beim RT-PCR-basierten Virusnachweis. Au3erdem ist die molekulare Diag-
nostik mittels RT-PCR sehr arbeits- und kostenintensiv. Diese Probleme in der Virusdiagnostik
kénnten Uber einen hochsensitiven immunologischen Nachweis der Viren, bei dem konser-
vierte Proteine als Antigene flr die Antikdrpergewinnung dienen, behoben werden. Immuno-
logische Testsysteme zeichnen sich durch hohe Spezifitat und Sensitivitdt aus und gewahr-
leisten zudem eine schnelle und kostenglnstige Detektion der viralen Erreger selbst bei ho-
hem Probendurchsatz, wie er im Rahmen von Monitoringprogrammen oder beim Screening

von grof3en (Berufs-) Imkereien anfallen kann.



.2 Ablauf des Vorhabens und wesentliche Ergebnisse

Das Projekt begann nach kostenneutraler Verschiebung der urspriinglich geplanten Laufzeit
(01.02.2021 bis 31.01.2024) am 01.04.2021 und endete nach bewilligter Verlangerung um 9
Monate am 31.12.2024. Trotz zeitlicher Verzogerungen im Projektablauf konnten fast alle in-
haltlichen Ziele des Vorhabens erfolgreich erreicht werden. Es gab nur geringfligige Abwei-
chungen. Es gelang bis zum Ende des Projektes nicht, geeignete Virussequenzen fir CBPV
zu identifizieren. Daher hatten wir, wie bereits im Antrag festgelegt, CBPV rechtzeitig durch
das Sackbrutvirus (SBV) ersetzt. Fur alle vier Viren wurde planmaf3ig mindestens ein rekom-
binantes Kapsidprotein (Antigen) hergestellt (DWV 2x, BQCV 1x, ABPV 1x und SBV 1x) und
an den Projektpartner ASKA GmbH zur Antikérperherstellung Gibergeben. Bei der ASKA Bio-
tech GmbH wurden die rekombinanten Kapsidproteine zur Immunisierung von Mausen und
anschlieBender Generierung von stabilen Hybridomzelllinien eingesetzt. Die ASKA GmbH
konnte fur alle vier Viren planmaRig jeweils zwei monoklonale Antikérper (DWV 2x, BQCV 2x,
ABPV 2x und SBV 2x) herstellen, die anschlie3end von beiden Projektpartnern auf ihre Eig-
nung fur die Verwendung im LFA getestet wurden. Alle Antikdrper erkannten ihr jeweils eige-
nes Antigen sehr gut, aber es gab deutliche Qualitatsunterschiede, wenn Realproben, wie in-
fizierte Tiere oder Virusisolate fur die Validierung verwendet wurden. Dies traf insbesondere
fur die SBV- und ABPV-Antikdrper zu. Trotz wiederholter Optimierungsversuche gelang es bis
zum Ende des Projektes nicht, fur die Viren ABPV und SBV, geeignete LFAs herzustellen, da
die Antikdrper entweder keine Reaktion bei der Verwendung von Feldproben zeigten, oder
nicht mehr zur Verfligung standen, da die Hybridomzellen ihre stabile Produktion unerwartet
einstellten. Die Entwicklung der LFAs fir DWV und BQCV war allerdings sehr erfolgreich. Fur
DWYV konnte ein Antikorper validiert werden, der fir den Schnelltest sowohl als Fanger als
auch Detektor eingesetzt wird und bei BQCV konnte ein Antikérperparchen verwendet werden.
Beide LFAs wurden fir die Anwendung in der Labordiagnostik (professional) optimiert und
validiert. Die Spezifitat lag fur beide LFAs bei 100%. Die Sensitivitéat der LFAs lag je nach Test
bei 64% bis 97%. Beide LFAs kdnnen vermarktet werden, wobei der BQCV-Test ein Allein-
stellungsmerkmal aufweist und nach unserer Einschatzung das groRRere wirtschaftliche Poten-

zial besitzt.
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| Eingehende Darstellung

11 Ergebnisse der durchgefuhrten Arbeiten

Das Projekt LAFAS begann am 01.04.2021. Aufgrund von unvorhersehbaren Ereignissen
wurde das Projekt um 9 Monate verldngert und somit wurde das Projektende auf den
31.12.2024 verlegt. Der realisierte zeitliche Ablauf des Projektes ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Balkendiagramm zum realisierten Projektablauf. Durch die Bewilligung einer beantragten
Projektverlangerung wurde das Projektende auf den 31.12.2024 verschoben. Die vom LIB bearbeiteten
Teilprojekte ,Rekombinante Herstellung von Virusproteinen, Bereitstellung des Bienenmaterials, Tes-
tung des LFA®, sind hellgriin dargestellt. Der bewilligte Verlangerungszeitraum ist hellblau hinterlegt.

Das Teilprojekt des LIB ,Rekombinante Herstellung von Virusproteinen, Bereitstellung des Bie-

nenmaterials, Testung des LFA“ war in insgesamt 5 Arbeitspakete aufgeteilt:

Arbeitspaket 1: Bereitstellung von Bienenmaterial fir die Entwicklung innovativer Stra-

tegien zur Probenaufbereitung

Arbeitspaket 2: Identifizierung geeigneter Antigene (1-2 pro Virus)
Arbeitspaket 3: Herstellung der rekombinanten Antigene
Arbeitspaket 5: Testung, Charakterisierung, Analyse und Auswahl geeigneter Biomole-

kule, Bereitstellung der rekombinant hergestellten Antigene
Arbeitspaket 7: Sammeln von Feldproben und experimentelle Infektion von Bienen zur

Testung, Validierung und Optimierung des LFA




Die wesentlichen Aufgaben des LIB waren zum einen die Identifizierung und Herstellung ge-
eigneter Antigene. Dabei sollten die Antigene entweder Uber in silico Analysen von bereits ver-
oOffentlichten Virussequenzen oder durch Sequenzierungen von Feldisolaten identifiziert wer-
den. Die rekombinante Herstellung der viralen Antigene sollte im E. coli-System erfolgen. Zum
anderen gehorte zu den Aufgaben des LIB, Bienenmaterial (Feldproben) zu sammeln oder
Bienen experimentell mit den vier Viren zu infizieren, damit ausreichend Material fir die Tes-
tung, Validierung und Optimierung der LFA-Tests zur Verfligung stand. Trotz zeitlicher Verzo6-
gerungen im Projektablauf war das Projekt sehr erfolgreich. Die Ergebnisse der einzelnen Ar-

beitspakete werden im Folgenden ausfuhrlich dargestellt.

Arbeitspaket 1: Bereitstellung von Bienenmaterial fiir die Entwicklung innovativer Stra-
tegien zur Probenaufbereitung

Das Arbeitspaket konnte planméaRig begonnen und abgeschlossen werden. Fir die Entwick-
lung der innovativen Strategien zur Probenaufbereitung, wie z.B. Testung von Lysepuffern,
Rohrchenvolumen oder Aufschlussmethode, sollten adulte Bienen verwendet werden. Diese
Bienen wurden von Volkern abgesammelt, die zuvor mittels molekularbiologischer Nachweis-
methoden als DWV-, ABPV-, CBPV-, SBV- und BQCV-frei diagnostiziert worden waren. Ins-
gesamt wurden etwa 400 adulte Bienen fristgerecht an den Projektpartner (damals 8sens.biog-
nostic GmbH) lGbergeben. Der Meilenstein M1.2: ,....infizierte und nicht infizierte Bienen wur-
den dem Projektpartner 8sens.biognostic GmbH zur Verfigung gestellt.“ wurde erreicht. Es

gab keinen Unterschied zur urspringlichen Vorhabenbeschreibung.

Arbeitspaket 2: Identifizierung geeigneter Antigene (1-2 pro Virus)

Das Arbeitspaket 2 wurde fristgerecht bearbeitet. Im Vergleich zur urspringlichen Vorhaben-
beschreibung wurde CBPV durch das Sackbrutvirus (SBV) ersetzt, da die Datenlage zu den
Sequenzen der Kapsidproteine von CBPV nicht ausreichte, um geeignete Antigensequenzen
fur CBPV zu identifizieren. Allerdings hatten wir diese Strategie bereits im Antrag festgelegt,
sodass es keine grundsatzliche inhaltliche Abweichung zur urspringlichen Vorhabenbeschrei-
bung gab.

Fur die vier Viren DWV, SBV, BQCV und ABPV war bereits bekannt, welche Kapsidproteine

(VP) in welcher Form auf der Virionoberflache prasentiert werden (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Struktur der Viruspartikel von DWV (www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/5MV6), BQCV
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ pdb/5MQC), ABPV (www.ncbi.nIm.nih.gov/ Structure/pdb/5LWG) und
SBV (https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/pdb/5LSF). Farbkodierung bei DWV: VP1, braun; VP2,
blau; VP3, gelb. Farbkodierung bei BQCV: VP1, grin, VP2, braun, VP3, blau. Farbkodierung bei ABPV:
VP1, orange, VP2, lila, VP3, blau, Farbkodierung bei SBV: VP1, gelb, VP2, pink, VP3, griin, VP4, grau.

Fur jedes der ausgewahlten Kapsidproteine wurde ein Sequenzvergleich mit allen in der Gen-
Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/)
online verfugbaren Proteinsequenzen durchgefihrt. Die ermittelten Proteinsequenzen haben
wir Uber Strukturvorhersagen von Sequenzierungen regionaler Feldisolate abgesichert. An-
schlieBend haben wir die Sequenzen (2 je Virus) ausgewahlt, die am besten geeignet waren
um virusspezifische Antigene herzustellen. Die entsprechenden Gene wurden im Juli 2021 bei
der Firma Eurofinsgenomics (https://eurofinsgenomics.eu/de/) als StandardGene (DNA-
Sequenzen) bestellt. Der Meilenstein M2.1: ,,...mindestens zwei Proteine/Proteinregionen je
Virus sind dber in silico-Analysen als geeignete Antigene fir die Generierung monoklonaler

Antikorper identifiziert.“, wurde fristgeman erreicht.

Arbeitspaket 3: Herstellung und Bereitstellung der rekombinanten Antigene

Die Bearbeitung des Arbeitspaketes 3 erfolgte wie in der urspriinglichen Vorhabenbeschrei-
bung angegeben. Alle ausgewahlten und von der Firma Eurofinsgenomics gelieferten Gense-
quenzen der Kapsidproteine wurden jeweils in einen Expressionsvektor kloniert. Somit konnte
der Meilenstein 3.1: ,....mindestens vier (je eins pro Virus) der als geeignet identifizierten Pro-
teine/Proteinregionen sind in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert.“, erreicht werden.
Nach erfolgreicher Klonierung wurden die Vektoren aus den Bakterien isoliert und jeweils in
einen Expressionsstamm transformiert. Alle ausgewahlten Kapsidproteine wurden erfolgreich
exprimiert. Nach der Expression wurden die Proteine jeweils Uber eine Affinitatschromatogra-
phie (Next Generation Chromatography-System (NGC), BioRad) aufgereinigt. Die am LIB er-
folgreich exprimierten und aufgereinigten, rekombinanten viralen Kapsidproteine wurden an
die ASKA Biotech GmbH Ubergeben. Der Meilenstein M3.2: ,...mindestens vier (je eins pro
Virus) Antigene sind aufgereinigt und in ausreichender Menge zur Generierung von monoklo-

nalen Antikdrpern an den Projektpartner ASKA Biotech GmbH Ubergeben worden.“, konnte
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ebenfalls fristgerecht erreicht werden. Darlber hinaus wurden von jedem Antigen mehr als 2,0
mg am LIB eingelagert, um unmittelbar reagieren und die Antigene Ubergeben zu kdnnen, falls

es zu Problemen mit einzelnen Antikdrpern oder allgemein im Projektablauf kommen sollte.

Arbeitspaket 5: Testung, Charakterisierung, Analyse und Auswahl geeigneter Biomole-

kiile

Die hergestellten Antigene wurden Uber den gesamten Projektzeitraum bereitgestellt. Der Mei-
lenstein 5.3: ,Die fur Testung, Charakterisierung, Analyse und Auswahl geeigneter Biomole-
kile bendtigten rekombinanten Antigene wurde durchgehend zur Verfiigung gestellt.“, konnte
somit fristgerecht erreicht werden. Beim Projektpartner ASKA Biotech GmbH wurden die zur
Verfiigung gestellten, rekombinanten Kapsidproteine zur Immunisierung von Mausen und an-
schlieBenden Generierung von stabilen Hybridomzelllinien eingesetzt.

Die von den Zelllinien produzierten monoklonalen Antikdrper (mAk) mussten anschlie3end auf
ihre Spezifitat und Sensitivitat fir das jeweilige Antigen getestet werden. In diese Testreihen,
z.B. Immunoassays (ELISAs oder dip stick- / LF-assays), war auch das LIB im Rahmen des
Arbeitspakets 5 eingebunden.

Die Spezifitat der mAK haben wir im Dotblot-Verfahren getestet. Das Dotblotverfahren hat den
Vorteil, dass native Proteine auf die Membran aufgebracht werden kénnen. Die Ergebnisse
der Dotblot-Testung aller acht mAk zeigen, dass die getesteten Antikdrper ihr jeweiliges Anti-
gen hoch sensitiv (bis zu 1 ng eingesetzte Antigenmenge) detektieren. Bei Verdinnung des
Antigens in Bienenhomogenat sank die Sensitivitat erwartungsgemal, aber die jeweiligen An-
tigene konnten immer noch erfolgreich detektiert werden.

Der Meilenstein 5.4: ... Testung der generierten monoklonalen Antikérper ist abgeschlossen.”,

konnte erfolgreich innerhalb der verlangerten Projektlaufzeit erfolgreich erreicht werden.

Arbeitspaket 7: Priifung der LFA-Prototypen

Mit der Bearbeitung des Arbeitspakets AP7 (Prifung der LFA-Prototypen) wurde am LIB plan-
mafig begonnen. Fir die Prifung der LFAs musste ausreichend Bienenmaterial (Feldproben,
experimentell infizierte Bienen oder virusfreie Bienen) zur Verflgung stehen. Zur Identifizie-
rung von Virus-positivem Adultbienenmaterial, wurden Bienenproben aus der Institutsimkerei
des LIB und von Bienenvdélkern, die am Deutschen Bienenmonitoring (DeBiMo) beteiligt sind,
auf die vier Viren DWV, ABPV, BQCV und SBV untersucht. Virus-negative Proben, sowie Pro-
ben, die positiv fur eines oder mehrere der Viren waren, wurden bei -20°C fir die Langzeitla-
gerung eingefroren und bei Bedarf fur die Validierung der LFAs aufgetaut. Um frisch infizierte

Tiere zu generieren, wurden die Viren aus den Virus-positiven Feldisolaten angereichert und



in Virus-freie Bienen injiziert. Ein Teil der infizierten Tiere wurden dem Projektpartner ASKA
Biotech GmbH tbergeben (Tabelle 1).

Tabelle 1: Anzahl experimentell infizierter Bienen und DWV-Viruspartikelsuspensionen, die an den Pro-
jektpartner ASKA Biotech GmbH lbergeben wurden.

Virus Anzahl infizierter Tiere
DWV 210
SBvV 80
BQCV 180
ABPV 120

AulRerdem wurden insgesamt 300 pl hochreiner DWV-Viruspartikelsuspension, sowie 60 Vi-
rus-freie, frisch geschlipfte Arbeiterinnen (Grauchen) und 60 adulte Bienen Ubergeben. Somit
stand ausreichend Bienenmaterial fur die Testung, Optimierung und Validierung der LFAS zur
Verfiigung. Der Meilenstein M7.1: ,...ausreichend Bienenmaterial (gesammelte und diagnos-
tizierte Feldproben, experimentell infizierte Bienen) steht fur die Testung, Optimierung und

erste Validierung des LFA zur Verfigung., wurde fristgerecht erreicht.

Far die Viren SBV und ABPV konnte bis zum Projektende kein funktionierender LFA entwickelt
werden. Die hergestellten Antikorper fir SBV und ABPV zeigten zwar eine Reaktion mit ihrem
jeweiligen Antigen (AP 5), allerdings funktionierten sie nicht mit Feldproben.

Far die Viren DWV und BQCV lagen die LFA-Prototypen allerdings bereits im zweiten Pro-
jektjahr vor. Die Testung dieser LFAs wurde Uberwiegend am LIB durchgefihrt. Zuerst haben
wir mit dem jeweiligen Antigen getestet, ob die Immunoassays grundsatzlich in der Lage
sind, DWV oder BQCV nachzuweisen. Sowohl 10 yl Antigen (>10 pug) als auch 10 pl Virus-
partikelsuspension wurden in 200 pl Probenpuffer geldst und als Negativkontrolle wurden
200 ul Extraktionspuffer verwendet. Jeweils 100 ul der Suspensionen wurden auf die LFAs
aufgetragen und nach 15 Minuten visuell ausgewertet. Nach Auftragen der Negativ-Kontrolle
(Puffer) auf den Schnelltest war nur die Kontrollbande, aber keine Testbande sichtbar. Wurde
das Antigen (Positiv-Kontrolle) aufgetragen, war die zweite Bande deutlich erkennbar. Auch
experimentell infizierte Puppen zeigten ein positives Ergebnis im LFA. Die infizierten Bienen
wurden einzeln mit 200 ul Extraktionspuffer und einer Metallkugel (Tungsten Carbid bead
3mm, Qiagen) in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® (Eppendorf) gegeben. Der Gewebeaufschluss
erfolgte in einem Laborhomogenisator (Qiagen) fur 2 min. bei 30 Hz. Aus dem Homogenat
wurden 100 pl auf den LFA aufgetragen. Nach 15 Minuten war eine eindeutige Bande im LFA
zu erkennen. Fur eine objektive Auswertung der Banden wurde der Cube-Reader der Firma
Biosynex verwendet, mit dem das Signal der Bandenstarke als Zahlenwert wiedergegeben
werden kann (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Quantifizierung der Bandenstéarke mit Hilfe des Cube-Readers. Die Signalstarke der
Bande wird mit Hilfe des Cube-Readers optisch quantifiziert und in arbitréren Einheiten angegeben.
Beispielhaft sind LFAs mit Werten von 5, 50 und 100 arbitréaren Einheiten dargestellt. Dadurch wird eine
objektive Auswertung der Tests gewahrleistet. Mit C ist jeweils die Kontrollbande und mit T die Bande
fur den virusspezifischen Nachweis gekennzeichnet.

Mit diesem Versuchsaufbau wurden anschliel3end, beginnend mit DWYV, die beiden LFA Pro-
totypen mit Feldisolaten geprift. Es war geplant, die LFAs fur den Eigenanwender (home use)
und Laboranwender (professional) zu entwickeln. Dabei sollte der Eigenanwendertest mog-
lichst einfach und kostenginstig sein. Fir diese Methode wurden die Testtiere zusammen mit
einem Extraktionspuffer in einen ZIP-Lock-Beutel gegeben. AnschlieBend wurde das Bienen-
material mithilfe einer Glasflasche mechanisch zerkleinert und gut durchmischt, um eine
gleichméaRige Probe (Homogenat) zu erhalten. Von dieser Mischung wurden dann 100 ul auf
eine LFA-Testkassette aufgetragen. Bei der Durchflihrung zeigte sich jedoch ein unerwartetes
Problem fir die DWV-LFA: Auch die Proben von nicht infizierten Kontrolltieren lieferten ein
positives Testergebnis im Schnelltest. Der Wert fur die arbitréren Einheiten lag tber der Nach-
weisgrenze von 1. Die Spezifitdt der Tests war also sehr gering. Dadurch erwies sich diese
favorisierte Versuchsdurchfihrung fur DWV als ungeeignet fur die Eigenanwendung, da sie
keine verlassliche Unterscheidung zwischen infizierten und gesunden Tieren ermdglichte. Die-
ses Problem konnte bis zum Ablauf der Regelbearbeitungszeit des Projektes nicht zufrieden-
stellend geklart werden und soll im Projektnachgang geldst werden.

Im Gegensatz dazu konnte die Methode fiir den Laboranwender sehr erfolgreich etabliert wer-
den. Fur die Methode ,professional“ wurden die jeweiligen Proben (verkrippelte Biene, oder
Kdpfe von 10 Versuchstieren) mit 200 pl Extraktionspuffer und einer 3mm Metallkugel in einem
Laborhomogenisator bei 30Hz fuir 2 min. homogenisiert. Von dem Uberstand wurden 100 pl
auf den LFA gegeben. Von 30 verkriippelten Bienen wurden 29 im LFA als DWV-positiv er-
kannt, d.h. die Sensitivitat des DWV-LFA fiir verkrippelte Bienen liegt bei 96,7% (
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Abbildung 4). Es wurden auch 30 in der RT-PCR DWYV-positive Poolproben aus 10 Kdpfen
von symptomlosen Bienen getestet; hier lag die Sensitivitdt des LFA bei 64%. Alle DWV-
negativen Proben wurden als DWV-negativ erkannt, damit liegt die Spezifitit des DWV-LFA
bei 100%.

80
70-
60-
50- i
40+
30- ;
20-
10-

0+ 1 1[.

RT - PCR

arbitrare Einheiten

Abbildung 4: Nachweis von DWYV uber lateral flow assays (LFAs) in symptomlosen, DWV-negativ-
getesteten (n=30) und verkrippelten Bienen (n=30). Die DWV-freien (kein Amplifikationsprodukt bei der
RT-PCR) Bienen zeigten kein Signal im Cube-Reader (grine Punkte), wéhrend fast alle verkriippelten
Bienen (Amplifikationsprodukt bei der RT-PCR) als DWV-positiv (96,7%) erkannt wurden (rote Punkte).

Fur den BQCV-LFA haben wir zunéchst die Laboranwender-Methode validiert. Es wurden ein-
zelne Larven, Bienenpuppen und adulte Bienen getestet, die mittels RT-PCR als BQCV-positiv
getestet worden waren. Fir den Probenaufschluss wurde dieselbe Methode wie fir den DWV -
LFA angewendet, um bei der spateren Vermarktung ein einheitliches Aufschlussprotokoll vor-
geben zu kénnen. Die Sensitivitdt der Tests lag fur Larven, Puppen und adulte Bienen bei
jeweils 78%, 97% und 70% (Tabelle 2). Bei der Testung BQCV-negativer Proben gab es keine
falsch positiven Ergebnisse, d.h. die Spezifitdat des BQCV-LFA liegt bei 100%. Somit ist die
Methode ,professional” sehr gut geeignet, um BQCV spezifisch und sensitiv in einzelnen Tie-

ren nachzuweisen.

Tabelle 2: Anzahl der getesteten Larven, Bienen und adulten Bienen fiir den BQCV-LFA. Alle Tiere
wurden mittels RT-PCR positiv auf BQCV getestet.

Larven Puppen adulte Bienen
Anzahl getesteter Tiere 18 32 13
Sensitivitat des BQCV LFAs 78% 97% 70%

Bei der Testung der Eigenanwendermethode zeigte sich auch, dass es keine falsch positiven
Ergebnisse fiir BQCV-negative Kontrolltiere gab, wenn 10 adulte Bienen mit 2ml Extraktions-
puffer in dem ZIP-Lock-Beutel homogenisiert wurden. Die Ergebnisse mit Larven und Puppen

waren ebenfalls vielversprechend und zeigten, dass der BQCV-Test sehr gut fur den
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Eigenanwenderbereich geeignet ist. Eine abschlieRende Validierung konnte allerdings auf-
grund von zeitlichen Verzégerungen nicht durchgefiihrt werden und wird im Projektnachgang
angefertigt.

Somit konnte der Meilenstein M7.2: , Testung, Optimierung und erste Validierung des LFA an
Feldproben und experimentell infizierten Bienen...“, erfolgreich abgeschlossen werden. Zum
Projektende konnten die beiden LFAs fur BQCV und DWYV erfolgreich validiert werden, sodass
seitens der ASKA Biotech GmbH eine Vermarktung angestrebt wird.

1.2 Die wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Fir die Arbeiten zur Identifizierung und Herstellung geeigneter Antigene mussten keine Gerate
angeschafft werden, sondern es sind ausschliel3lich Kosten flr Verbrauchs- und Personalmit-
tel angefallen, ohne die das Projekt nicht durchfiihrbar gewesen ware. Flr Projekttreffen und
den Besuch von Fachtagungen zur Akquisition von Know-how sowie zur Prasentation der Er-
gebnisse sind Reisekosten angefallen. Der flr die Projektforderung aufgestellte Finanzie-
rungsplan konnte genau eingehalten werden (Tabelle 3).

Tabelle 3. Gegeniberstellung der geplanten mit den tatsdchlich  angefallenen
Kosten fir die Bearbeitung des Teilvorhabens inklusive Verlaéngerung

Kostenart geplante Kosten tatsachliche Kosten
Verbrauchsmittel 58.988,00 € 59.419,69 €
Personal 424.186,19 € 423.754,50 €
Reisen 6.270,00 € 6.270,00 €
Summe 489.444,19 € 489.444,19 €

1.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Zum Projektstart gab es keine vergleichbaren Schnelltests mit denen Imker oder Bienenziich-
ter ihre Volker vor Ort auf DWV oder BQCYV testen konnten. Im Verlauf des Projekts kamen
allerdings drei Dipstick-Tests der Fa. Megacor zur qualitativen (ja/nein) Diagnose von DWYV,
ABPV und SBYV auf den Markt, d.h. fir den Nachweis von DWYV gibt es inzwischen ein Kon-
kurrenzprodukt. Trotzdem ist der in diesem Projekt entwickelte und validierte LFA-Schnelltest
fur DWV, der im Kassettenformat als quantifizierbarer Test vorliegt, in dieser Form weiterhin
einzigartig, da er im Gegensatz zum Konkurrenzprodukt dem Anwender eine Quantifizierung
der Viruslast ermdéglicht. Auch ist das Kassettenformat in Bezug auf die Anwenderfreundlich-
keit dem Dipstick-Test tUberlegen. Fur den ebenfalls in diesem Projekt entwickelten und vali-
dierten LFA-Schnelltest fir BQCV gibt es bisher keine Alternative auf dem Markt. Auch dieser
Test liegt als quantifizierbarer Test im Kassettenformat vor. Der BQCV-LFA ist damit ein ein-
zigartiges Werkzeug fur die Diagnostik von BQCV, welches insbesondere in der Kéniginnen-
zucht seine Anwendung finden wird. Die Erreichung des Projektziels durch die Entwicklung

der beiden LFAs bedeutet eine wesentliche Vereinfachung und Verbesserung der
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Virusdiagnostik bei Honigbienen, die zum Schutz von Bienen und weiteren Bestauberinsekten
in der Agrarlandschaft beitragen wird. Die vom Teilprojekt LIB geleisteten Arbeiten waren fir
die Erreichung des Projektziels notwendig. Ohne die rekombinanten Antigene hatten keine
monoklonalen Antikérper hergestellt werden kénnen. Und ohne das gesammelte Bienenmate-
rial und die Arbeiten zur Testung und Validierung der LFAs, hatten die Tests nicht entwickelt
und validiert werden kénnen. Damit waren die geleisteten Arbeiten fir die Erreichung des Pro-

jektziels auch angemessen.

1.4 Verwertbarkeit der Ergebnisse

Das Verbundprojekt LAFAS hatte die Entwicklung von immunologischen Schnelltests flir den
Virusnachweis zum Ziel. Angestrebt wurde ein lateral-flow Testsystem mit dessen Hilfe die
Virusdiagnostik bei der Honigbiene vereinfacht wird. Fir die Viren DWV und BQCV konnten
LFA-Prototypen entwickelt werden, die von der ASKA Biotech GmbH zur Marktreife gebracht
werden sollen. Der LFA fir BQCV ist dabei besonders vielversprechend, da er ein Alleinstel-
lungsmerkmal besitzt und bei Fachtagungen und Messen bereits grolRes Interesse fand. Die

Vermarktung der LFAs wird von der ASKA Biotech GmbH tGbernommen.

1.5 Fortschritte bei anderen Stellen

Zum Zeitpunkt der Beantragung (20.09.2020) und Bewilligung (27.01.2021) des Projektes gab
es keine Informationen zum Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen.
Wahrend der Durchflihrung des Projektes ist uns bekannt geworden, dass eine Arbeitsgruppe
an der Universitat Graz in Osterreich ein Projekt zur ,Virendiagnostik und -prophylaxe bei Ho-
nigbienen“ im Rahmen der Projektférderung ,Zukunft Biene 2 — Grundlagenforschungsprojekt
zur Forderung des Bienenschutzes und der Bienengesundheit® durchgefiihrt hat, bei dem
ebenfalls Schnelltests flr Honigbienenviren entwickelt wurden. Seit September 2023 ist ein
entsprechender Schnelltest (FASTest BEE 3T) der Firma MEGACOR Diagnostik GmbH aus
Osterreich auf dem Markt. Dieser FAS Test erméglicht den qualitativen Nachweis von drei Bie-
nenviren, dem Fligeldeformationsvirus (DWV), dem Akute Bienenparalyse Virus (ABPV) und
dem Sackbrutvirus (SBV) mittels DipStick-Verfahren. In Bezug auf den immunologischen
Nachweis von DWYV gibt es also seit September 2023 ein Konkurrenzprodukt. Das DipStick-
Verfahren des FASTests hat aber gegeniiber dem im Projekt LAFAS gewahlten Kassettenfor-
mat entscheidende Nachteile. (I) Der Virusnachweis erfolgt nur qualitativ, nicht quantitativ. (Il)
Es befinden sich 3 Teststreifen in einer Verpackung, sodass die nicht verwendeten Streifen
verfallen. (Ill) Dipstick-Tests sind in der Handhabung weniger anwenderfreundlich als das von
uns gewahlte Kassettenformat. Das heil3t, auch wenn der im Rahmen von LAFAS entwickelte
DWV-LFA nicht mehr der einzige Schnelltest fir DWV auf dem Markt ist, sollte er in der
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Ausgestaltung als anwenderfreundlicher und quantifizierbarer Test ein gewisses Marktpoten-
tial haben. Der im Rahmen von LAFAS entwickelte BQCV-LFA ist weiterhin der einzige Schnell-
test fur BQCV auf dem Markt. Hier hat es seit Beantragung, Bewilligung und Beendigung des

Projekts keine Fortschritte bei anderen Stellen gegeben.

1.6 Veroffentlichungen (erfolgte und geplante)
Bei Prasentationen auf mehreren Tagungen und Workshops konnten Teile der bisherigen Pro-
jektergebnisse vor Wissenschaftlern und in begrenztem Umfang auch vor potentiellen Anwen-

dern dargestellt und in Fachkreisen diskutiert werden. Zu nennen sind hier:

- 71. Jahrestagung der AG der Institute fir Bienenforschung, 19.- 21. Marz 2024, Minster
- 72. Jahrestagung der AG der Institute fur Bienenforschung, 25.- 27. Marz 2025, Freiburg
- Beenovation Abschlussveranstaltung, 17.10.2024, Berlin

- Innovationstage der BLE, 05.11.2024, Berlin

- geplant: peer-reviewed Veroffentlichungen in internationalen Fachzeitschriften
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