Ea AgriStrip - ein neuer Schnelltest
zum Nachweis von Feuerbrand

Damit Massnahmen zur Bek&@mpfung von Feuerbrand rasch eingeleitet werden kénnen, braucht man

schnelle Diagnoseverfahren zur Ursachenabklarung des beobachteten Pflanzenschadens. Bisherige

Methoden erforderten die Einsendung feuerbrandverdéchtigen Pflanzenmaterials ins Feuerbrand-

Diagnoselabor und mindestens zwei Tage bis zum Ergebnis durch Erregernachweis mit dem

Plattenverfahren und Bestétigung durch Serum-Agglutination. Der neue Immun-Schnelltest

(Ea AgriStrip), dem eine serologische Funktionsweise basierend auf bakterienspezifischen Antikérpern

zugrunde liegt, wurde in einem gemeinsamen Projekt (2006-2009) durch die BIOREBA AG entwickelt

und von der Forschungsanstalt Agroscope Changins-Wéadenswil ACW in Zusammenarbeit mit den

Kantonalen Pflanzenschutzdiensten unter Praxisbedingungen in Labor und Feld getestet.
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Die Bewertung des neuen Schnelltests (Abb. 1)erfolgte
dabei, neben der Bestimmung der Spezifitdt und Sensiti-
vitdt (Nachweisgrenze), durch Vergleich mit bewédhrten
und von der EPPO empfohlenen Verfahren zur Feuer-
branddiagnose wie der Isolierung des Feuerbrandbakte-
riums auf Ndhr-Agarplatten und der Nested PCR (EPPO
Bulletin 2004).

Spezifitdt - reagiert der Schnelltest auch mit an-
deren Mikroorganismen?

Im Test mit 47 Bakterienisolaten wies der Schnelltest
eine sehr hohe Spezifitdt gegeniiber Erwinia amylovora-
Isolaten (20) aus Europa und den USA auf. Nur mit Erwi-
nia pyrifoliae, einem nahen Verwandten des Feuerbrand-
erregers, der aber in der Schweiz bisher nicht vor-
kommt, zeigte sich eine Kreuzreaktion. Mit anderen
Bakterien, die auch h&ufig auf den Feuerbrandwirts-
pflanzen zu finden sind, wie Pseudomonaden, Xantho-
monaden, Pantoea sp. oder Bakterien, die als Antago-
nisten gegen Feuerbrand eingesetzt werden koénnen,
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Probenauftrag Membran

wie Bacillus sp. (Serenade™) und Hefen (Blossom Pro-
tect™) ergaben sich keine Reaktionen.

Sensitivitat - bei welcher Bakterienmenge findet
noch eine Reaktion statt?

Untersuchungen zur Nachweisgrenze des Schnelltests
zeigten sowohl bei Reinkulturen von Erwinia amylovora
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Abb. 1: Serologi-
sche Funktions-
weise des Ea Agri-
Strip Schnelltests
(Antigen-Antikor-
perreaktion).
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Abb. 2: Nachweisgrenze (Bakterienkonzentrationen in
cfu/ml) des Schnelltests in Verdiinnungsreihen von
Erwinia amylovora (CFBP 1430).

als auch bei kiinstlich inokulierten Pflanzenextrakten
(aus Apfelholz) eine benétigte Bakteriendichte von min-
destens 5 x 10°cfu/ml (Abb. 2), um noch schwach posi-
tive Reaktionen hervorzurufen. Dies ist besonders wich-
tig im Frithjahr und Herbst, wenn sich die Bakterien-
dichten im Feld aufgrund der tieferen Temperaturen
knapp um die Nachweisgrenze herum bewegen. Sollte
es notig sein, tiefere Bakterienmengen nachzuweisen,
miissten sensitivere DNA-Methoden herangezogen wer-
den.

Vergleichsuntersuchungen im Feuerbranddiag-
noselabor (2006-2008)

Von den insgesamt 525 getesteten feuerbrandverdéchti-
gen Proben stammten 157 von Birne, 177 von Apfel, 84
von Quitte, 31 von Weissdorn und 30 von Cotoneaster
dammeri. Der Rest kam von weiteren Feuerbrandwirts-
pflanzen wie Scheinquitte, Vogelbeere, Feuerdorn und
Cotoneaster salicifolius (47). Die Proben stammten von
Bléttern, Asten, Zweigen, Bliiten und Friichtchen mit
feuerbrandverddchtigen Symptomen. Zur Testung wur-
den sie zunichst visuell beurteilt und dann Ubergéinge
zwischen befallenem und gesundem Pflanzengewebe
gesucht. Bei der visuellen Bonitur werden Zahlen von
0 bis 4 vergeben, je nach Schweregrad der feuerbrand-
verddchtigen Symptome:

VBL 0 = kein feuerbrandverdichtiges Material

Zum Beispiel keine Symptome.

VBL 1 = wenig verdéchtig

Unspezifische Nekrosen an Trieben und Asten; Nekro-
sen nur auf der dusseren Rinde, gesundes Pflanzenge-
webe unter der Rinde, keine Ubergénge; Mehltau oder
Insektenbefall (Birnentriebwespen-Befall zeigt &hnliche
Symptome wie Feuerbrand).

VBL 2 =verdéchtig

Blattstiele und Blattbiischel verfirbt (ohne Symp-
tome im Holz); am Baum abgestorbene Bliitenbiischel;
Canker (altes Holz) mit unklaren Ubergingen; trockener
Ubergang im Holz; Verwechslungsgefahr mit Rinden-
brand oder Monilia.

VBL 3 = sehr verdichtig

Frische, feuchte rot-braun marmorierte Ubergangsstel-
len im Holz; schwammiges Holz; Schwarzfiarbung des
Blatts vom Blattstiel her, dem Blattnerv entlang oder
am Blattgrund; rotlich-schwarz verférbte Bliitenstiele;
Friichte schwarz und vertrocknet; feucht-glinzende
Oberflachen an Holz und/oder Bliitenstielen; Verwechs-
lungsgefahr mit Pseudomonas syringae.

Abb. 3: Erregernachweis durch Isolierung auf Ndhragar-
platten (Koloniecharakteristik), evtl. Kolonie-Nach-
testung mit Serumagglutination oder Ea AgriStrip
Schnelltest .

Abb. 4: Erregernachweis durch den Ea AgriStrip
Schnelltest im Labor.

VBL 4 = definitiv feuerbrandverdéchtiges Material
Typische Feuerbrandsymptome; ganzer Zweig schwarz,
verbrannt; Schwarzfarbung der Bliitenstiele und Mittel-
rippen an Bléttern; U-férmig abgebogene Zweige;
Schleimtropfen.

Das Pflanzenmaterial (ca. 0.1 g; drei bis vier kleine Stii-
cke von 0.5 bis 3 cm Grosse) wurde mit sterilen Messern
und Pinzetten enthommen und in 4 ml Phosphatpuffer
fiir 15 bis 30 (60) Minuten bei Raumtemperatur geschiit-
telt und mit den entsprechenden Methoden getestet.

Von den 525 untersuchten Proben waren 56% feuer-
brandpositiv mit dem Plattenverfahren (Abb. 3) und 54%
positiv mit dem neuen Schnelltest (Abb. 4). Weitere Ver-
gleichsuntersuchungen des Schnelltestes mit der Stan-
darddiagnose ergaben eine 95 bis 98% Ubereinstim-
mung positiver und negativer Resultate, das heisst im
Schnitt 96.3% iiber drei Jahre. Dies sind sehr gute Uber-
einstimmungen, besonders wenn man berticksichtigt,
wie unterschiedlich und inhomogen das vorhandene
Pflanzenmaterial war (Blétter, Friichte, Zweige von un-
terschiedlichen Feuerbrandwirtspflanzen).

Vergleichsuntersuchungen im Feld in Zusam-
menarbeit mit den kantonalen Pflanzenschutz-
diensten KPSD (2008)

Auch der Vergleich der positiven und negativen Ergeb-
nisse des Ea AgriStrip Schnelltests im Feld (Abb. 5) mit
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Abb. 5: Erregernachweis

und Durchfiihrung des

Ea AgriStrip Schnelltests

im Feld.

Ergebnissen der Isolation des Erregers auf Platte (Abb. 3)
und der Nested PCR im Labor zeigten gute Ubereinstim-
mung. Die allgemeine Ubereinstimmung positiver und
negativer Ergebnisse von Schnelltest und der Platten-
isolierung lagen bei 89% und von Schnelltest und PCR
bei 91%. Diese Ergebnisse konnten mit Hilfe von Korre-
lationsanalysen bestétigt werden. Der Vergleich von
Ea AgriStrip mit der Plattenisolierung ergab einen
hochst signifikanten positiven linearen Zusammenhang
zwischen den beiden Methoden(r = 0.810, P < 0.001,
n = 201). Der Vergleich von Ea AgriStrip mit PCR-Ergeb-
nissen ergab ebenfalls einen héchst signifikanten posi-
tiven linearen Zusammenhang (r = 0.834, P < 0.001,
n = 201). Der Vergleich von Plattentest mit PCR ergab
einen hochst signifikanten, aber moderaten positiven
Zusammenhang der Ergebnisse beider Methoden
(r=0.698, P<0.001, n=201).

Dies ist erkldrlich, denn die héchst sensitive Nested
PCR Methode detektierte die grosste Anzahl an positi-
ven Feuerbrandproben von Apfel- und Birnbdumen
(70%) im Vergleich zu Schnelltest (65%) und Platteniso-
lierung (51%, Tabelle). Insbesondere in Cankerproben
und Pflanzenproben, die eine Vielzahl anderer epiphyti-
scher Bakterien aufwiesen, konnte Erwinia amylovora
weniger hdufig auf der Platte isoliert und damit nachge-
wiesen werden.

In weiteren Versuchen mit den Kantonalen Pflanzen-
schutzdiensten waren von insgesamt 305 untersuchten
feuerbrandverddchtigen Proben 186 positiv mit dem
Schnelltest im Feld, 92 Proben waren negativ und 27
zeigten unsichere Ergebnisse (sehr schwache Testlinien
im Vergleich zur Kontrolllinie). Von diesen wurden 13
Proben (4%) zur weiteren Abkldrung ins Feuerbranddi-
agnose-Labor der ACW eingesandt.

Schlussfolgerung

Der Ea AgriStrip Schnelltest eignet sich sowohl im Labor
als auch im Feld zur schnellen Diagnose des Feuerbrand -
erregers in Pflanzengewebe mit Symptomen.

Aufgrund der sehr guten und hohen Ubereinstim-
mung des Schnelltests mit der Standarddiagnoseme-
thode und der sehr hohen Spezifitdt werden Feuer-
brandverdachtsproben, deren visuelle Beurteilung eine
Note von mindestens 2 und eine Triibung nach dem
Schiitteln in Puffer aufweisen, im Diagnoselabor jetzt
routinemdissig mit dem Schnelltest gepriift. Durch die
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Nachweis von Erwinia amylovora (Ea) in feuerbrandverdéchtigen Pflan-
zenproben mittels Plattenisolierung (Standarddiagnose), Nested PCR und

dem neu entwickelten Immuntest (Ea AgriStrip).

Anzahl positiver Proben/Gesamtanzahl der Proben

Wirtspflanze Plattenisolierung  Nested PCR
Gesamt 105/201 142/201
Apfel 79/141 98/141
Birne 18/49 36/49
Quitte 3/3 3/3

Andere 5/8 5/8

Zeit, bis Testergebnis vorliegt  2-3 Tage 24 Stunden

Verkiirzung der Diagnosedauer von 48 Stunden auf
15 Minuten (Tabelle) konnen die Resultate rascher an
den kantonalen Pflanzenschutzdienst geschickt werden
und damit Schritte zur Sanierung schneller erfolgen. Im
Weiteren wird der Serum-Agglutinationstest zur Nach-
bestédtigung von Erwinia amylovora-Kolonien auf der
Platte jetzt durch den Schnelltest ersetzt. Er verkiirzt die
Laborarbeitszeit fiir diesen Arbeitsschritt von {iber 50
auf unter 15 Minuten. Dies ist das Resultat von Verglei-
chen vom Serum-Agglutinationstest mit den Schnell-
tests in den Jahren 2006 und 2007. Die Ergebnisse waren
bei den 490 untersuchten Verdachtsproben zu 97%
iibereinstimmend.

Auch derVergleich der Ergebnisse des Schnelltests im
Feld mit der Standardmethode und der Nested PCR
zeigte mit 89% beziehungsweise 91% iiberzeugende
Ubereinstimmungen. Die Zufriedenheit der KPSD mit
dem Schnelltest und die Akzeptanz bei den Obstbauern
ist aufgrund der einfachen Handhabung, der Anwen-
dung direkt im Feld, der Bestdtigung des visuellen Ver-
dachts, der Schnelligkeit bis zum Endresultat und damit
der sofortigen Einleitung von Sanierungsmassnahmen
sehr hoch. Die Bestitigung des visuellen Verdachts ist
von besonderer Bedeutung, da sich gerade die Diagnose
von Symptomen der unteren Boniturstufen (VBL 1-2),
die im Labor am hédufigsten auftreten (Abb. 6a), auf-
grund oft vorkommender Mischinfektionen manchmal
als schwierig darstellt. In unseren Untersuchungen hat
sich gezeigt, dass in diesen Boniturstufen die Anzahl po-
sitiv getesteter Proben mit dem Schnelltest meist zwi-
schen den Werten des Plattentests und der Nested PCR
lag (Abb. 6b).

Ea AgriStrip
131/201
95/141

28/49

3/3

5/8

10-15 Minuten
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Abb. 6a: Verteilung der feuerbrandverdéchtigen Pflan-
zenproben auf die visuellen Boniturstufen (VBL 0 -4)
im Feuerbranddiagnoselabor in den Jahren 2005-2008
(n=20904).

Abb. 6b: Nachweis von Erwinia amylovora mittels Plat-
tenisolierung (Standard), Ea AgriStrip und Nested PCR
in Pflanzenproben (n = 201) aus unterschiedlichen visu-
ellen Boniturklassen.

le test rapide pour le dépis-

tage du feu bactérien

Afin que les mesures de lutte contre le feu bactérien
puissent étre déclenchées dans les plus brefs délais,
il faut un diagnostic rapide. C’est a cet effet que le test
rapide AgriStripEa a été mis au point par la maison
BIOREBA AG et testé en laboratoire et sur le terrain
par la Station de recherches Agroscope Changins-
Widdenswil ACW dans les conditions de la pratique. Au
fil des essais réalisés de 2006 a 2008 avec 47 isolats de
bactéries (entre autres Pseudomonades, Xanthomo-

nades, Pantoea, Ralstonia, Bacillus et levures), la ban-

10

Allerdings hat der Schnelltest wie alle Methoden ne-
ben Vorteilen (Schnelligkeit, Preis — Leistung, Anwen-
dung direkt im Feld, sofortige Einleitung von Sanie-
rungsmassnahmen) auch Grenzen (verzogerte Streifen-
entwicklung bei geringer Bakterienkonzentration und
tiefen Temperaturen, z.B. im Friihjahr/Herbst). Er ist
zurzeit weiterhin nicht geeignet, um den Feuerbrander-
reger in latent befallenen Pflanzenteilen (ohne Sympto-
me) nachzuweisen. Auch miissen beim Gebrauch des
Schnelltests zur Diagnose im Feld besondere gesetzliche
Bestimmungen eingehalten werden, da es sich beim
Feuerbranderreger um ein Quarantdnebakterium han-
delt, mit dessen Umgang besondere Auflagen verkniipft
sind (vergleiche SZOW 9/2009, Seite 16).
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de test a affiché une tres forte spécificité. Les services
phytosanitaires cantonaux se montrent tres satisfaits
de ce test rapide et les arboriculteurs I'ont tres vite
adopté en raison de sa manipulation simple, de I'ap-
plication directe au site, de la certitude complémen-
taire qu'il apporte en sus de I'examen visuel, de la
rapidité du résultat final et donc, de la possibilité de
prendre immédiatement les mesures d’assainisse-
ment nécessaires.
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