Bundesgesundheitsbl - Gesundheitsforsch -
Gesundheitsschutz 2003 - 46:984-988
DOI10.1007/500103-003-0718-y

Zusammenfassung

Die Erregerdiagnostik bei Bioterrorismus-
(BT-)Verdacht gewinnt durch den Einsatz vi-
sueller Verfahren an Prézision und Schnellig-
keit. Die resultierende morphologische Diag-
nostik am Licht- und Elektronenmikroskop
(EM) erfordert keine spezifischen Reagen-
zien; die Praparation von Proben direkt vom
Patienten, aus der diagnostischen Zellkultur
oder aus BT-Umweltproben selbst ist einfach
und schnell. Die Praparation, iberwiegend
durch Negativkontrastierung, ermdglicht
innerhalb von 15 min durch den,,offenen
Blick” die schnelle Visualisierung aller in der
Probe enthaltenen Strukturen. Die Auflosung
des EM reicht zur Erkennung auch kleinster
Viren. Die EM-Diagnose gibt so eindeutig
Hinweis auf die vorliegende Virusfamilie,
nicht aber auf den spezifischen Typ. Diese
,Gruppendiagnose”, z.B.als schnelle Diffe-
renzialdiagnose bei Pockenverdacht, reicht
dem Kliniker oder Epidemiologen haufig
schon fiir das weitere Handeln.Im Labor
fihrt sie orientierend und friihzeitig zur Aus-
richtung der Differenzialdiagnostik auf die
relevanten Keime in der Probe. Die Vorteile
der EM in der BT-Diagnostik sind nicht nur
fir die Diagnostik von Viren hilfreich, son-
dern, wie die Erfahrungen mit der Anthrax-
diagnostik in den USA und bei uns gezeigt
haben, auch von bakteriellen Erregern. Die
Sicherheit fiir das Laborpersonal kann durch
vorhergehende Probeninaktivierung erreicht
werden. Zur Sicherung der Qualitat der mor-
phologischen Erregerdiagnostik werden
vom Konsiliarlaboratorium entsprechende
Ringversuche und Laborkurse veranstaltet.
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Elektronenmikroskopie
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Bioterrorismus-Diagnostik

Entwicklung der Elektronenmi-
kroskopie in der Infektiologie

Bis in die zweite Hélfte des 19. Jahrhun-
derts, bis zur Einfithrung leistungsfihi-
ger Lichtmikroskope, gab es nur vage
Vorstellungen iiber die Ursachen von In-
fektionskrankheiten. Durch die Kombi-
nation von Kulturverfahren (Erregeriso-
lierung), Lichtmikroskopie und Tierver-
such gelang es Robert Koch - erstmals
1876 beim Milzbrand - dtiologische Zu-
sammenhinge zwischen dem isolierten
Keim und der entsprechenden Krank-
heit herzustellen. Durch konsequente
Anwendung der spéter als Koch-Henle-
Postulate' bezeichneten Prinzipien ge-
lang es sehr schnell, die Erreger der Tu-
berkulose (1882), Cholera (1883) und ei-
ner Reihe anderer, verheerender Seu-
chen zu beschreiben [1]. Die wesentlich
durch Carl Zeiss und Ernst Abbe in Jena
betriebene wissenschaftlich-technische
Weiterentwicklung der Lichtmikrosko-
pie war eine wichtige Voraussetzung fiir
die Erfolge Robert Kochs und seiner
Schiiler.

Bei einer Reihe von Infektionen des
Menschen, von Tieren und Pflanzen
stief} die Lichtmikroskopie jedoch an
ihre Grenzen: Bei der Tabakmosaik-
Krankheit, der Maul- und Klauenseuche
und bei anderen Infektionen lief8 sich
das zweifelsfrei nachgewiesene infekti-
Ose Prinzip nicht darstellen. Die ,,ultra-
visiblen“ Agenzien wurden nicht von
bakteriendichten Filtern zuriickgehal-

' Von identischen Krankheitshildern werden
immer wieder dieselben Erreger isoliert,
diese zeigen makroskopisch einheitliches
Wachstumsverhalten und mikroskopisch
identische Morphe und Féarbbarkeit, und die
Isolate verursachen im Tierversuch wieder
die urspriinglich beobachtete Erkrankung.
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ten, sie sedimentierten auch nicht in der
konventionellen Zentrifuge [2,3, 4], weil
sie offensichtlich viel kleiner als Bakteri-
en waren.

Diese nur negativ definierten Erre-
ger wurden unter dem Begriff Virus zu-
sammengefasst: Thre Sichtbarmachung
forderte ein wesentlich hoher auflésen-
des, namlich das schon 1873 von Ernst
Abbe visiondr konzipierte, vollig neuar-
tige ,Ubermikroskop“ [5]. Bis zu seiner
Umsetzung vergingen dann auch nur
noch wenige Jahrzehnte: Beschleunigte
Elektronen mit ihrer erheblich kiirzeren
Wellenldange ermoglichten 1931 die Kon-
struktion eines zweistufig abbildenden
Elektronenmikroskops (EM). Seine Ent-
wicklung und Anwendung wurden
durch die enge Zusammenarbeit zwi-
schen den Konstrukteuren Ernst Ruska
(1906-1988, Nobelpreis 1986) und Bodo
von Borries (1905-1956) mit dem Medi-
ziner Helmut Ruska (1908-1973), durch 2
weitere, konkurrierende Projekte in Ber-
lin (AEG und M. von Ardenne) und
schlieflich 1937 durch die industrielle
Entwicklung durch Siemens und Halske
sehr geférdert (Uberblick in [6]). Bereits
1938 zeigten die 3 Autoren in einer ers-
ten Ubersichtsarbeit neben Abbildun-
gen von Bakterien auch Pockenviren mit
ihrer typischen Quaderstruktur [7]. Die
EM wurde dann frithzeitig in der Seu-
chenschnelldiagnostik der Pocken ein-
gesetzt. Insbesondere nach der Einfiih-
rung zuverldssiger Praparationsverfah-
ren (Ultradiinnschnitt-Technik, Negativ-
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Abstract

In case of a suspected attack diagnostic light
and electron microscopy (EM) aids in the la-
boratory diagnosis of potential bioterrorism
disease agents (BT agents) . Morphological
details of a suspected structure provide evi-
dence for rapid and precise diagnosis of the
underlying agent. Sample preparation di-
rectly from a patient, a diagnostic culture, or
from environmental samples relies mainly
on negative staining, does not require specif-
ic reagents,and can be performed within a
few minutes. By its“open view,”EM is a catch
all method, i.e., by the intrinsic resolution of
EM even the smallest viruses become detect-
able as well as multiple infections and even
agents that were not considered before.The
morpho-diagnosis reveals just the virus
family, not the specific type. This group diag-
nosis can provide a rapid and specific an-
swer, e.g., in the differential diagnosis (DD)
between smallpox and chickenpox. Diag-
nostic EM can be applied with advantage to
visualize also bacterial BT agents, e.g., the
anthrax letters in the USA and Germany. It
also helps to focus laboratory DD on the rele-
vant family of agents. Safety of lab personnel
is accomplished by prefixation of diagnostic
samples, while quality is controlled by parti-
cipation in external quality assurance
schemes and lab courses performed by the
Consultant Lab for Diagnostic EM.
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(1) Objekttrager mit Vesikel-
Abstrich nach Lufttrocknen
und Formaldehyd (FA)-
Inaktivierung

(2) Infektioser Vesikelinhalt
in Kaniile, Spritze oder
Kapillare

(3) Vesikelinhalt nach
Transfer in ein Gefdss
mit FA

(4) EM-Tragernetz
zum Abtupfen
und Auftrocknen
von Vesikelinhalt

Abb. 1 A Asservieren von Vesikelproben vom Pockenpatienten. Vier Methoden zur Gewinnung
von Blascheninhalt bei Pockenverdacht. Beachte: nur die Methoden 1,3 und 4 erméglichen
die Formaldehydinaktivierung bereits am Krankenbett

kontrastierung) forderten sich Virologie
und EM wechselseitig erheblich. Zwi-
schen 1950 und 1980 wurde eine Vielzahl
»heuer® Viren beschrieben und mor-
phologisch klassifiziert. Die EM wurde
essenziell fiir die Aufkldrung von Infek-
tionskrankheiten und zu einer Siule in
der biomedizinischen Grundlagenfor-
schung. Die Einfithrung sensitiver
ELISA- und PCR-Methoden in die Diag-
nostik und Forschung, die kiirzliche
Neuorientierung der Grundlagenfor-
schung auf Genomics und Proteomics,
aber auch kurzsichtige Nutzenerwigun-
gen haben seither zur Schlieffung man-
cher Elektronenmikroskopie-Gruppe
gefiihrt. Als Folge dieser Negativent-
wicklung in der Biomedizin werden be-
reits Defizite im Verstehen von Struktur-
Funktions-Zusammenhdngen konsta-
tiert und ein Gegensteuern gefordert

[8].

Der,,offene Blick” visueller
Nachweisverfahren

Licht- und Elektronenmikroskopie un-
terstiitzen durch ihre ungerichtete Vi-
sualisierung, durch ihren ,offenen
Blick“ die orientierende BT-Diagnostik.
Mit ihrer Hilfe werden die morphologi-
schen Eigenschaften der Erreger erfasst
und beschrieben, d. h., sie ermdglichen
eine anschauliche Diagnostik, wobei die
beobachtete Morphe eine innere Quali-
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tatskontrolle darstellt. Das EM macht
mit seiner praktischen Aufl6sung von
10 nm prinzipiell alle in der Probe ent-
haltenen Agenzien, auch kleinste Viren,
sichtbar. Die Morphodiagnose nutzt die
letztlich genetisch bedingten Struktur-
merkmale von Erregern, wie Grofie,
Form und Feinstruktur. Die erkannten
Details ergeben eine direkte Zuordnung
zu einer der taxonomisch definierten
Erregerfamilien. Der ,,offene Blick® er-
laubt auch das Erkennen von Mehrfach-
infektionen in der Probe, und schlief3-
lich werden hier auch Erreger detektiert,
an die der Einsender bei seiner Untersu-
chungsanforderung primér nicht ge-
dacht hatte.

Die Elektronenmikroskopie
wurde bereits friih in die
Seuchendiagnostik eingefiihrt

Die Morphodiagnostik ist schnell. Die
direkte Prdparation von Vesikelinhalt
(Abb. 1, 2) durch die Negativkontrastie-
rung mit Schwermetallsalzen sowie die
Auswertung und das Durchmustern des
Préparates am Elektronenmikroskop be-
nétigen kaum 15 min [9,10,11,12]. Prinzi-
piell konnen alle partikelhaltigen Sus-
pensionen mit dieser Methode analysiert
werden, unabhingig davon, ob sie direkt
vom Patienten, aus der diagnostischen
Zellkultur oder aus so genannten Um-
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Abb. 2 A Negativkontrastierung von Pox- und Herpesviren. Die Negativkontrast-EM von Pox- (a)
und Herpesviren (b) differenziert schnell und sicher zwischen den klinisch manchmal nur schwer

zu unterscheidenden Pocken und den Windpocken

weltproben stammen. Im Pockenver-
dachtsfall kann, insbesondere bei Er-
wachsenen und im Frithstadium, die kli-
nische Diagnose zwischen Pocken und
Windpocken schwer fallen: Die EM-Un-
tersuchung ergibt hier die notwendig
schnelle und sichere Differenzierung
zwischen den Orthopocken- und den Va-
ricella-Zoster-Herpesviren [10, 11, 12, 13,
14, 15,18].

Die EM kann schon bei einem klini-
schen Verdacht eingesetzt werden - ohne
Ausrichtung auf einen bestimmten Erre-
ger und ohne den Einsatz spezifischer
Reagenzien oder Programme. Neben ih-
rer Schnelligkeit und dem ,offenen
Blick“ ist das ein weiterer Vorteil gegen-
iiber der tibrigen Labordiagnostik, die
eher gerichtet auf die wahrscheinlich
vorliegende Erregergruppe durchgefiihrt
wird. Die morphologische Zuordnung zu
einer Virusfamilie ist fiir den Kliniker
hdufig schon ausreichend. Dem Labor
ermoglicht sie, die ,,Feindiagnostik“ - bis
hin zur forensischen Genotypisierung -
auf nur noch eine bestimmte Erregerfa-
milie auszurichten. Hieraus kann sich ein
erheblicher Zeit- und Effizienzgewinn
ergeben. Die Erfahrungen in den USA
und bei uns haben gezeigt, dass die EM
nicht nur zur Analyse mutmafilich vira-
ler Proben geeignet ist, sie wurde vielfach
auch erfolgreich zur Anthraxdiagnostik,
d.h.auch in der Bakteriologie eingesetzt
(Abb. 3) ([10], s. auch S.E. Klee et al. so-
wie G. Pauli und H. Ellerbrok in diesem
Heft).

Grenzen der Diagnostik
am Elektronenmikroskop

Voraussetzung fiir die Morphodiagnos-
tik sind relativ hohe Partikelkonzentra-
tionen in der Probe (>10° Teilchen/ml).
Diese Bedingung ist hdufig erfiillt, z.B.
zeigten die Anthraxbriefe 2001 in den
USA jeweils etwa 1 g, d.h., mehr als
10" Sporen, wihrend der Vesikelinhalt
von Pocken oder Windpockenlédsionen
mehr als 109 Teilchen/ml enthilt [14].
Fiir Proben mit geringeren Partikelmen-
gen gibt es probate Anreicherungsver-
fahren (Ultrazentrifuge, Immunaggre-
gation), [9,10,16].

Die Morphodiagnose ist eine Erre-
gergruppendiagnose. Werden z.B. am
EM Orthopockenviren festgestellt, so

&

Abb. 3 P> Negativkontras-

tierung von Bakterienspo- b ”
ren zum morphologischen -
Sporennachweis aus » ) P ‘
Umweltproben. Die hier als [ ] . :

Modell fiir den Anthrax-
nachweis eingesetzten
B.-subtilis-Sporen zeigen
eine gut auswertbare
Verteilung am Triagernetz
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konnen Variola-, Affenpocken- oder
auch das Vacciniaimpfvirus in der Pro-
be vorliegen. Zur Kldrung kann die
Krankengeschichte herangezogen wer-
den. Bei BT-Verdacht sind daneben die
iiblichen differenzialdiagnostischen
Untersuchungen vorzunehmen. Prinzi-
piell erméoglichen Erreger-spezifische
Antikdrper eine schnelle Erregertypi-
sierung auch am EM (Immun-EM, [16]):
Die Immun-EM ist als Instrument der
Grundlagenforschung etabliert - fiir ih-
ren Einsatz in der BT-Diagnostik fehlen
bisher weitgehend die spezifischen An-
tikorper.

Elektronenmikroskopie
im Methodenspektrum
der BT-Diagnostik

Angesichts der schwerwiegenden Kon-
sequenzen einer falsch-negativen oder
falsch-positiven Befundung sollten BT-
verdichtige Proben immer durch meh-
rere, sich ergdnzende Methoden unter-
sucht werden. Dabei ist die orientieren-
de schnelle Primédr- und/oder Differen-
zialdiagnostik methodisch von der Be-
statigungs- und Feindiagnostik im Spe-
ziallabor zu unterscheiden. In der orien-
tierenden sog. Frontline-Diagnostik hat
die EM durch ihre Schnelligkeit und
Prézision gegeniiber Inmunfluoreszenz,
Antigenassay und Nukleinsdureamplifi-
kationstechniken (NAT, z.B. PCR) wich-
tige Vorteile. Ein entsprechender Ver-
dacht kann sehr schnell und prézise ve-
rifiziert oder ausgeschlossen werden,
und der oben bereits genannte ,,offene
Blick“ldsst auch andere moglicherweise
ursédchliche Erreger erkennen. Um Ma-
terial fiir die weiterfithrende, ggf. auch
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fiir die elektronenmikroskopische Erregerdiagnostik

forensische Charakterisierung der Iso-
late zu sichern, muss schliellich auch
die klassische Erregeranzucht frithzeitig
eingesetzt werden.

Laborsicherheit
in der EM-Erregerdiagnostik

Bei der BT-Diagnostik ergeben sich In-
fektionsrisiken. BT-verdédchtige Proben
miissen daher zundchst in einem Hoch-
sicherheitslabor (BSL 3 oder BSL 4) fiir
die EM-Diagnostik vorbereitet werden.
Im Bereich der EM wird die Sicherheit,
auch gegeniiber hoch pathogenen Erre-
gern wie Anthrax-, Ebola- und Variolavi-
rus durch geeignete Probenvorfixie-
rung, z.B. durch Formaldehyd oder Glu-
teraldehyd am Trédgernetz, erreicht
(s. Abb. 1). Detaillierte Angaben finden
sich in Internet [17,18].

Qualitatssicherung
in der EM-Erregerdiagnostik

EM, PCR und Immunfluoreszenz sind
aber letztlich nur dann schnell, wenn der
Probentransport zur Durchfithrung der
Diagnostik auch schnell erfolgt. Fiir
die EM-Erregerdiagnostik stehen in
Deutschland regional gestreut mehr als
20 erfahrene, in die BT-Diagnostik ein-
zubindende Laborgruppen zur Verfii-
gung. Der Probentransport ist damit in
weniger als 2 Stunden méglich. Trans-
port und effiziente Durchfithrung der
elektronenmikroskopischen Schnelldi-
agnostik miissen allerdings durch Ab-

sprachen und Alarmpldne und -iibun-
gen gesichert werden.

Fiir die EM-Erregerdiagnostik
stehen in Deutschland mehr
als 20 erfahrene Labor-
gruppen zur Verfiigung.

In Deutschland erscheint die Schaffung
zusitzlicher EM-Kapazitit fiir die BT-
Diagnostik nicht notwendig. Solche Be-
miithungen wiren auch nicht zweckmi-
8ig, da der Aufbau der notwendigen Ex-
pertise mithsam und ihre Pflege einen
stindigen hohen Probendurchsatz be-
notigt. Zur Sicherstellung ihrer Qualitét
sollte die EM-BT-Diagnostik auf der Ba-
sis einer guten Routine-EM-Diagnostik
erfolgen [10, 12]. Ein BT-Verdacht muss
schnell und sicher abgeklért werden. Die
diagnostische Sicherheit der EM ist ver-
gleichsweise hoch. Ein einzelnes, zwei-
felsfrei identifiziertes Virion reicht zur
Diagnose. Die EM sollte dennoch immer
parallel mit einer sensitiveren Methode
eingesetzt werden. Das am Robert Koch-
Institut (RKI) angesiedelte Konsiliarla-
boratorium fiir die elektronenmikro-
skopische Erregerdiagnostik hat zur
Qualitdtssicherung unter anderem
14 Ringversuche und 8 Laborkurse
durchgefiihrt (Abb. 4), die insgesamt —
auch fiir das Bedrohungsszenario durch
Pockenviren - zu einem hohen Mafd an
diagnostischer Sicherheit gefiihrt haben
(s.Abb. 2, 4) [10,17,19].
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Auch ,infektionsferne“ EM-Laboratori-
en mit Erfahrung in der morphologi-
schen Analyse konnen hier effektiv wir-
ken. Die notwendige Expertise fiir die
EM-BT-Schnelldiagnostik kann z.B.auch
in einem Institut fiir Pathologie vorge-
halten werden, sofern die personellen
und rdumlichen Voraussetzungen gege-
ben sind und die Zuarbeit zur iibrigen
Infektionsdiagnostik reibungslos und ef-
fizient vernetzt erfolgt (s. auch [15,20]).
Die Probenvorbereitung fiir die di-
agnostische Routine-EM erfordert prin-
zipiell L2-Laborsicherheitsbedingun-
gen: Die BT-Diagnostik sollte hier an
Formaldehyd-inaktivierten Proben er-
folgen. Die Negativkontrastierung, d.h.
das Umbhiillen der an das Trégernetz ad-
sorbierten Partikel mit elektronendich-
ten Schwermetallsalzen, ist technisch
einfach und schnell. Andererseits for-
dert die BT-Diagnostik besondere An-
strengungen hinsichtlich der Sensitivi-
tét, die Verwendung besonders stabiler
und hydrophiler Trigernetze etc. Die
Auswertung kann an jedem konventio-
nellen Transmissionselektronenmikro-
skop erfolgen. Befunde werden heute zu-
nehmend elektronisch, d.h. nicht mehr
aufwindig fotografisch, auf entspre-
chendem Negativmaterial dokumen-
tiert. Die Informationstechnik erleich-
tert heute auch den schnellen Befund-
austausch und die Diskussion mit einem
Referenzlabor. Dariiber hinaus ergibt in
der Zukunft die Einfithrung der vom In-
ternet gestiitzten Telemikroskopie, d.h.
die Mikroskopsteuerung und Befun-
dung durch einen rdumlich entfernten
Experten, eine weitere Qualitdtssiche-
rung in der Morphodiagnostik [21].

Zum Risiko eines
bioterroristischen Anschlags

Infektionserreger eignen sich als BT-
Waffe, weil sie Krankheiten, z.T. auch
Epidemien und Tod bei Mensch und
Tier induzieren konnen. BT-Erreger ha-
ben auch ein hohes Panikpotenzial,
denn sie entziehen sich durch ihre Un-
sichtbarkeit einer rationalen Betrach-
tung. Entsprechend ihrem pathogenen
Potenzial werden 3 verschiedene Erre-
gergruppen unterschieden [22]. Das Ri-
siko der Bedrohung durch einen BT-An-
schlag lasst sich kaum sicher erfassen.



Betrachtet man das Beispiel der Pocken
([22, 23] und R. Thomssen in diesem
Heft), so wissen wir, dass die Infektion
selbst seit 1977 ausgerottet ist und dass
die letzten Pockenvirusvorrite in den
USA bei den Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) und in Russland
bei VECTOR sicher gelagert werden.
Aber konnten nicht doch letzte Vorrite
trotz wiederholter Nachfragen durch die
WHO in einzelnen Terrorstaaten zu-
riickgehalten worden sein oder uner-
kannt in Laborkiihltruhen schlummern?
Kann nicht Virus aus dem BT-Pro-
gramm der fritheren UdSSR oder in Po-
ckenopfern im Permafrost iiberlebt ha-
ben [24]? Spekuliert werden kann
schliellich auch iiber molekulargene-
tisch modifizierte oder gar de novo syn-
thetisierte Viren [25, 26].

Es gibt gute Argumente, die diese
Risiken deutlich kleiner erscheinen las-
sen. Auch Pockenviren sind temperatur-
labil, und sie sind besonders komplex re-
guliert. IThr Uberleben im Labor iiber
Jahrzehnte erfordert aufwindige Vi-
ruspassagen und/oder eine konstant ef-
fiziente Tiefkithlung - beides war in vie-
len Lindern kaum realisierbar. Und aus
Permafrosttoten lief§ sich bisher kein
Pockenvirus isolieren. Wie in diesem
Heft von G. Pauli und H. Ellerbrok sowie
von S.R.Klee et al. an mehreren Beispie-
len diskutiert, erfordert der Einsatz von
Infektionserregern — gegeniiber etwa
Sprengstoffen - ein erhebliches Konnen
und eine nur schwer zu realisierende
technische Infrastruktur. Da aber das
Risiko eines BT-Anschlags theoretisch
nicht ginzlich auszuschlieflen ist, miis-
sen Vorbereitungen fiir eine angemesse-
ne Diagnostik und Maflnahmen zur
Schadensbegrenzung getroffen werden

[13].
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Umweltprobe
oder klinische Probe?

Auf beides muss die Labordiagnostik
vorbereitet sein. Das ldsst sich auch aus
den Erfahrungen mit den Anthraxbrie-
fen in den USA im Jahr 2001 ableiten:
BT-Anschlége fallen erst dann auf, wenn
erste Erkrankungen auftreten. Erst dann
wird die gezielte Suche in Umweltpro-
ben mdoglicherweise weitere Anschlige
aufdecken. Das diirfte auch fiir einen
Anschlag mit Pockenviren gelten. Eine
konstante Luftkeimiiberwachung, das
Erkennen BT-trichtiger Aerosole ist
kaum flaichendeckend maglich. Deshalb
wird erst die Diagnostik der Proben von
einem - hoffentlich friih erkannten - In-
dexpatienten einen Anschlag ausschlie-
en oder nahe legen. Weitere Informa-
tionen und Details zur Gewinnung und
Préparation von Proben aus Patienten
oder aus der Umwelt finden sich bei Ha-
zelton, Gelderblom [10], Miller [12] so-
wie auf der Homepage des RKI [17] und
der CDC [27,18].
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