Bundesgesundheitsbl - Gesundheitsforsch -
Gesundheitsschutz 2003 - 46:610-612
DOI10.1007/500103-003-0622-5

Die Fachgruppe ,Mikrobielle Systema-
tik, Populationsgenetik, Epidemiologie
der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene
und Mikrobiologie fiihrte thren 4. Work-
shop vom 15.-16. November 2002 in
Wernigerode durch (54 Teilnehmer).
Schwerpunktthemen dieses Workshops
waren Taxonomie, Subdifferenzierung,
Populationsgenetik und Epidemiologie
von hochpathogenen Krankheitskei-
men, die als mogliche Biowaffen, insbe-
sondere seit den Anschldgen mit An-
thrax-sporenhaltigen Briefen in den
USA, in den Mittelpunkt politischen und
wissenschaftlichen Interesses gertickt
sind.

Die Organisatoren Helmut Tschipe,
Alexander Rakin und Hermann Neu-
bauer stellten ein umfangreiches und at-
traktives wissenschaftliches Programm
zusammen, das fast nur aus Ubersichts-
vortrigen bestand, die von vielen natio-
nalen und internationalen Experten aus
Schweden, England, Frankreich, Oster-
reich, der Schweiz, den Niederlanden
und Deutschland getragen wurde. In der
Einfithrung zum 4. Workshop (H. Tschi-
pe, Wernigerode) wurde betont, dass mit
Ausnahme von einigen, insbesondere
militdrisch arbeitenden Labors die For-
schung zur Biologie und Epidemiologie
dieser bakteriellen und viralen Erreger-
gruppen aufgrund der Biowaffenkon-
vention quasi tabuisiert war und daher
wenig moderne Grundlagen bekannt ge-
worden sind. Daher sollten die Uber-
sichtsvortrége als Prasentation des ,,state
of the art“ auch fiir die (bisher) nicht mit
diesen Organismengruppen befassten
Wissenschaftler zur Weiterbildung an-
gesehen werden. Diese hochpathogenen,
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bioterroristisch nutzbaren Erregergrup-
pen umfassen meistens schon sehr lan-
ge bekannte Arten, deren Eradikation in
den nordlichen Industriestaaten aber
dazu fiithrte, dass sie in medizinischen
Forschungsprojekten unberticksichtigt
bzw. vernachldssigt wurden. Das zeigte
sich auch in der mangelnden techni-
schen Ausriistung vieler mikrobiologi-
scher Institute (Sicherheitslabore der
Stufe 3 und 4), deren Nachriistung jetzt
mit Hochdruck betrieben werden muss.
Auch sind Forschungsprojekte zu wei-
terfithrenden molekularen Charakteri-
sierungen zur Taxonomie, Diagnostik,
Virulenz, Populationsdynamik und In-
fektionsepidemiologie nicht nur in der
Bundesrepublik Deutschland zu gestal-
ten, sondern europaweit durchzufiihren.
Deshalb sollte der 4. Workshop neben
der Vermittlung des gegenwirtigen
Kenntnisstandes auch dem Erfahrungs-
austausch und der Kniipfung von Kon-
takten fiir zukiinftige Forschungskoope-
rationen dienen.

Bakterien
Bacillus anthracis

In 3 Vortrdgen von E. Stackebrandt,
Braunschweig, F. Allerberger, Innsbruck,
und R. B6hm, Hohenheim, wurde die Ta-
xonomie, Subdifferenzierung und Epi-
demiologie von Bacillus anthracis be-
handelt. B. anthracis ist ein Bakterium,
dass sich taxonomisch nicht wesentlich
von anderen Bazillus-Arten wie B. ce-
reus, B. mycoides, B. weihenstephanen-
sis und B. thuringiensis unterscheidet,
also eigentlich keine eigene Spezies dar-
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stellt,lediglich eine,,Variante®, die durch
die Anwesenheit von 2 Virulenzplasmi-
den (horizontaler Gentransfer) charak-
terisiert ist. Diese Plasmide kodieren fiir
die Toxine EF (Odem-Faktor), LF (Letal-
Faktor) und PA-Faktor (protektives An-
tigen) bzw. fiir die Poly-D-Glutaminséu-
re-Kapsel. B. anthracis zeigt eine phylo-
genetisch und taxonomisch konservier-
te Speziesstruktur und weist damit auf
eine evolutiondr spéte Entstehung hin.
Diese Tatsache erschwert die Subdiffe-
renzierung fiir epidemiologische Zwe-
cke (s. weiter unten). In den nérdlichen
Industriestaaten ist B. anthracis eradi-
ziert, kommt aber noch in der Tiirkei,
Athiopien, im mittleren und siidlichen
Afrika und besonders in China und In-
dien vor. Epidemiologisch kann man
einen ,natiirlichen® epidemischen Pro-
zess von einem ,industriellen“ und ei-
nem ,,bioterroristischen® epidemischen
Prozess der Anthrax-Infektionen unter-
scheiden. Der natiirliche epidemische
Prozess geht stets von infizierten Tieren
aus (es gibt unterschiedlich empfind-
liche Tierspezies) und verursacht
menschliche Infektionen (Hautmilz-
brand 85%, Darmmilzbrand 4%, Lun-
genmilzbrand 1% in Endemiegebieten)
eher als,,Nebeneffekt“ der Tier-zu-Tier-
Verbreitung (gelegentlich auch iiber
kontaminierte Umwelthabitate). Der
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industriell-epidemische Prozess, der
durch kontaminierte tierische Produkte
wie Haare, Wolle, Leder bedingt ist und
den Menschen im Prozess der Verarbei-
tung dieser Produkte erfasst, wird weit
streuend auch auflerhalb der Endemie-
gebiete wirksam. Schlief3lich ist der bio-
terroristisch-epidemische Prozess, wie
er in den USA durch die Versendung von
bakteriellen Sporen in Briefen vorkam,
zu nennen. Bei den 3 verschiedenen epi-
demischen Prozessen ist die infektiose
Dosis eine kritische Grofle und bleibt
weitgehend strittig. Da die Anthrax-Spo-
ren als infektioses Agens weitgehend die
Infektion bedingen, die Sporen aber in
der Regel im Zellverband verbleiben,
miissen sie zur Erhohung der Infektio-
sitdt aus dem Verband herausgeldst wer-
den,um dann in sehr viel geringerer Do-
sis einen Lungenmilzbrand auslésen
koénnen.

Yersinia pestis

In 2 Vortrigen von A. Rakin, Miinchen,
und M. Achtman, Berlin, wurden Uber-
sichten zum Kenntnisstand der Popula-
tionsstruktur, der Virulenz und der Sub-
differenzierung von Yersinia pestis ge-
geben. Ahnlich wie B. anthracis gilt
auch Y. pestis als eine relativ neu
(2.000-15.000 Jahre) entstandene Vari-
ante anderer Yersinia-Spezies (Y. pseu-
dotuberculosis). Y. pestis ist durch 3 Vi-
rulenzplasmide charakterisiert, die fiir
zahlreiche Virulenzfaktoren kodieren.
Hierzu zéhlen z. B. das Frai-Antigen, der
Pestizin-Rezeptor, ein Typ-III-Sekreti-
onssystem und Effektoren, sowie eine
Phospholipase Ymt. Einige dieser Fak-
toren sind nur fiir den ,Nagerzyklus®
oder den ,,Flohzyklus“ wichtig und spie-
len somit fiir die humane Pathogenitit
keine Rolle (z. B. koaguliert das Ymt-
Protein das Blut, wobei durch Verstop-
fen des Ventrikulums des Flohs seine
Stechfrequenz und damit die Ubertra-
gung von Y. pestis erhoht wird). Mithil-
fe der Identifizierung der IS100-Inserti-
onsstellen lief sich zeigen, dass der Bio-
var Antiqua aus 2 verschiedenen phylo-
genetischen Gruppen besteht, wihrend
die anderen Biovare (Orientalis und Me-
dievalis) eigenstdndige Subgruppen von
Y. pestis darstellen. Die unter dem Na-
men Y. pestoides zusammengefassten
Varianten (causasica, hissarica, ulegeica,
altaica) mit z. T. fehlenden Virulenzfak-
toren stehen nicht am Anfang der evolu-

tiondren Entwicklung von Y. pestis, son-
dern stellen geographische ,,Abarten
der Spezies dar.Y. pestis ist als Waldpest
weltweit — besonders in Siidostasien,
Madagaskar und den USA - verbreitet.
Eine epidemiologische Wiederbelebung
der pandemischen Pest (vergleichbar zu
den 3 pandemischen Pestziigen im 5.,14.
und 19. Jahrhundert) hingt weitgehend
auch von Verinderungen in der Okolo-
gie der betreffenden Nagerpopulation
und der dort verbreiteten Flohpopulati-
on ab. Zusétzlich kénnen durch den ho-
rizontalen Gentransfer andere bzw. neue
Plasmide in der Y.-pestis-Gruppe auftre-
ten, die zu Verdnderungen in der Viru-
lenz und Persistenz fithren konnen. Die
sehr niedrige Infektionsdosis von Y. pes-
tis, insbesondere bei seiner Ubertragung
durch Aerosole, die die tédlich verlau-
fende Lungenpest auslésen kann, macht
diesen Erreger als potenzielle Biowaffe
auflerordentlich gefahrlich.

Francisella tularensis

A.Sj6stedt, Umea, Schweden, berichtete,
dass auch Francisella tularensis phylo-
genetisch eine evolutiondr relativ junge
und konservierte Erregerspezies ist, die
zu einer eigenen Familie geh6rt und sich
in wenige Subspezies und Biovare auf-
teilt. Die Subspezies F. tularensis ist be-
sonders virulent fiir den Menschen. Der
Erreger kommt in vielen Landern der
nordlichen Hemisphére vor und wird
durch Zecken und andere Blut saugen-
de Insekten iibertragen. Eine Ubertra-
gung durch Staub ist ebenfalls hdufig. Da
bisher nicht viel iiber Virulenzfaktoren
von F. tularensis bekannt ist (niedrige
Infektionsdosis, intrazellulidre fakultati-
ve Lebensweise), sind durch die vollstin-
dige Sequenzierung des Genoms (Gro-
3¢ ca.1,9 Mb) neue Einsichten in das Pa-
thogenitdtsmuster zu erwarten. Die
niedrige Infektionsdosis und die ausge-
prigte Persistenz in Umwelthabitaten
(Wasser, Staub, Erde) macht F. tularensis
zu einem Erreger, der potenziell in Bio-
waffen eingesetzt werden konnte. Die
phylogenetisch homogene Struktur von
F. tularensis zeigt sich auch in der feh-
lenden Moglichkeit, mit klassischen
Subdifferenzierungsmethoden epide-
miologische Zusammenhinge aufzuar-
beiten. Dies ist gegenwértig nur mit der
MLVA (Multiple-Locus Variable-number
tandem repeat Analysis, s. weiter unten)
moglich.
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Burkholderia pseudomallei

In 2 Ubersichten von H. Neubauer, Miin-
chen, und T.L. Pitt, London, wurden die
Phylogenie, die Virulenz und Epidemio-
logie von Burkholderia pseudomallei
dargestellt. Dessen ,,klonaler Verwand-
ter* B. mallei blieb wihrend des 4. Work-
shops allerdings unberiicksichtigt. Im
Gegensatz zu den anderen hochpatho-
genen Bakterien handelt es sich bei
B.pseudomallei um einen Umweltkeim,
der sein natiirliches Habitat im Boden
und Wasser hat. B. pseudomallei kommt
endemisch in Stidostasien und Nordaus-
tralien vor und gehort taxonomisch zu
einer Gruppe eng verwandter Burkhol-
deria-Spezies wie die apathogenen
B. thailandensis und B. cepacia.

B. pseudomallei ist phylogenetisch
eine diverse Spezies, die mithilfe von Ri-
botyping, Pulse-Field-Gel-Elektropho-
rese (PFGE), IS-Typisierung gut defi-
niert werden kann [Multi-Locus-Se-
quenz-Typisierung (MLST) ist zu wenig
diskriminatorisch]. Durch Kontakt mit
Boden- und Wasserhabitaten in Ende-
miegebieten kann es zu schwerwiegen-
den Infektionen beim Menschen kom-
men. Die Bakterien kénnen iiber linge-
re Zeit unbekannt im Menschen persis-
tieren und dann schwer behandelbare
chronische Krankheitsbilder auslgsen.
Durch die hohe Umweltstabilitdt und die
niedrige Infektionsdosis sind B. pseudo-
mallei mogliche Biowaffen-Erreger.

Coxiella burnetti und Brucella spp.

In 2 Ubersichtsvortrigen von S. Baljer,
Gieflen, und S. Cutler, Weybridge, Eng-
land, wurde der Kenntnisstand zu Infek-
tionen mit Coxiella burnetii und Brucel-
la spp. zusammengetragen. Beide Erre-
ger 16sen zwar auch schwerwiegende In-
fektionen beim Menschen aus, verbrei-
ten sich aber vorwiegend zoonotisch in-
nerhalb empfianglicher Tierpopulatio-
nen und sorgen fiir erhebliche Verluste
in der Landwirtschaft. Daher kénnten
diese beiden Keime verwendet werden,
um landwirtschaftliche Ressourcen zu
vernichten, was in der Vergangenheit
auch bereits geschehen ist.

C.burnetii (G. Baljer) ist phylogene-
tisch mit Legionellen verwandt und
zeigt auch eine grof3e Biodiversitit. Al-
lerdings ist das Virulenzplasmid von
C. burnetii konserviert. Die Bakterien
kommen weltweit vor und sind in ver-



schiedenen Tierarten endemisch. Die
Ubertragung auf landwirtschaftlich ge-
nutzte Tiere erfolgt aus infizierten Um-
welthabitaten (hohe Umweltpersistenz).
Die Verbreitung von C. burnetii erfolgt
durch Aerosole oder auch durch Arthro-
poden. Die Infektionen des Menschen
erfolgen meist iiber den aerogenen Weg.
C. burnetii ist in Wildtier-Populationen
verbreitet (auch in Deutschland gibt es
Endemiegebiete) und wird von diesen
auf Nutztiere tibertragen. Eine Mensch-
zu-Mensch-Ubertragung erfolgt nicht.

Die Brucella-abortus-, -melitensis-,
-suis-Gruppe ist taxonomisch und phy-
logenetisch eine sehr diverse Gruppe,
die bei verschiedenen Tierarten (auch
bei Wassertieren, wie z. B. Robben) vor-
kommt. Diese Bakterien besitzen zwei
Chromosomen (Grof3e je ca. 2 Mbp), wo-
bei eines die sog. ,house keeping“ und
Spezies-spezifischen Gene trigt, das an-
dere kodiert hingegen die,,zusdtzlichen
Faktoren fiir Virulenz und Persistenz
(Letzteres ist dem Rhizobium-Plasmid
sehr verwandt und enthélt auch Trans-
fergene). Alle Brucella-Spezies kénnen
intrazelluldr (in Makrophagen) sehr lan-
ge persistieren und so chronische und
langwierige Infektionen hervorrufen.
Die dafiir notigen Pathogenitétsdeter-
minanten sind nicht bekannt. Man weif3
aber, dass sie ein den Agrobakterien
dhnliches Typ-IV-Sekretionssystem fiir
ihre Kommunikation mit der Wirtszelle
benutzen. Nach vollstindiger Sequen-
zierung des Genoms ist zu erwarten,
dass weitere Virulenzfaktoren identifi-
ziert werden. Die Subdifferenzierung
der Stimme ist mithilfe der PFGE-, IS-
und Mikrosatelliten-Typisierung sehr
gut moglich.

Tagungsbericht
Methodische Aspekte

Da die meisten der oben genannten Bak-
terien phylogenetisch sehr jung sind,
zeichnen sie sich durch eine geringe
Biodiversitit aus. Daher sind Subdiffe-
renzierungsmethoden wie PFGE, Ribo-
typisierung etc. nicht sensibel genug. In
den letzten Jahren hat sich zur Subdiffe-
renzierung aber die Analyse des Poly-
morphismus der Mikrosatelliten bzw.
Minisatelliten als weitgehend hilfreich
erwiesen. Gilles Vergnaud, Paris, fasste
den Stand zur Analyse der Mikrosatelli-
ten (1-6 Bp tandem repeats) bzw. Mini-
satelliten (tandem repeats mit tiber
15-50 Bp,auch als VNTR bezeichnet) fiir
B. anthracis, Y. pestis, F tularensis,
B. mallei zusammen. Tandem repeats
sind im Genom mit unterschiedlichen
Polymorphismen verteilt und lassen
sich mithilfe der Polymerasekettenreak-
tion (PCR) erfassen. Die Analyse des Po-
lymorphismus unterschiedlicher tan-
dem repeats ergibt die MLVA (Multilo-
cus-VNTR-Analyse). Diese kénnen in
Datenbanken eingelesen und weltweit
verwendet werden. Eine solche Daten-
bank befindet sich bereits im Aufbau
und kénnte im Rahmen einer interna-
tionalen Kooperation weiter ausgebaut
werden. Die Verwendung der MLVA fiir
eine epidemiologische Subdifferenzie-
rung betrifft nicht nur Bakterienspezies
mit geringer Biodiversitdt, sondern kann
auch fiir andere Bakterienspezies wie
Legionellen, Mikrobakterien, Neisseri-
en, Salmonellen angewendet werden.

Viren

Zur Thematik der viralen Erreger, die
eine hohe Pathogenitit und Ubertrag-
barkeit zeigen und die bioterroristisch
verwendet werden konnten, wurden
Ubersichtsvortréige von H. Meyer, Miin-
chen, und H. Schmitz, Hamburg, zur
Epidemiologie der Orthopoxviren und
zur Epidemiologie der hdmorrhagi-
schen Fieberviren prisentiert.
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Die Orthopoxviren umfassen mor-
phologisch und genetisch eine Gruppe
genetisch dhnlicher Viren, die bei Men-
schen und Tieren schwere Infektionen
erzeugen. Hierzu zdhlen die Pockenvi-
ren des Menschen, die Affenpocken-Vi-
ren, die Kuhpocken-Viren und die Ka-
melpocken-Viren. Wahrend die huma-
nen Pockenviren ausschliefSlich an den
Menschen adaptiert und hochvirulent
sind, erzeugen die anderen Pockenvie-
ren beim Menschen nur abgeschwéchte
klinische Bilder. Ihre hohe Biodiversitit
lasst sich durch Sequenzvergleiche er-
fassen.

Im Gegensatz zu den Orthopoxvi-
ren gehoren die hamorrhagischen Fie-
berviren (VHF) zu einer Vielzahl gene-
tisch sehr verschiedener Virusgruppen
wie das Krim-Kongo-Fieber, der Lassa-
virus, das Ebolavirus etc., die jeweils
dasselbe klinische Bild zeigen (fieber-
hafte Allgemeinkrankheiten mit Zersts-
rungen der Blutkapillaren etc.). Fiir die-
se Virusgruppen fehlen hinsichtlich ih-
rer Infektionsquellen und Epidemiolo-
gie, aber auch hinsichtlich ihrer Infek-
tiositdt und Virulenz verléssliche Fak-
ten, sodass die Durchfithrung diesbe-
ziiglicher Forschungsvorhaben unbe-
dingt notwendig sind. Mithilfe einer in-
tegrierten Real-time-PCR kann man ge-
genwirtig alle vorkommenden VHF in
kurzer Zeit identifizieren, was fiir epide-
mische Gegenmafinahmen und Thera-
pie von grof8er Bedeutung ist.

Der Workshop wurde mit 3 Kurz-
vortragen zur Schnelldiagnostik von
B. anthracis (R. Reissbrodt, Wernigero-
de; R. Soller, Hamburg; W. Beyer, Hohen-
heim) sowie einem Beitrag zur Pathoge-
nese von Klebsiellen beendet.



