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Hintergrund

Terroristische Gruppierungen haben in
der Vergangenheit duflerst selten biolo-
gische Agenzien im Rahmen von An-
schlagsvorhaben eingesetzt [1]. Jedoch
besteht bei bioterroristischen Anschla-
gen in Abhingigkeit des Szenarios ein
potenziell hohes Risiko fiir die Ge-
sundheit der Bevolkerung, was je nach
freigesetztem Agens spezifische Schutz-
und Gegenmafinahmen erfordert [2].
Bioterroristisch relevante Agenzien um-
fassen eine breite Gruppe viraler oder
bakterieller Erreger sowie Toxine, die bei
intentionaler Freisetzung aufgrund ihrer
Pathogenitdt erhebliche Auswirkungen
auf das offentliche Gesundheitssystem
haben. Der primire Nachweis bioter-
roristisch relevanter Agenzien muss die
Abgrenzung natiirlicher biologischer
Stoffe von diesen pathogenen Agenzien
beinhalten. Dies erfordert Detektions-
verfahren, die entsprechende biologische
Stoffgruppen erfassen und mdoglichst
schnell eine spezifische Identifizierung
der bioterroristisch relevanten pathoge-
nen Agenzien ermoglichen. Zwar wurde
in den letzten Jahren eine Vielzahl unter-
schiedlicher Vor-Ort-Detektionssysteme
entwickelt [3, 4], jedoch ist deren Einsatz
aufgrund der spezifischen Anforderun-
gen bisher nur eingeschrinkt maglich,
wie nachfolgend erldutert.
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Schnelle Nachweismethoden fiir Viren,
Bakterien und Toxine — Potenziale und

Grenzen

Messprinzipien von Vor-Ort-
Detektionssystemen

Bei der Vor-Ort-Detektion muss deutlich
zwischen der Mobilisierung von Stan-
dard-Laborausriistungen und dezidiert
fur die Schnelldetektion entwickelten
Systemen unterschieden werden [3].
Wihrend Erstere als technische Ein-
richtung mobile Labore bestiicken und
daher dhnlich sensitiv und zuverlissig
wie stationdre Labormethoden sein kon-
nen, fithren bei Letzteren spezifische
Anforderungen wie die Einfachheit und
die gewiinschte Geschwindigkeit der
Durchfithrung in der Regel zu einer
Verringerung der Sensitivitit. Kommer-
ziell erhiltliche Systeme zur Vor-Ort
Detektion lassen sich in drei Kategorien
gliedern. Neben generischen Schnellde-
tektionssystemen, die biologische Mo-
lekiile oder Erreger mit offenem Blick
detektieren, basieren die meisten spe-
zifischen Nachweismethoden auf zwei
Grundprinzipien: dem sogenannten im-
munologischen (Antikérper-basierten)
Nachweis oder dem nukleinséurebasier-
ten Nachweis (B Abb. 1).

Generische Schnelldetektions-
systeme

Generische Detektionssysteme ermog-
lichen im Idealfall die Detektion einer
Vielzahl von Substanzen unterschied-
licher Substanzklassen, ohne dass spe-
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zifische Nachweisreagenzien, Marker,
Label, Farbstoffe etc. eingesetzt werden
miissen; sie zeichnen sich also durch den
sogenannten ,offenen Blick® aus. Damit
unterscheiden sich generische Detekti-
onssysteme konzeptionell deutlich von
immunologischen bzw. nukleinsdureba-
sierten Assays. Beispiele fiir generische
Nachweissysteme sind bildgebende Ver-
fahren (Mikroskopie, Elektronenmikro-
skopie) [5], Detektionssysteme fiir den
massenspektrometrischen (MS) Nach-
weis [6], Spektroskopie-basierte Systeme
(B Abb. 1a; [7-9]) sowie der Nachweis
vitaler Mikroorganismen mittels Biolu-
mineszenz (B Abb. 1b; [10]).

Wihrend Bildgebungs- und MS-ge-
stiitzte Detektionssystemen in der Praxis
noch keine Bedeutung fiir die schnelle
Vor-Ort-Detektion biologischer Agenzi-
en zukommt, sind spektroskopische Sys-
teme aufgrund ihrer kommerziellen Ver-
fugbarkeit, einfachen Bedienung und des
geringen Messaufwands bereits von eini-
ger praktischer Relevanz. Insbesondere
vibrationsspektroskopische, d.h. Infra-
rot(IR)- und Raman-Spektroskopie-ba-
sierte mobile Gerite finden immer mehr
Anwendung.

Das Prinzip einer IR- bzw. Raman-
spektroskopischen Messung beruht auf
der spezifischen Wechselwirkung zwi-
schen eingestrahltem Licht und Mate-
rie (B Abb. 1a). Bei einer IR-Messung
wird der Grad der Abschwichung des
Lichts einer polychromatischen IR-Quel-
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Abb. 1 A MessprinzipienvonVor-Ort-Detektionssystemen.a Vibrationsspektroskopische Verfahren wie die Infrarot(IR)-Spektroskopie
(oben) oder die Raman-Spektroskopie (unten) konnen durch Vergleich spezifischer spektraler Muster unbekannte Substan-

zen durch Datenbankvergleich mit hinterlegten Referenzspektren identifizieren. b Vegetative Bakterien oder Sporen kénnen

durch das bei der Vermehrung bzw. bei beginnender Sporenkeimung gebildete Adenosintriphosphat (ATP) nach Inkubati-

onim Ndhrmedium nachgewiesen werden. Der Nachweis beruht hierbei auf der Lumineszenz, die durch die Reaktion von

Luciferase mit Luciferin und ATP entsteht. Der Nachweis ist nicht spezifisch und lasst keine Differenzierung zwischen patho-

genen und apathogenen Bakterien bzw. -sporen zu. ¢ Inimmunologischen Verfahren werden Paare von Antikdrpern gegen
Bakterien, Viren oder Toxine in Lateral Flow Assays (LFA) dazu verwendet, die Anwesenheit des Erregers oder Toxins durch

Farbung eines Teststreifens anzuzeigen. d Nukleinsdurebasierte Verfahren beruhen auf der enzymatischen Amplifikation von
Erbsubstanz.Die Detektion basiertaufder spezifischen Markierung dervermehrten Nukleinsaure durch Fluoreszenzfarbstoffe

le beim Durchtritt durch die Probe er-
fasst (Absorptionsanordnung). Im Ge-
gensatz dazu wird in der Raman-Spektro-
skopie die probeninduzierte Frequenz-
verschiebung von Streulicht beziiglich ei-
ner monochromatischen Lichtquelle (La-
ser) aufgezeichnet (Streuanordnung). In
beiden Fillen werden probenspezifische
Bandenmuster erfasst, welche einerseits

detaillierte Riickschliisse auf die Struk-
tur und molekulare Zusammensetzung
der untersuchten Probe erméglichen, an-
derseits aber auch als molekulare ,,Fin-
gerprints” interpretiert werden konnen.
Fiir die mobile Diagnostik ist vor allem
der zweite Ansatz von Interesse: moderne
mobile IR- und Raman-Gerite ermogli-
chen zumeist einen schnellen Abgleich
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aktueller Messdaten mit umfangreichen
validierten Datenbanken mit oft mehre-
ren tausend Spektreneintragen. Mittels
Berechnung von spektralen Distanzen
kénnen so vor Ort Reinsubstanzen durch
Personen ohne spektroskopische Kennt-
nisse schnell und unkompliziert detek-
tiert werden.
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Vor-Ort-Nachweis bioterroristisch relevanter Agenzien. Schnelle Nachweismethoden fiir Viren,
Bakterien und Toxine - Potenziale und Grenzen

Zusammenfassung

In Europa besteht eine abstrakte Geféhrdungs-

lage nicht nur fiir konventionell durchgefiihrte
Anschlage mit Waffen oder Sprengstoffen,
sondern auch fiir Anschldge, bei denen
biologische Agenzien eingesetzt werden. Zur
Gefahrenabwehr werden daher kontinuierlich
schnelle und zuverldssige Nachweisverfahren
entwickelt und erprobt. Fiir die Anwendung
im stationdren Labor wurde fiir bioterroristisch
relevante Agenzien bereits ein umfassendes
Spektrum an Nachweismethoden etabliert.
Fiir eine Vor-Ort-Detektion aus Umweltproben

werden dariiber hinaus von den Einsatzkraften

zunehmend vergleichbar verldssliche mobile
Nachweissysteme zur ersten Lagebewertung
gewlinscht.

Basierend auf den Funktionsprinzipien
konnen generische, immunologische und
nukleinsdurebasierte Vor-Ort-Detektionsver-
fahren unterschieden werden. Diese sollten
einfach durchzufiihren, schnell, sensitiv und
spezifisch sein. Kommerziell erhaltliche Vor-
Ort-Detektionssysteme haben systembedingt
haufig eine eingeschrankte Sensitivitat und
sind zumeist nicht von unabhangiger Seite
validiert. Darliber hinaus stellt die Vielfalt

an potenziell nachzuweisenden Agenzien in
komplexen Umweltproben eine besondere
Herausforderung dar. Daher ist detailliertes
Wissen liber Einsatzbereiche und Limitation
der verwendeten Testsysteme zwingend
erforderlich, um erhaltene Ergebnisse zielfiih-

rend bewerten und Handlungsempfehlungen
ableiten zu kdnnen.

Ziel dieses Artikels ist es, einen Uberblick
iber die Messprinzipien von Vor-Ort-
Detektionssystemen fiir bioterroristisch
relevante Viren, Bakterien und Toxine sowie
Vor- und Nachteile der Testsysteme zu geben.
Trotz vielversprechender Entwicklungen sind
derzeit erhaltliche Testsysteme zur Vor-Ort-
Detektion noch beschrénkt aussagekraftig.
Deshalb sind Expertenlabore zur gesicherten
Befundung von Umweltproben weiterhin
einzubeziehen.

Schliisselworter
Vor-Ort-Detektion - Schnelldetektion - Viren -
Bakterien - Toxine

On-site detection of bioterrorism-relevant agents. Rapid detection methods for viruses, bacteria and
toxins - capabilities and limitations

Abstract

In Europe, besides the threat of terrorist
attacks involving conventional methods such
as explosive devices and automatic weapons,
there is also a potential threat of terrorist
groups using non-conventional material

like biological agents in the scope of future
attacks. Consequently, rapid and reliable
detection systems for biological agents are
being developed and tested continuously to
inform crisis management. For environmental
detection, a broad spectrum of different
laboratory-based techniques has been
developed for relevant biological agents.
However for environmental samples, fast and
reliable on-site detection methods are desired
by first responders for rapid assessment.

Based on different functional principles, gene-
ric,immunological and nucleic-acid-based on-
site detection methods can be distinguished.
Those should be facile, fast, sensitive, and
specific. However, commercially available kits
usually have limited sensitivity and often
have not been validated independently.
Furthermore in this context, the multitude

of relevant biological agents that potentially
have to be considered present in complex
environmental matrices poses a serious
challenge for reliable detection. Therefore,
detailed knowledge of the specific scope of
applications and the limitations of different
analytical systems is necessary to evaluate the
results obtained purposefully.

The aim of this article is to provide an overview
of the analytical principles, benefits and
limitations of prevailing on-site environmental
detection systems for bioterrorism-relevant
viruses, bacteria and toxins. Despite promising
developments the informative value of
currently available on-site tests is still limited.
Thus, expert laboratories have to conduct
confirmatory testing.

Keywords
On-site detection - Rapid detection - Viruses -
Bacteria - Toxins

Spezifische Schnelldetektions-
systeme

Immunologische Schnell-
detektionssysteme

Immunologische Schnelldetektionsver-
fahren basieren auf Bindungsmolekiilen,
meist Antikérpern, die hochspezifisch an
Oberflichenstrukturen von Viren, Bak-
terien oder Toxinen binden (@ Abb. 1c).
Paare von Antikorpern gegen unter-
schiedliche Strukturen eines Erregers

oder Toxins werden hiufig in sogenann-
ten Lateral Flow Assays (LFA) eingesetzt
[11]. Hierbei wird die erreger- oder to-
xinhaltige Probe auf einen Teststreifen
getropft, der im Startfenster farbstoff-
markierte Antikorper enthdlt. Ein Teil
dieser Antikorper bindet an den Erre-
ger/das Toxin und wandert zusammen
mit der Fliissigkeit der Probe durch Ka-
pillarkrafte im Tragermaterial iiber einen
Test- und Kontrollstreifen. Im Teststrei-
fen befindliche, auf einer querliegenden
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Linie immobilisierte Antikorper binden
den Komplex aus Erreger/Toxin und
farbstoffmarkiertem Antikorper und
lassen diese Linie sichtbar werden. Die
dahinter liegende Kontrolllinie enthilt
Antikorper, die direkt an die freien,
farbstoffmarkierten Antikérper binden
und somit durch Firbung die korrekte
Durchfithrung des Tests anzeigen.
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Tab.1 Bioterroristisch relevante Erreger und Toxine (nach [13])

Krankheit Erreger Art des Agens Kategorie®
Pocken Variola major Virus A
Milzbrand Bacillus anthracis Bakterium A
Pest Yersinia pestis Bakterium A
Botulismus Clostridium botulinum Toxin A
Tulardmie Francisella tularensis Bakterium A
VHF® Filo- oder Arenaviren Virus A
VE* Alphaviren Virus B
Q-Fieber Coxiella burnetii Bakterium B
Brucellose Brucella ssp. Bakterium B
Rotz Burkholderia mallei Bakterium B
Melioidose Burkholderia pseudomallei  Bakterium B
Psittakose Chlamydia psittaci Bakterium B
Rizintoxin Ricinus communis® Toxin B
Typhus Salmonella thyphimurium  Bakterium B
Cholera Vibrio cholerae Bakterium B
Shigellose Shigella ssp. Bakterium B

Gesundheit geringer ausfallen wirden

%Hier produzierende Stammpflanze nicht Erreger

*Kategorisierung wurde auf 4 Kriterien basierend vorgenommen: 1) Einfluss auf die 6ffentliche
Gesundheit bezlglich Erkrankungen und Todesféllen. 2) Potenzial, das Agens mit grofen Bevolke-
rungsgruppen in Kontakt zu bringen, basierend auf der Stabilitat, der Moglichkeit zur Massenproduk-
tion, des Verteilungspotenzials sowie der potenziellen Mensch-zu-Mensch-Ubertragung des Agens.
3) Offentliche Wahrnehmung in Bezug auf Angst und Panik. 4) Anforderungen an das éffentliche
Gesundheitssystem beziiglich des Vorsorgebedarfs, verstérkter Uberwachung und des diagnosti-
schen Bedarfs. Kategorie A: Potenziell groB3ten negativen Einfluss auf die 6ffentliche Gesundheit und
hochste Anforderungen an den Vorsorgebedarf sowie mittleres bis hohes Potenzial zur Aufbringung
in grollem MafRstab oder hohes Panikpotenzial. Kategorie B: Ebenfalls Potenzial zur Ausbringung
in groBem Mafstab, aber geringere Pathogenitdt, weswegen die Auswirkungen auf die &ffentliche

*Virale hdmorrhagische Fieber. Erreger z. B. Ebolavirus, Marburg-Virus, Lassa-Virus
“Virale Enzephalitis. Erreger z. B. Pferdeenzephalomyelitis-Erreger

Nukleinsdurebasierte Nachweis-
systeme

Nukleinsaurebasierte Nachweisverfah-
ren detektieren pathogenspezifische Erb-
substanz (B Abb. 1d). In der Regel sind
das Bakterien oder Viren, nicht aber
Toxine. Die Erbsubstanz muss meist zu-
nichst aus den Proben isoliert werden,
wonach die enzymatische Vermehrung
(Amplifikation) spezifischer Abschnitte
der Nukleinsdure durch eine sogenann-
te Real-Time-Polymerase-Kettenreakti-
on (qPCR) stattfindet. Hierbei binden
fluoreszenzmarkierte Reportermolekiile
sequenzspezifisch an die amplifizierte
Nukleinsdure, wodurch sich bei Anwe-
senheit der Erregererbsubstanz diese
nachweisen lasst [12].

Herausforderungen beim
Einsatz von Schnelldetektions-
verfahren

Komplexitat bioterroristisch
relevanter Agenzien

Der Nachweis bioterroristisch relevanter
Agenzien muss letztlich zwingend spezi-
fisch erfolgen. Da jedoch im Anschlags-
fall das freigesetzte Agens zuerst unbe-
kannt sein diirfte, muss in Abhingig-
keit des Szenarios eine Vielzahl verschie-
dener bioterroristisch relevanter Viren,
Bakterien und Toxine nachgewiesen wer-
den kénnen. Zur Eingrenzung werden in
zahlreichen Staaten durch die nationalen
Gesundheits- und Sicherheitsbehdrden
bioterroristisch relevante Agenzien kate-
gorisiert (@ Tab. 1; [13]). Jedoch umfasst
allein die hierbei erstellte Liste der Kate-
gorie A, die die gefihrlichsten Agenzien
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enthalt, zahlreiche virale und bakteriel-
le Erreger sowie ein Toxin (Botulinum-
Neurotoxin), die dariiber hinaus in einer
Reihe von Varianten, Sero- oder Sub-
typen vorkommen [14-16]. Allein auf-
grund dieser Problematik kann ein nega-
tives Ergebnis in spezifischen Tests kei-
nen Ausschluss aller in Frage kommen-
den Agenzien gewihrleisten.

Zusitzlich missen diese zur Entfal-
tung ihrer schidlichen Wirkung im Or-
ganismus biologisch aktiv sein. Spektro-
skopische, immunologische und nukle-
insdurebasierte Detektionsverfahren rea-
gieren unter Umstdnden positiv mit inak-
tiven Erregern oder Toxinen oder konnen
systembedingt keine Aussagen zur biolo-
gischen Aktivitit liefern. Daher bedeutet
ein positives Ergebnis nicht zwangsliufig,
dass von den nachgewiesenen Agenzien
tatsdchlich eine Gesundheitsgefahr aus-
geht. Deshalb sollte die Gefahrdungsbe-
urteilung moglichst auch die frithzeitige
Abschitzung der Vitalitdt und Pathogeni-
tat bakterieller und viraler Agenzien und
der biologischen Aktivitit von Toxinen
umfassen [17, 18].

Sensitivitat und Spezifitat

Spektroskopische Verfahren

Die analytische Sensitivitdt vibrations-
spektroskopischer, d. h. IR- und Raman-
basierter Vor-Ort-Nachweissysteme ist
gegeniiber laborgestiitzten Messanord-
nungen oft deutlich reduziert. Wahrend
mit stationdren Fourier-Transforma-
tions-Infrarotspektrometer(FTIR)-Mi-
kroskopen bzw. konfokalen Raman-
Mikrospektrometern Probenmengen im
niedrigen einstelligen Nanogrammbe-
reich untersucht werden kénnen, benoti-
gen mobile Spektroskopiesysteme Mate-
rialmengen im Milligrammbereich. Ein
weitaus grofleres Problem beim Einsatz
spektroskopischer Methoden an Ein-
satzorten stellt jedoch die Tatsache dar,
dass in den uns bekannten kommerziel-
len Datenbanken lediglich Spektren von
Reinsubstanzen hinterlegt sind, die zu
untersuchenden Realproben jedoch hiu-
fig komplexe Mischungen verschiedener
Komponenten darstellen. Da Software-
algorithmen zum Entmischen (,,spectral
unmixing“) von iberlagerten IR- und
Raman-Spektren auch unter idealen



Bedingungen nur eingeschrinkt erfolg-
reich sind, kann die Zusammensetzung
von Mischproben nur bei Vorliegen von
nur wenig kontaminierten Reinproben,
beispielsweise von mit Staub versetz-
tem Zucker oder Mehl, als klassische
Trittbrettfahrersubstanzen  aufgedeckt
werden.

Immunologische Schnell-
detektionsverfahren

Da Schnelldetektionsverfahren fiir den
Einsatz vor Ort schnell und einfach
durchfithrbar sein miissen, wurden die
Systeme auf Kosten der Empfindlich-
keit so einfach wie moglich gehalten.
Wihrend mit Labormethoden beispiels-
weise Toxine im ein- bis zweistelli-
gen Picogramm-pro-Milliliter-Bereich
nachgewiesen werden kénnen [19], sind
kommerzielle Lateral Flow Assays (LFA)
um einen Faktor 1000 weniger empfind-
lich und bendétigen bestenfalls wenige
Nanogramm pro Milliliter fiir den Toxin-
nachweis [20]. Der Hauptgrund hierfiir
liegt im direkten Nachweis der Antikor-
perbindung, wohingegen bei Laborme-
thoden enzymatische Signalamplifikati-
onsschritte zu einer deutlichen Steige-
rung der Sensitivitat fithren [21]. Zwar
existieren auch deutlich empfindlichere
Varianten immunologischer Schnelltests
wie die Immunfiltration [22], aufgrund
des erhohten Préparationsaufwands wird
die Durchfithrung dieser Tests jedoch
hiufig von Einsatzkriften als zu kom-
plex empfunden. Schwerwiegender als
die systembedingten Einschriankungen
der Sensitivitit von LFA ist jedoch, dass
kommerziell erhiltliche LFA-Tests ent-
weder gar nicht funktional waren oder
die in unabhéngigen Validierungen be-
stimmten Empfindlichkeiten deutlich
oberhalb der Herstellerangaben lagen
[23-25].

Neben diesen Einschrinkungen bei
der Sensitivititbesteht bei LFAs durch die
Verwendung von Antikérpern die Ge-
fahr unspezifischer Erkennung eng ver-
wandter Stoffe [26]. Noch bedenklicher
jedoch ist, wenn die eingesetzten Anti-
koérper gar nicht das Toxin selbst, son-
dern lediglich mit dem Toxin in Verbin-
dung vorliegende Proteine erkennen, wie
dies fiir LFA zum Nachweis von Botuli-
num-Neurotoxin gezeigt werden konn-

te [27]. Hierdurch war gereinigtes To-
xin, das weiterhin toxisch ist, nicht nach-
weisbar, da die in ungereinigten Prépa-
rationen ebenfalls vorhandenen Prote-
ine durch den Reinigungsschritt entfernt
wurden. Solch falsch-negative Ergebnisse
konnen ebenfalls bei Toxinvarianten auf-
treten, falls Antikérper hoher Spezifitit
Varianten aufgrund von Veranderungen
an der Antikorper-Bindungsstelle nicht
mehr binden konnen [28, 29].

Bei Bakterien ergibt sich das Problem,
dass eng verwandte Spezies und Subspe-
zies, die eine sehr unterschiedliche Vi-
rulenz aufweisen konnen, nicht in allen
Fillen mit immunologischen Markern
zu unterscheiden sind [25]. Fiir Yersi-
nia pestis wird zur immunologischen Un-
terscheidung von anderen Yersinien das
F1-Kapselantigen verwendet [30]. Dieses
Antigen wird allerdings nur bei 37 °C
exprimiert und kann auch bei bestimm-
ten Mutanten ganz fehlen, sodass hier
falsch-negative Resultate zu berticksich-
tigen sind. Die Virulenzmarker fiir Bacil-
lus anthracis werden durch Gene aufzwei
Plasmiden exprimiert, die nur in vegeta-
tiven Zellen aktiv sind [31]. Bei Sporen
kénnen diese Marker nicht herangezogen
werden, und bisher ist als einziger spe-
zifischer immunologischer Marker das
Zuckermolekiil Anthrose bekannt [32].
Fur Francisella tularensis ist immunolo-
gisch das Lipopolysaccharid (LPS) spezi-
fisch, wogegen es hochaffine Antikérper
gibt. Deshalb sind die besten LFAs bis-
her gegen Francisella tularensis erzeugt
worden [33].

Fir virale hochpathogene Erreger
wurden bisher nur vereinzelt immu-
nologische Schnelldetektionsverfahren
beschrieben, wobei das wesentliche Prob-
lem in der mangelnden Sensitivitit be-
steht. Fiir einen zuverldssigen Nachweis
benotigt ein LFA fiir Pockenviren eine
Virusmenge von 107 infektiosen Parti-
keln in der Probe [34]. Dariiber hinaus
erlauben immunologische Schnellde-
tektionsverfahren tblicherweise keine
Unterscheidung zwischen dem Erreger
der Humanpocken und nah verwandten,
aber weniger pathogenen Pockenviren
[35]. Ein Schnelldetektionsverfahren fiir
Ebolaviren erzielte zwar in einer Feld-
studie gute Sensitivititen [36], jedoch
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wurden nur stark positive Proben mit
dem Schnelldetektionssystem analysiert.

Nukleinsaurebasierte Schnell-
detektionsverfahren
Nukleinsdurebasierte Detektionsverfah-
ren sind bekannt fir ihre duflerst ho-
he Sensitivitit. Oft sind weniger als
10 Kopien des genetischen Materials fiir
den Nachweis erforderlich. Auch die
Spezifitit, die durch die Wahl der zur
Amplifikation und Detektion genutzten
Erbgutabschnitte im jeweiligen Assay be-
stimmt wird, ist in diesen Verfahren sehr
hoch. Sensitivitit und Spezifitit stellen
bei nukleinsdurebasierten Schnellde-
tektionsverfahren in der Regel keine
uniiberwindbaren Hindernisse dar, son-
dern vielmehr die Probenaufarbeitung,
erforderliche komplexe Messgerite und
mit klassischen Schnelltests vergleichs-
weise lange Inkubationsdauern. Daher
wird dieses Nachweisverfahren derzeit
eher im Rahmen von mobilen Laboren
durchgefiihrt, bei denen eine Laborin-
frastruktur verfiigbar ist. Es ist ein erstes
vielversprechendes System fiir den Vor-
Ort-Einsatz erhéltlich, das jedoch Limi-
tationen aufweist und weiter validiert
werden muss [37]. Nukleinsidurebasierte
Vor-Ort-Schnelldetektionsverfahren mit
integrierten Messgerdten, die teilweise
ganz auf die Probenvorbereitung (Ex-
traktion) verzichten, nehmen zumeist
einen erheblichen Verlust von Sensitivi-
tat beim Agensnachweis in Kaufund sind
daher besonders kritisch im Hinblick
auf die Aussagefahigkeit zu priifen.

Nachweis aus komplexen
Umweltproben

Eine besondere Schwierigkeit bei der
Schnelldetektion bioterroristisch rele-
vanter Agenzien liegt in der Notwendig-
keit, empfindliche biologische Molekiile
in komplexen Umweltproben nachzu-
weisen. Komplexe Umweltproben sind
héufig Mischproben, die diverse klas-
sische Mikroorganismen der Umwelt
(Boden, Luft, Gewisser) als Beimaterial
enthalten. Da die pathogenspezifischen
Nachweismethoden ebenfalls auf biolo-
gischen Molekiillen wie Nukleinsduren,
Antikérpern oder Enzymen basieren,
kann die Zusammensetzung der Um-
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Tab. 2

Exemplarische Ergebnisse zur Verschlechterung der Nachweisgrenzen fiir den Ri-

zin-Nachweis aus komplexen Umweltprobenmittels LFA

Umweltprobe
1:10, 25 ng/mL

Boden Positiv
Staub Negativ
Silikagel Negativ
Bentonit” Negativ
Hefebackmischung Positiv
Mehl Positiv
Backpulver Positiv
Puderzucker Positiv
Pfeffer Positiv
Bovines Serumal-  Positiv
bumin

Getestete Verdiinnung der Probe und Rizinkonzentration®
1:10, 100 ng/ml

1:100, 25 ng/ml

Positiv -

Negativ

Positiv

Positiv -

°Die Umweltproben wurden als 10 % (1:10 Verdinnung) oder 1 %ige (1:100 Verdinnung) Suspen-
sionen in Rizin-haltigen Pufferldsungen suspendiert, die jeweils 25 oder 100 ng/ml Rizin enthielten.
Die partikuldren Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt (2 x 5 min Zentrifugation bei
16.000 X g) und der Uberstand zur Testung verwendet. Die Konzentration von 25 ng/ml, die aus der
Pufferldsung sicher nachweisbar war, wurde zundchst in der 10 %igen Suspension der verschiedenen
Proben getestet. Bei negativen Signalen wurde eine hdhere Konzentration (100 ng/ml) getestet. Falls
auch mit der hoheren Konzentration keine Signale messbar waren, wurden die Experimente in einer
1 %igen Suspension wiederholt. —: Nicht getestet

°Modifikation des zur Probenaufarbeitung verwendeten Zentrifugationsschritts notwendig fiir
positiven Nachweis aus Bentonit: nur 1 x 1,5 min zentrifugiert, um Rizin im Uberstand zu halten

weltprobe negative Auswirkungen auf
den Nachweis haben. Dariiber hinaus ist
es unmoglich, einen Nachweis aus allen
potenziellen Umweltproben oder Ma-
trixmaterialien fiir die Breite der nach-
zuweisenden Gefahrstoffe zu erproben.
Fiir die Evaluierung von Testverfahren
werden hidufig exemplarisch Lebens-
mittel (Milch, Saft, Wasser, Rohfleisch)
oder haushaltsiibliche ,weifle Pulver®,
die unter Umsténden fiir Trittbrettfah-
reranschlige genutzt werden konnen,
mit definiertem Zusatz der biologischen
Agenzien verwendet [26, 38].

Spektroskopische Verfahren

Dem Einsatz spektroskopiegestiitzter
Verfahren zum direkten Nachweis bio-
logischer Gefahrstofte sind enge Grenzen
gesetzt. Zum einen enthalten kommer-
ziell verfiigbare Spektrendatenbanken in
der Regel keine oder nur sehr wenige
Eintrige der biologischen Gefahrstoffe
selbst. Zum anderen sind die beobacht-
baren Unterschiede zwischen Spektren
hochpathogener Erregerund ihrer néchs-
ten Verwandten (Beispiel B. anthracis
und B. cereus) minimal und kénnen nur
unter standardisierten Laborbedingun-
gen sicher reproduziert werden [7]. Da

Mikroorganismen, Viren und Toxine am
Einsatzort mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht in reiner Form und in nur gerin-
ger Konzentration vorliegen werden
(sieche Abschnitt Sensitivitdt/Spezifitit),
kann der Einsatz von IR- und Raman-
basierten Verfahren zum direkten Nach-
weis der biologischen Gefahrstoffe nicht
empfohlen werden.

Es ist auch nicht auszuschliefen, dass
Tater biologische Agenzien in Tréger-
substanzen (wie z. B. Mehl) einmischen.
Daher sind in einer vermeintlich bioter-
roristischen Lage, in der die Ernsthaf-
tigkeit gepriift und bejaht wurde, auch
dann Proben aufbiologische Agenzien zu
untersuchen, obwohl z. B. mittels spek-
troskopischer Verfahren eine spezifische
Substanz (z.B. Mehl) identifiziert wer-
den konnte. Trotz dieser Einschriankung
konnen spektroskopische Nachweisme-
thoden dazu dienen, bei nicht bestatigter
Ernsthaftigkeit eines bioterroristischen
Anschlages, d.h. zur Beendigung eines
Einsatzes ohne den spezifischen Nach-
weis biologischer Agenzien, die Tritt-
brettfahrersubstanz wie Mehl, Zucker,
Backpulver etc., zu identifizieren und der
Einsatzleitung sowie den Betroffenen zu
kommunizieren.
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Immunologische Schnell-
detektionsverfahren
Immunologische Schnelldetektionsver-
fahren sind hiufig relativ robust gegen-
iiber Storeinfliissen aus Umweltproben.
Zur Probenaufarbeitung geniigt meist
eine ausreichende Vorverdiinnung in
Probenpuffer mit anschlieflender Jus-
tierung des pH-Wertes, kombiniert mit
einem kurzen Zentrifugationsschritt zur
Abtrennung unloslicher Probenbestand-
teile. Nichtsdestotrotz muss beachtet
werden, dass die Empfindlichkeit des
Nachweises in bestimmten Matrices
betrichtlich abnimmt [20, 39]. Eine
starkere Verdiinnung vermindert in der
Regel negative Matrix-Einfliisse, verrin-
gert jedoch gleichzeitig die Empfind-
lichkeit des Tests, da fiir ein positives
Signal insgesamt mehr Toxin oder Erre-
ger in der Probe enthalten sein miissen
(B Tab. 2). Zudem kénnen verschiedene
biologische Gefahrstoffe unterschiedlich
empfindlich gegeniiber Einfliissen von
Probenbestandteilen sein. Dies kann zu
falsch-negativen oder unter Umstidnden
auch falsch-positiven Resultaten fithren
[27]. Allgemein giiltige Aussagen las-
sen sich daher nicht treffen, weswegen
empfohlen wird, die betreffende Lite-
ratur fir bestimmte Testverfahren zu
studieren und bestenfalls eigene Va-
lidierungsexperimente in Kooperation
mit Expertenlaboren durchzufiihren.
Hierbei ist zu bedenken, dass eine Va-
lidierung immer nur exemplarisch und
niemals fiir simtliche in der Umwelt ver-
fiigbaren Matrices durchgefiihrt werden
kann. Erfahrungsgemiaf3 problematisch
sind jedoch Stoffe, die nicht in Lsung
iibergehen und fein dispergiert in der
Probe vorliegen, wodurch in der Probe
befindliche Bakterien, Viren oder Toxine
durch Absorptionseffekte entfernt wer-
den und die Sensitivitit der Analysen
deutlich verringert wird.

Nukleinsaurebasierte Schnell-
detektionsverfahren

Auch bei nukleinsdurebasierten Verfah-
ren konnen komplexe Matrices den Er-
regernachweis inhibieren [38]. Dies gilt
sowohl fiir die Probenaufarbeitung (Ex-
traktion) als auch fiir die folgende Am-
plifikationsreaktion (PCR). Einige Matri-
ces binden genetisches Material irrever-
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sibel, sodass keine Amplifikation mog-
lich ist. Andere Matrices wie Pflanzen-
teile, Lebensmittel und Boden enthalten
Gerbstoffe (Tannine) oder Huminsauren,
welche die enzymatische Reaktion der
PCR hemmen [40-42]. Wie bei ande-
ren Verfahren hilft auch hier haufig die
Verdiinnung der Probe oder der extra-
hierten Nukleinsdure. Da die PCR ein
auflerst sensitives Nachweisverfahren ist,
sind geringe Verdiinnungen hiufig tole-
rierbar. Zusitzlich gibt es Extraktionsme-
thoden, welche Hemmstoffe gezielt ent-
fernen, oder es werden Zusitze einge-
setzt, welche den Einfluss der Hemmstof-
fe reduzieren [38]. Diese Methoden sind
jedoch aufwendiger und somit fiir eine
Vor-Ort-Schnelldetektion bislang unge-
eignet. Nukleinsdurebasierten Vor-Ort-
Schnelldetektionsverfahren, die teilwei-

se ganz auf die Probenvorbereitung ver-
zichten, fehlt die Moglichkeit der Matrix-
spezifischen Extraktionsmethode.

Vielversprechende innovative
Entwicklungen

In den letzten Jahren wurden neue Me-
thoden entwickelt, die Verbesserungen
beikiinftigen Generationen von Vor-Ort-
Detektionsmethoden versprechen.

Ein vielversprechender Ansatz fiir
immunologische Methoden liegt in der
Entwicklung von automatisierten Multi-
plex-Detektionsverfahren, die gleichzei-
tig die Anwesenheit mehrerer Bakteri-
en, Viren und/oder Toxine tberpriifen
(B Abb. 2a und b) [43, 44]. Der grofite
Vorteil der neu entwickelten Methoden
liegt in der deutlich grofleren Anzahl an
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Erregern und Toxinen, die simultan aus
einer Probe nachgewiesen werden kon-
nen, wobei die Sensitivitit vergleichbar
oder besser zu LFAs ist [26, 45]. Interes-
santerweise sind ausgewiahlte Multiplex-
Verfahren in der Lage, neben immuno-
logischen Multiplex-Tests auch nukle-
insdurebasierte Verfahren automatisiert
durchzufiithren [43, 46].

Auf dem Feld der nukleinsdurebasier-
ten Verfahren gibt es aussichtsreiche Da-
ten zu isothermalen Amplifikationsver-
fahren, bei denen keine Temperaturzy-
klen bendtigt und daher einfachere Ge-
rite und eine kiirzere Inkubationsdauer
verwendet werden konnen [47]. Ein klei-
nes tragbares Sequenziergerit, nur wenig
grofler als ein USB-Stick, ist grundsitz-
lich fiir den mobilen Einsatz geeignet
und - abgesehen von einer Internetan-
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Tab.3 Zusammenfassung wichtiger Punkte beim Einsatz von Schnelldetektionsverfahren zum

Vor-Ort-Nachweis biologischer Gefahrstoffe

Generische
Methoden

Einsatzbereich

Probenaufarbeitung

Komplexitat und
Geschwindigkeit
der Durchfiihrung

Sensitivitat
Spezifitat

Aussagekraft positi-
ver Ergebnisse

Aussagekraft nega-
tiver Ergebnisse

Zu beachten

Schnelle Screening-
methode, Iden-
tifizierung von
Stellstoffen’

Nicht notwendig

Sehr schnell und
einfach

Gering

Referenzspektren
zur |dentifizierung
bendtigt, Iden-
tifizierung aus
Mischproben nicht
méglich
Hauptkomponente
der Probe identifi-
ziert

Keine Entwarnung
wegen geringer
Sensitivitat und
Spezifitat

Nur bei nahezu
reinen Substanzen
sinnvolle Ergebnis-
se, gering konzen-
trierte Beimengung
bleibt unerkannt

Immunologische
Methoden

Schnelle und robus-
te Screeningme-
thoden. Sinnvoller
Einsatz bei begriin-
detem Verdacht auf
Vorliegen bestimm-
ter Substanz

Minimal

Sehr schnell und
einfach

Mittel

Sollte fiir verwen-
dete Tests liberpriift
werden, v. a. ob
atoxische Varian-
ten unterschieden
werden konnen

Mit hoher Wahr-
scheinlichkeit hohe
Konzentration an
Testsubstanz

Kein oder zu wenig
Erreger/Toxin, an-
derer Erreger oder
geringere Konzen-
tration aber nicht
auszuschlieen

Maglichkeit
falsch-positiver/
falsch-negativer Er-
gebnisse beachten,
je nach Agens limi-
tierte Sensitivitdt

Nukleinsdurebasierte
Methoden

Mobile Labore

Notwendig (Nukleinsdureiso-
lation/Reinigung)

Komplexer und zeitaufwen-
diger in der Durchfiihrung
wegen notwendiger Gerdte
und Infrastruktur (Proben-
aufarbeitung)

Hoch

Ublicherweise hohe Spezifi-
tat

Nahezu sicherer Nachweis
der Erregernukleinsaure

Getesteter Erreger mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht ent-
halten, Gefahr von Hemm-
stoffen, anderer Erreger oder
Toxin aber nicht auszuschlie-
Ben

Kein Nachweis von Toxinen
moglich, sensitive und spezi-
fische Labormethode, wegen
der notwendigen Infrastruk-
tur aber kein echter Schnell-
und Vor-Ort-Test

“Stoffe, die bioterroristisch relevanten Stoffen zur Stabilisierung beigemengt sind

bindung - getrennt von etablierten La-
borinfrastrukturen zu verwenden [48].
Dieses Gerit verspricht einen moleku-
laren offenen Blick; die aktuell erreich-
ten Nachweisgrenzen sind jedoch fiir di-
agnostische Zwecke nicht ausreichend.
Ein weiterer vielversprechender Ansatz
besteht in der Entwicklung von soge-
nannten Lab-on-a-Disc-Systemen [49].
Diese Systeme bestehen aus rotations-
getriebenen Mikrofluidik-Discs, die al-
le zur Durchfithrung von nukleinsiure-
basierten oder immunologischen Nach-
weisverfahren notwendigen Reagenzien
enthalten (8 Abb. 2¢). Die genannten Sys-
teme befinden sich jedoch weitgehend in

der Entwicklungund Evaluierung, sodass
abzuwarten bleibt, ob und wann zuver-
lassige kommerzielle Systeme basierend
aufdiesen Technologien und Plattformen
erhiltlich sein werden.

Empfehlungen zum Einsatz von
Schnelldetektionsverfahren

Trotz der genannten Einschrinkungen
von Vor-Ort-Schnelldetektionsverfah-
ren konnen diese in kritischen Situa-
tionen begriindete Hinweise iiber das
Vorliegen einer biologischen Gefahrensi-
tuation liefern. Hierbei sollten jedoch
folgende Punkte beriicksichtigt wer-
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den, um einen sinnvollen Einsatz dieser
Verfahren sicherzustellen (B Tab. 3).

Auswahl und Validierung
geeigneter Verfahren

== [st das Agensspektrum des Testver-
fahrens passend zur Gefahrdungsbe-
wertung?

= Wurde das Testverfahren beziiglich
Sensitivitit, Spezifitit und Zuver-
lassigkeit in unabhdngigen Studien
mit geeigneten Referenzmaterialien
evaluiert?

= Wurde der Nachweis aus verschiede-
nen Umweltproben iiberpriift, und
welche Beimaterialien verursachen
Stérungen des Systems?

== Lassen sich basierend auf den Er-
gebnissen des Testverfahrens im
jeweiligen Szenario (Anwendungs-
bereich) Schlussfolgerungen fur das
Krisenmanagement ziehen?

Aussagekraft von Schnell-
detektionsverfahren

Grundvoraussetzung zur Bewertbarkeit
der Ergebnisse eines Schnelldetektions-
verfahrens ist die korrekte Durchfithrung
des Testverfahrens mit passenden Kon-
trollen. Diese sollte regelmifig erprobt
werden, und Kriterien fiir die Auswert-
barkeit von Tests sollten bekannt sein
und eingehalten werden. Die prinzipi-
ellen Einschrankungen, die aufgrund
der biologischen Gegebenheiten der
Nachweissysteme vorliegen und nicht
beeinflusst werden kénnen, sollten dem
Endanwender bei der Verwendung von
Schnelldetektionsverfahren bewusst sein
und bei der Bewertung eines Testergeb-
nisses beriicksichtigt werden.

Ein entscheidender Aspekt fiir die Be-
fundinterpretation ist die Sensitivitat des
angewendeten Tests, die in der Regel
nichtdem bestmoglichen Stand der Tech-
nik von stationéren, laborbasierten Ver-
fahren entspricht. Ein positives Ergebnis
bei entsprechender Sperzifitit des Tests
spricht bei korrekter Testdurchfithrung
fiir das Vorhandensein einer meist hohen
Konzentration des untersuchten Agens.
Ein positives Ergebnis kann einen be-
griindeten Hinweis auf das Vorliegen ei-
nes Erregers oder Toxins liefern. Ein be-



stitigter Nachweis kann nur in Exper-
tenlaboren erfolgen.

Negative Ergebnisse zeigen wiederum
lediglich an, dass die getesteten bioter-
roristisch relevanten Agenzien nicht in
Konzentrationen oberhalb der Nach-
weisgrenze des verwendeten Systems in
der Probe vorhanden waren. Das Vor-
liegen von bioterroristisch relevanten
Agenzien in einer Konzentration unter-
halb der Nachweisgrenze des Tests kann
hierdurch nicht ausgeschlossen werden.
Je nach Agens koénnen jedoch auch
Konzentrationen unterhalb der Nach-
weisgrenzen eines Vor-Ort-Testverfah-
rens eine Gefahr darstellen. Zusatzlich
miissen mogliche negative Einfliisse auf
die Sensitivitit durch Bestandteile der
Probenmatrix berticksichtigt werden.

Negative Ergebnisse konnen auch
nicht ausschlieflen, dass ein pathogenes
Agens vorliegt, auf das nicht getestet
wurde. Somit besteht beim Einsatz von
agensspezifischen Schnelldetektionstests
und negativen Ergebnissen die Gefahr,
ein Gefiihl von Sicherheit zu vermitteln,
die nicht gegeben ist. Auf negativen
Ergebnissen basierende Entscheidun-
gen beziiglich des Krisenmanagements
zu treffen, stellt die verantwortlichen
Entscheider vor besondere Herausfor-
derungen.

In diesem Zusammenhang sei die
Bedeutung einer sachgerechten wissen-
schaftlichen Interpretation des Unter-
suchungsspektrums und der Ergebnisse
von Schnelldetektionsverfahren bei ei-
ner akuten Gefahrenlage hervorgehoben,
da vorschnelle (Fehl-)Interpretationen
weitreichende Handlungskonsequenzen
haben konnen.

Beim aktuellen Stand der Technik
wird empfohlen, logistische Vorausset-
zungen zu schaffen, um eine schnelle
Detektion unter minimaler Zeitverzoge-
rung in einem stationiren Labor durch-
zuftithren, wobei die Vorteile vor allem
darin bestehen, dass neben verbesserten
Moglichkeiten der Probenaufarbeitung
Testsysteme mit einem ,offenen Blick®
sowie agensspezifische Nachweisverfah-
ren mit deutlich hoherer Sensitivitat und
Spezifitit eingesetzt werden konnen [1].
Zu diesem Zweck wird in Deutschland
im Auftrag des Bundesamtes fir Bevol-
kerungsschutz und Katastrophenhilfe

(BBK) ein Nationales Labornetzwerk
fur die Diagnostik von BT-Agenzien
(NaLaDiBA) mit Fokus auf Bakterien
und Viren erprobt. Alle Teilnehmerla-
bore verfiigen {iber ein S-3-Labor und
werden in Ringversuchen und Work-
shops regelmiflig geschult und tber
aktuelle Entwicklungen informiert [50].
Insofern sollte in der langfristigen Ein-
satzplanung festgelegt werden, welche
Entscheidungen und Folgemafinahmen
auf Grundlage welcher Vor-Ort-Detek-
tionssysteme getroffen werden kénnen
und fir welche Entscheidungen eine
weitergehende stationire Laboruntersu-
chung erforderlich ist. Entsprechende
Labore sollten identifiziert und Abspra-
chen mit ihnen getroffen werden.

Fazit

Vor-Ort-Detektionsverfahren fiir bioter-
roristisch relevante Agenzien kénnen in
bestimmten Lagen Gefdhrdungsbeurtei-
lungen ergidnzen und bei positivem Er-
gebnis erste Hinweise auf einen bioter-
roristischen Anschlag liefern. Aufgrund
der Komplexitit des Nachweises bioter-
roristisch relevanter Agenzien konnen
sie jedoch umfassend evaluierte, hoch-
sensitive und spezifische Labormethoden
nicht ersetzen. Spektroskopische Verfah-
ren kénnen wichtige Informationen tiber
die Anwesenheit von Trittbrettfahrersub-
stanzen sowie von Begleit- und Stellstof-
fen liefern, sind jedoch fiir den spezifi-
schen Nachweis von Bakterien, Viren und
Toxinen nicht geeignet. Inmunologische
Vor-Ort-Nachweissysteme zeichnen sich
durch schnelle und einfache Durchfiih-
rung aus, jedoch sind Matrixeffekte und
limitierte Sensitivitat beim Einsatz zu be-
riicksichtigen. Nukleinséurebasierte Ver-
fahren sind hoch sensitiv und spezifisch,
aber technisch komplexer in der Durch-
fuhrung. Die Auswahl der Testverfahren
sollte anhand unabhingiger Validierun-
gen erfolgen. Die Limitationen der Test-
verfahren sollten bekannt sein. Negati-
ve Ergebnisse spezifischer Nachweisver-
fahren erlauben aufgrund des fehlenden
»offenen Blickes“ keinen Ausschluss ei-
ner moglichen Freisetzung biologischer
Agenzien. Beim Vorliegen einer biologi-
schen Gefahrenlage sollten daher parallel
zur Durchfithrung von Vor-Ort-Detekti-
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onsverfahren so schnell wie moglich Ex-
pertenlabore zur gesicherten Befundung
kontaktiert werden [50]. Handlungsemp-
fehlungen hierzu wurden bereits ander-
weitig publiziert [1].
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