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1 Zusammenfassung 

 

1.1 Einleitung 

Erreger der Krankheit Milzbrand (Anthrax) ist das endosporenbildende Bakterium 

Bacillus anthracis. Dies postulierte Robert Koch bereits 1876 in einer seiner ersten 

Studien über Milzbrand, der zu damaliger Zeit eine verheerende Tierseuche dar-

stellte und in einigen Fällen auch auf Menschen übertragen worden war [1]. Welt-

weit verursachte Milzbrand katastrophale Verluste in Beständen von Rindern, 

Schafen, Ziegen, Pferden und Schweinen, ehe 1939 der Veterinärmediziner Max 

Sterne einen wirksamen, bis heute regelmäßig eingesetzten Impfstoff entwickelte 

[2]. Zusammen mit dem verstärkten Einsatz von Antibiotika und nationaler 

Seuchenschutzprogramme konnte die Verbreitung der Tierseuche global zurückge-

drängt werden, sodass Milzbrand in höheren Breitengraden Europas sowie Russ-

land als getilgt gilt und dort allenfalls noch sporadisch auftritt. Dennoch zeigen 

aktuelle Berichte der World Organization for Animal Health (OIE), dass Milz-

brand weiterhin enzootisch in den meisten Ländern Afrikas, Asiens sowie einigen 

Mittelmeeranrainerstaaten Europas (Albanien, Griechenland, Süditalien, Spanien, 

Türkei) und kleineren Arealen in Kanada und den USA ist [3]. 

Dieser natürlichen Verbreitung von Milzbrand steht die willentliche, durch 

Menschen verursachte Ausbreitung entgegen. Natürlich zustande kommende Kon-

taminationslevel betragen meistens weniger als 100 Anthraxsporen pro Gramm 

Probe, etwa in Kadavern von an Milzbrand erlegenen Tieren [4]. Unabsichtliche 

anthropogene Verseuchungen (Grundstücke von Gerbereien, Abdeckereien u. ä.) 

erzeugen höchstens Zehntausende Sporen pro Gramm Erde [5]. Für Milzbrand 

besonders empfängliche, pflanzenfressende Nutz- und Zuchttiere wie Rinder und 

Schafe sind von solchen Dosen gefährdet im Gegensatz zu mäßig anfälligen 

(Hunde, Schweine, auch Menschen) beziehungsweise nahezu unempfänglichen 

(Vögel) Spezies. Zudem gilt Milzbrand an sich als nicht invasiv, sodass die 

mittleren letalen Dosen (LD50) nach einer Inhalation oder Aufnahme über den 
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Verdauungstrakt selbst bei als anfällig geltenden Spezies wie Schafen (LD50 pa-

renteral 100 Sporen) einige zehn- bis hunderttausend Sporen betragen [5]. 

Millionen an infektionstüchtigen Endosporen pro Gramm Erde sind demnach 

nur durch willentliche Ausbringung der Erreger hervorzurufen, zum Beispiel in 

bioterroristisch motivierten Akten oder im Zuge biologischer Kriegsführung. Bei-

spielsweise wurde während und nach dem 2. Weltkrieg in verschiedenen Ländern 

mit B. anthracis als Biowaffe experimentiert: So sorgten Experimente des briti-

schen Militärs mit kontaminierten Leinsamenkuchen 1942 für eine jahrzehntelange 

Verseuchung von Gruinard-Island vor der Küste Schottlands [6]. Die USA und die 

Sowjetunion/Russische Föderation unterhielten bis 1967 beziehungsweise bis 1992 

ein offensives B-Waffenprogramm mit Anthrax und 1995 hatte der Irak gegenüber 

den Vereinten Nationen bekundet, Bomben und SCUD-Raketen mit Anthrax-

Sporen bestückt zu haben [7, 8]. Zu einer akzidentiellen Freisetzung von B. an-

thracis-Endosporen kam es 1979 in Swerdlowsk (Sowjetunion) aus einer Fabrik 

für biologische Kampfstoffe, die in der Abwindzone der Fabrik 66 Todesopfer bei 

77 Infizierten forderte [6, 9]. Des Weiteren sei die Anschlagserie in den USA im 

Oktober 2001 erwähnt, als per Post verschickte Milzbrandsporen fünf Todesopfer 

nach insgesamt 22 Infektionen nach sich zogen [10]. Aktuell sind seit Dezember 

2009 zuerst in Großbritannien, dann ebenfalls in weiteren europäischen Ländern 

mehrere Fälle von Infektionsmilzbrand unter i.v.-Drogenkonsumenten bekannt ge-

worden [11, 12]. Allein zwischen Juni bis September 2012 wurden dem Robert 

Koch-Institut vier Fälle von Milzbrand bei Personen nach Drogenkonsum in 

Deutschland gemeldet [13]. Da es sich in allen Fällen um Heroinkonsumenten 

handelte, wird mit Milzbrandsporen kontaminiertes Heroin als die wahrschein-

lichste Infektionsquelle angenommen.  

Ein regulärer militärischer Einsatz biologischer Waffen wird zur Zeit als wenig 

wahrscheinlich erachtet, nicht zuletzt, da seit 1972 die Biological and Toxin Wea-

pons Convention, der bis 2012 165 Staaten beigetreten sind, die Entwicklung, 

Herstellung sowie Lagerung biologischer Waffen verbietet und derzeit kein Staat 

offiziell ein B-Waffenprogramm unterhält. Viel eher sind absichtliche Frei-

setzungen hochpathogener Erreger durch bioterroristische Anschläge als Gefahr 

für die Gesellschaft einzustufen. Der 4. Bericht der Schutzkommission des Bun-

desministers des Inneren aus dem Jahre 2011 schätzt den Einsatz biologischer 
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Gefahrenstoffe im Vergleich mit anderen asymmetrischen CBRN-Bedrohungen 

(von chemisch, biologisch, radiologisch und nuklear) als besonders gefährlich ein 

[14]. Konkret haben die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) in den 

USA B. anthracis in die Kategorie A der potentiell gefährlichsten Biowaffen 

katalogisiert, zu der obendrein das Clostridium-botulinium-Toxin (Botulismus) 

sowie Yersinia pestis (Pest), Variola major (Pocken), Francisella tularensis 

(Tularämie) und virales hämorrhagisches Fieber verursachende Viren gehören. 

B. anthracis (sowie weitere Erreger in den Kategorien B und C) werden durch die 

CDC als grundsätzlich geeignet angesehen, als biologische Waffen Verwendung 

zu finden. Auch das Robert Koch-Institut sieht in den Erregern der Pest, des Milz-

brands und in Pockenviren die größte Gefahr hinsichtlich der vorsätzlichen 

Freisetzung biologischer Agenzien [15]. 

Für den Einsatz von B. anthracis-Endosporen als Biowaffe sprechen deren 

leichte Ausbringung sowie deren hohe Letalität: Aufgrund ihrer außergewöhnli-

chen Langlebigkeit und ausgesprochen hohen Resistenz gegenüber Umwelteinflüs-

sen sind B. anthracis-Endosporen relativ leicht in großen Mengen zu generieren, 

zu lagern und auszubringen. Weiterhin wird angenommen, dass im Falle eines 

Lungenmilzbrandes (Einatmen von Sporen) eine Letalität von 95 % gegeben ist, 

wenn nicht eine entsprechende Antibiose innerhalb von 48 Stunden erfolgt [16]. 

Derartige Punkte überwiegen deutlich die relativ hohe mittlere Infektionsdosis 

(ID50 8 000-10 000 Sporen) und mittlere letale Dosis (LD50 2 500 bis 55 000 

Sporen) von Lungenmilzbrand sowie die verschwindend geringe Wahrscheinlich-

keit einer Mensch-zu-Mensch-Übertragung [17, 18]. Deshalb kommt dem Lungen-

milzbrand eine besondere Bedeutung für B-Gefahrenlagen zu, obwohl 95 % der 

natürlichen Infektionen Hautmilzbrand (Sporenaufnahme über Hautwunden, LD50 

bei 10-50 Sporen) ausmacht, der aber in 80-90 % der unbehandelten Fälle ausheilt 

[19]. 

Generell ist eine Früh- oder Echtzeiterkennung von Anschlägen mit Krankheits-

erregern kaum möglich. Im Gegensatz zu anderen Großschadenslagen ist die Aus-

breitung der Erreger lautlos und unsichtbar. Weiterhin sind die Wirkungen auf den 

menschlichen Körper denen natürlicher Krankheiten nicht unähnlich; darüber 

hinaus kann sich der biologische Katastrophenfall ohne erkennbares initiales 

Ereignis schleichend entwickeln und für einige Tage bis Monate als Infektions-
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geschehen überhaupt nicht wahrgenommen werden. Hinzu kommt die 

Unübersichtlichkeit der Vielfalt und Variabilität bioterroristischer Szenarien. So 

erfolgt das Erkennen der Gefahrenlage zum Teil erst mit deutlicher Latenz nach 

dem Freisetzungszeitpunkt und antiepidemische Maßnahmen können nicht 

rechtzeitig ergriffen werden. Zuletzt darf die psychosoziale Wirkung durch einen 

Einsatz von Biowaffen nicht unterschätzt werden, da insbesondere Infektions-

krankheiten archaische Ängste, Panik oder Massenhysterien unter Menschen 

auslösen können [20]. Zur organisatorischen Vorbereitung auf bioterroristische 

Anschläge gehören neben der Erarbeitung von detaillierten Alarm- und Notfallplä-

nen, der Beschaffung ausreichender Impfstoffvorräte (für Milzbrand in 

Deutschland nicht zur Verfügung stehend) auch die Bereitstellung von Überwa-

chungs- und Laborkapazitäten, die eine schnelle und definitive Detektion und 

Diagnostik wichtiger bioterroristisch relevanter Erreger ermöglichen. Zurzeit exis-

tiert eine Vielzahl unterschiedlichster Nachweissysteme für B. anthracis zusam-

men mit einer großen Anzahl sich noch in der Entwicklung befindlicher Diagnose-

techniken. Der nächste Abschnitt versucht, einen Abriss über etablierte Verfahren 

sowie über die neuesten Entwicklungen in diesem Feld zu geben. 
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1.2 Stand der Forschung 

 

1.2.1 Bakteriologie B. anthracis 

Folgende Punkte sind bei der Entwicklung eines geeigneten Detektionssystems für 

B. anthracis zu berücksichtigen: B. anthracis gehört zu den 200 Arten aerober 

Bakterien – aufgeteilt in mehr als 25 Gattungen –, die in der Lage sind, En-

dosporen auszubilden [21, 22]. Hierbei ist die Gattung Bacillus die größte und 

bildet ein weites Spektrum von Mikroorganismen ab, die sich verschiedenste, teils 

extreme Lebensräume zu eigen gemacht und sich eine Vielzahl organischer und 

anorganischer Stoffe als Nahrungsquellen erschlossen haben [23]. Die Endospore 

wird innerhalb der Mutterzelle als Reaktion auf Nähstoffmangel oder erhöhter 

Zelldichte gebildet und ist eine überaus widerstandsfähige, metabolisch weitest-

gehend inaktive und nicht vermehrungsfähige Überdauerungsform, welche dem 

Milzbranderreger im Boden und auf Oberflächen eine sehr hohe Tenazität von 

mehreren Jahrzehnten verleihen kann. Unter optimalen Laborbedingungen sind 

innerhalb von 7-8 Stunden nach Erreichen der Exponentialphase die ersten 

Endosporen zu beobachten. Unter suboptimalen Bedingungen indes treten diese 

auch sehr viel später auf, zum Beispiel bei einer Umgebungstemperatur von 12 °C 

erst nach zwei Wochen [24, 25]. Trotz metabolischer Inaktivität sind Endosporen 

in der Lage, sich bei Vorhandensein geringster Konzentrationen an Keimungs-

induktoren (Aminosäuren, Zucker, Purinnukleoside, sublethale Hitzebehandlung 

mit 60 °C bis 100 °C) in eine stoffwechselaktive, vermehrungsfähige vegetative 

Zelle umzuwandeln. Der Prozess kann innerhalb von 10 bis 30 Minuten, im Falle 

sogenannter superdormant spores erst nach einigen Tagen erfolgen [26, 27]. Dies 

geht allerdings einher mit dem Verlust ihrer ausgeprägten Resistenzen. Endo-

sporen können unter anderem (feuchte und trockene) Hitze, UV- und Gamma-

Strahlung, hohe Drücke, extreme Trockenheit bis hin zum Vakuum sowie toxische 

Chemikalien in einem Maße überstehen, das vegetative Zellen sicher abtöteten 

würde [28].  



Stand der Forschung 

 

6 

 

Der Grund für diese außergewöhnliche Robustheit ist in dem Aufbau von Endo-

sporen zu suchen, der sich wesentlich von denen vegetativer Zellen unterscheidet: 

(i) Endosporen besitzen einen Multischalenaufbau, bei dem der Sporenkern – das 

Analogon zum Protoplasten der vegetativen Zelle mit Zellwand, Membran, Zyto-

plasma und Nukleoid – umhüllt ist von einer Vielzahl weiterer Schichten (Sporen-

rinde/Cortex, innere Sporenhülle, äußere Sporenhülle, fallweise Exosporium), die 

die Durchlässigkeit für chemische Agenzien erniedrigen und eine Entgiftung 

herbeiführen können. (ii) Der Sporenkern liegt stark dehydratisiert vor (Wasser 

stellt bei Endosporen 27-55 % des Nassgewichts anstatt 75-80 % in vegetativen 

Zellen), weist aber einen hohen Grad an Mineralisierung auf. Besonders stark ist 

Ca
2+

 exprimiert und häufig durch Dipicolinsäure (Pyridin-2,6-dicarbonsäure, 

DPA) chelatisiert, sodass Calciumdipicolinat (CaDPA) circa 5-15 % des Trocken-

gewichts einer Spore ausmacht. Eine starke Dehydratisierung des Sporenproto-

plasten wirkt sich begünstigend auf die Hitzeresistenz von Sporen aus, ebenso ein 

hoher Gehalt an Ca
2+

-Ionen [28]. (iii) Die Sporen-DNA ist gesättigt mit speziellen, 

DNA-bindenden Proteinen, den sogenannten kleinen säurelöslichen Sporenprotei-

nen (small acid-soluble protein, SASP), welche 3-6 % des gesamten Pro-

teinaufkommens in Endosporen ausmachen [29]. Dadurch erbringen sie einen 

wichtigen Beitrag zur UV-Strahlungs-, Hitze- und Chemikalienresistenz der 

Sporen und stehen ferner als Energie- und Kohlenstoffquelle bei der Sporenauskei-

mung zur vegetativen Zelle zur Verfügung. (iv) Ein Depot UV-Licht-absorbieren-

der Pigmente in äußeren Sporenhüllen schirmt bei einigen Bacillus-Sporen 

photosensitive Komponenten (zum Beispiel DNA) vor UV-Strahlung ab [30].  

Prinzipiell ist B. anthracis in der Umwelt als Endospore anzutreffen und 

repliziert sich fast ausschließlich innerhalb der kurzen Perioden einer Infektion, die 

entweder durch den Tod des Wirtsorganismus oder Abtötung des Keimes durch 

die Immunabwehr oder mithilfe therapeutischer Agenzien beendet werden. Des-

halb ist die genetische Entwicklung von B. anthracis lediglich auf die kurze Phase 

zwischen Infektion und Tod des Wirtes beschränkt, was 20-40 Generationen 

ausmacht [31]. Dies ist der Grund, warum B. anthracis eine sehr homogene Spe-

zies im Sinne genetischer und phänotypischer Eigenschaften ist (monomorph), was 

eine Differenzierung verschiedener B. anthracis-Stämme erschwert. Aber auch die 

Abgrenzung zu anderen Bacillus-Arten ist teilweise schwierig, insbesondere zu 
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den Spezies der so genannten B. cereus-Gruppe (BC-Gruppe) [32, 33]. Zu dieser 

gehören neben B. anthracis auch B. cereus, ein bekannter Lebensmittelkontaminat 

(insbesondere Milch und Milchprodukte) der Risikogruppe 2, dessen extrazelluläre 

Toxine Diarrhoe und Erbrechen auslösen können; B. mycoides, ein Risikogruppe-

1-Keim mit auffällig rhizoider Kolonienmorphologie; B. thuringiensis, welcher 

kristalline Proteine (Bt-Toxine) bildet, die das Bakterium verbreitet zur biologi-

schen Schädlingsbekämpfung Verwendung finden lässt; sowie B. weihenstephan-

ensis, eine psychotrope Art der Risikogruppe 2, die sich bei Temperaturen unter 

7 °C vermehrt und wie B. cereus in der Lage ist, ein emetisches Toxin, Cereulid, 

zu produzieren [34-38]. Diese Spezies sind taxonomisch sehr eng verwandt und 

weisen hoch konservierte chromosomale Gensequenzen auf, zum Beispiel sehr 

ähnliche 16S rRNA und 23S rRNA Sequenzen, anhand der die taxonomische 

Differenzierung von Bakterien üblicherweise erfolgt [39]. Die 16S rRNA Sequen-

zen (1 446 Nukleotide) von B. anthracis, B. cereus, B. mycoides und B. thuring-

iensis sind zu >99 % identisch und lediglich zwei Unterschiede (ein Nukleotid 

verändert, eine Baseninsertion) wurden in den 23S rDNA-Genen (2 889 Nukleo-

tide) zwischen B. anthracis und B. cereus festgestellt [40, 41]. So vertreten einige 

Taxonomen die Ansicht, die Spezies der BC-Gruppe als eine Art zusammen-

zufassen [33]. Dennoch überwiegen phänotypische Charakteristika, unterschied-

liche Pathogenitätslevel, klinische Symptome sowie ökologische Nischen die 

gängigen Kriterien bakterieller Taxonomie, sodass die bisherige Nomenklatur 

Bestand hat. Die Pathogenität wird durch Toxine hervorgerufen, die zumeist auf 

Plasmiden kodiert sind. Im Falle von vollvirulenten Stämmen von B. anthracis 

handelt es sich um zwei Megaplasmide: pXO1 (Toxinplasmid, 182 kbp) sowie 

pXO2 (Kapselplasmid, 96 kbp) [42, 43]. Dank pXO1 können die vegetativen 

Zellen drei für die Toxinbildung wichtige Proteinkomponenten exprimieren, 

wohingegen pXO2 die Aminosäuresequenzen von Enzymen enkodiert, die für die 

Synthese einer Antiphagozytosekapsel aus Poly-D-Glutaminsäure verantwortlich 

sind. Weniger virulent sind B. anthracis-Stämme, denen eines der beiden Plasmide 

fehlt und gänzlich avirulent jene ohne Plasmide. Der Verlust von pOX1 in der 

Umwelt geschieht wesentlich seltener als der von pOX2 [44]. 

 



Stand der Forschung 

 

8 

 

1.2.2 Nachweis von B. anthracis 

Eine ideale Identifizierungsmethode zur Detektion von B. anthracis aus Umwelt-

proben müsste eine Reihe von Eigenschaften in sich vereinen: Sie sollte einfach 

anzuwenden sein, die Operatoren einem möglichst geringen Infektionsrisiko aus-

setzen und kosteneffizient sein. Wesentlich ist zudem eine schnelle Ergebnis-

ausgabe nach Probennahme und mit Hinblick auf eine Anwendung am unmittelba-

ren Einsatzgebiet eine ausreichende Robustheit, um häufigen Ortswechseln sowie 

Änderungen klimatischer Bedingungen Rechnung tragen zu können. Die Methode 

sollte eine geringe Anzahl an Organismen detektieren können (Spezifität), ohne 

dass ungewollte Kreuzreaktionen mit eng verwandten biologischen Keimen, die 

ubiquitär in der Umwelt vorliegen, auftreten (Sensitivität). Letzteres ist vor allem 

durch das Vorhandensein von nicht-virulentem B. cereus in Gegenwart von 

B. anthracis in Umweltproben erschwert, da beide Arten eng verwandt sind und 

eine Vielzahl an phäno- und genotypischen Eigenschaften teilen [41, 45, 46]. 

Das Panel zur Verfügung stehender Identifizierungsmethoden für B. anthracis 

lässt sich im Wesentlichen einteilen in konventionell-mikrobiologische, nuklein-

säure-basierte, affinitäts-basierte sowie biochemische Ansätze [47]. 

Über viele Jahre hinweg haben sich die traditionellen mikrobiologischen Me-

thoden als Goldstandard etabliert. Sie beruhen auf der Beobachtung morphologi-

scher Eigenschaften von Bakterien, nachdem sie in der Regel auf Selektivmedien 

kultiviert sowie optional gefärbt worden sind. So wird B. anthracis bakteriosko-

pisch als Gram-positives, nicht-bewegliches Stäbchen (0,8-1,2 µm Durchmesser, 

3-5 µm Länge) wahrgenommen, das in der Lage ist, ellipsoide Sporen (0,7-0,8 µm 

Durchmesser, 1,5 µm Länge) zu bilden. Auf Blutagarplatten wächst der Erreger 

ohne Beta-Hämolyse und ist sensitiv gegenüber Gamma-Phagen und Penicillin 

[48]. Chromogene und selektive Nährmedien dienen zusätzlich zur Abgrenzung 

von B. anthracis gegen die taxonomisch nächsten Verwandten B. cereus, 

B. mycoides und B. thuringiensis [49]. Weiterhin kann die durch das Bakterium 

ausgebildete Kapsel durch Anfärben gut visualisiert werden [50]. Außerdem ist 

mithilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen der Keime eine grobe primäre 

Diagnostik und eine erste Abschätzung der Erregerkonzentration möglich [51]. 

Weltweit am häufigsten wird indes der Schnelltest über Thermopräzipitation nach 
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Ascoli angewandt, obgleich dieser bei Umweltproben häufig falsch-positive 

Ergebnisse anzeigt [52]. Zuletzt ist die Virulenz des Keimes durch Tierversuche 

nachweisbar. Obwohl die Durchführung all dieser konventionellen Tests durch 

erfahrene Bakteriologen sicher möglich ist, eignen sich diese nur bedingt zur 

Analyse von Umweltproben durch Einsatzkräfte vor Ort. Unter den praktischen 

Gesichtspunkten ist der hohe Arbeits- und Zeitaufwand dieser Methoden zu 

erwähnen. Zum einen müssen die Arbeitsschritte in Laboren der Sicherheitsstufe 3 

durch entsprechend geschultes Personal durchgeführt werden. Zum anderen ist 

eine Erregeranzucht von 1-2 Tagen stets obligatorisch aufgrund der geringen 

Sensitivität der Methode und muss durch zusätzliche Tests unter Umständen um 

ein ähnliches Zeitintervall erweitert werden [18]. Überdies musste festgestellt 

werden, dass einige B. cereus-Umweltisolate eigentlich B. anthracis-exklusive 

phänotypische Merkmale aufweisen [53]. Aufgrund dessen wird sowohl vom 

Robert Koch-Institut als auch vom Nationalen Referenzlabor für Milzbrand des 

Friedrich-Loeffler-Instituts empfohlen, mit molekulargenetischen Verfahren den 

mikrobiologischen Befund in jedem Fall abzusichern. 

Daher werden Nachweissysteme basierend auf der Polymerasekettenreaktion 

(PCR) zunehmend für die schnelle und sensitive Erkennung des Erbmaterials von 

pathogenen Erregern eingesetzt. In einem plattformübergreifenden Vergleich 

unterschiedlichster B. anthracis-Nachweissysteme wurden mittels real-time-PCR 

bzw. end-point-PCR mit 430 Zellen/ml bzw. 440 Zellen/ml die geringsten Nach-

weisgrenzen aller untersuchten Verfahren erreicht [54]. Voraussetzung ist die 

Wahl geeigneter B. anthracis-spezifischer Nukleinsäuressequenzen (Probe und 

Primer), will man Kreuzreaktionen mit verwandten Spezies ausschließen. Sich 

allein auf Gensequenzen der Virulenzplasmide pXO1 (zum Beispiel pag) und 

pXO2 (capC) zu beschränken, kann zu Fehldiagnosen führen, da pXO1- und 

pXO2-ähnliche Plasmide in einigen nicht-virulenten B. cereus-Umweltisolaten 

gefunden worden sind [55]. Überdies wurden zwei, ebenfalls pXO1- und pXO2-

ähnliche Plasmide tragende B. cereus-Stämme (als B. cereus var. anthracis dekla-

riert) von Menschenaffen in Kamerun und der Elfenbeinküste isoliert, die an einer 

Anthrax-ähnlichen Krankheit gestorben sind [56, 57]. Ein horizontaler Gentransfer 

der Virulenzplasmide zwischen eng verwandten Spezies ist bekannt [58]. Zugun-

sten der Spezifität gegenüber B. anthracis werden deshalb weitere chromosomale 
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Zielsequenzen zur Charakterisierung von Isolaten des Milzbranderregers hinzuge-

zogen. Die Auswahl geeigneter Genabschnitte erweist sich jedoch aufgrund der 

hohen genetischen Ähnlichkeit zwischen den Spezies der BC-Gruppe als diffizil. 

So wurden zeitweise bestimmte Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, single 

nucleotide polymorphism) als B. anthracis-spezifisch deklariert, ehe sie ebenso in 

Isolaten anderer Bacillus-Arten detektiert worden sind. Ein Beispiel ist das rpoB-

Gen: 2001 durch Qi et al. als B. anthracis-exklusiv beschrieben, bis 2006 

identische Polymorphismen durch Zasada et al. im Genom von B. thuringiensis 

aufgezeigt worden sind [59, 60]. Zudem erzeugten einige B. cereus-Isolate verzö-

gerte rpoB-Signale durch mutmaßliches mispriming der DNA-Polymerase [53]. 

Diese verzögerten positiven Signale machen es schwierig abzuschätzen, ob diese 

nun tatsächlich von B. cereus-Keimen in der Probe stammen oder aber durch eine 

sehr geringe Anzahl von B. anthracis-Sporen. Ebenso hinderlich für den Einsatz 

vor Ort ist die Anfälligkeit der PCR gegenüber Inhibitoren in der Probenmatrix, da 

etwa Erdbestandteile oder ungünstige pH-Werte hemmend wirken [61-63]. So ist 

nachvollziehbar, dass die anfangs dieses Abschnittes angegebenen Nachweisgren-

zen im Falle von Bodenproben bei weitem nicht erreicht werden: Hier gelten ge-

rade noch 100 Sporen/mg Boden eines PCR-Enzyme Linked Immunosorbent As-

says (PCR-ELISA) als niedrigster publizierter Grenzwert [54]. Neben der 

Direktisolation der DNA aus den Proben gilt nur die zeitintensive Vorkultivierung 

als Alternative. Ferner ist die Portabilität präzise arbeitender Thermocycler selten 

gegeben und zeitaufwändige Arbeitsschritte nach einer end-point-PCR obligato-

risch. Hier spielt die im Jahre 2000 von Notomi et al. eingeführte loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) ihre Stärken aus: Diese arbeitet unter Einsatz 

einer zur Strangverdrängung befähigten DNA-Polymerase sowie einem spezifi-

schen Primersatz (typischerweise vier) konstant bei Temperaturen von 60-65 °C 

bei einer Reaktionszeit von 1 h [64]. Da außerdem größere Mengen von 

Magnesiumhydrogenphosphat ausfallen, ist eine Verfolgung des Reaktionsablaufs 

durch turbidimetrische Messungen möglich [65]. So konnten 1 000 Genomkopien 

von B. anthracis durch LAMP unter Verwendung eines Taschenwärmers detektiert 

werden [66, 67]. Die Spezifitäten einer real-time-PCR sind durch LAMP noch 

nicht erreicht worden und eine sichere Differenzierung von Spezies der BC-

Gruppe verbleibt weiterhin schwierig. Weitere molekulargenetische Methoden wie 
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multi locus sequence typing (MLST), multi locus variable number tandem repeat 

analysis (MLVA), amplified fragment-length polymorphism (AFLP) oder gar die 

vollständige Genom-Sequenzierung haben eine klare Diskriminierung von 

B. anthracis und zusätzlichen Spezies der BC-Gruppe ermöglicht [32, 68-70], 

allerdings sind diese Techniken nur zur Analyse von isolierten Kolonien im Labor 

ausgelegt und kaum für eine schnelle Vor-Ort-Diagnose geeignet. 

Viel eher werden zurzeit affinitätsbasierte Assays zum schnellen B. anthracis-

Nachweis eingesetzt, von denen einzig die antikörperbasierten Ansätze kommerzi-

ell erhältlich sind, obwohl sich als Liganden ebenfalls Peptide oder Aptamere als 

geeignet erwiesen haben [47]. Diese Plattformen liefern binnen Minuten nach 

einfachster Handhabung Ergebnisse, die allerdings sowohl eine ausreichende Spe-

zifität wie Sensitivität vermissen lassen, was dem Einsatz als Diagnoseinstrument 

vor Ort zugegen läuft [71]. Viel eher sind sie von Wert in epidemiologischen 

Studien und der Medizindiagnostik, das heißt in Situationen, in denen eine 

Infektion bereits erfolgt ist. 

Zumindest eine Vorkultivierung ist bei analytischen Methoden, die sich exklu-

siv auf den Nachweis des endosporen-spezifischen CaDPAs kapriziert haben, nicht 

unbedingt notwendig. Die höchste Sensitivität wird augenblicklich durch fluoro-

metrische Messungen von Lanthanoid-DPA-Komplexen erreicht, für die aber im 

Hinblick auf Realproben eine möglichst effiziente Extraktion und Aufreinigung 

von DPA aus den Proben obligat ist, beispielsweise unter Zuhilfenahme chroma-

tographischer Methoden [72]. Eine Nachweisgrenze von 0,5 nM DPA (dies 

entspricht unter der Annahme von circa 0,5 fM CaDPA/Spore 10
3 

Sporen/ml) 

wurde durch einen Hochleistungsflüssigkeitschromatographie-Ansatz (HPLC) mit 

angeschlossener Terbium-Komplexierung und Lumineszenzmessung erreicht [73, 

74]. Ein Einsatz Europium-basierter Nanopartikel verspricht sogar Nachweisgren-

zen von 0,2 nM CaDPA [75]. Da DPA andererseits nur ein genereller Sporenin-

dikator ist, sind Unterscheidungen zwischen verschiedenen Sporenarten nicht 

möglich. 

Biochemische Identifikationsmethoden für B. anthracis fußen auf der Erken-

nung biochemischer Muster innerhalb von Signaturen der untersuchten Keime. Die 

Art der Signaturen ist dabei mannigfaltig: Zum einen werden die Bazillen nach 

metabolischen Eigenschaften und ihrer Resistenz gegenüber Antibiotika charakte-
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risiert [76]. Weiterhin können Profile bakterieller Fettsäuren (fatty acid methyl 

ester, FAME) via gaschromatographischer Verfahren als Unterscheidungsmerkmal 

herangezogen werden [77]. Außerdem erlauben Kombinationen verschiedener 

Biomarkerklassen die Diskriminierung von Bacillus-Spezies, wie im Falle einer 

Analyse durch Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC/MS-

Analyse) der Signaturen von FAMEs, Dipicolinsäure und Kohlenhydraten [78]. Im 

Falle massenspektrometrischer Ansätze sind aber vorwiegend Proteine die 

Biomarker der Wahl, speziell bei Bacillus-Sporen die SASPs, entweder detektiert 

in intakter Form oder aber als durch chemische oder enzymatische Verdauung 

proteolysierte Peptide [79, 80]. Allen gemein ist, dass eine standardisierte Erreger-

anreicherung unumgänglich ist, was sich in einem hohen Zeitaufwand äußert, der 

einen Einsatz dieser Techniken am Ort des Geschehens durch Ersthelfer konterka-

riert. Zum einen ist es nur durch eine Vorkultivierung möglich, genügend Analyse-

material zu generieren [81]. Zum anderen ist bekannt, dass Typ, Zusammenset-

zung und Menge der FAMEs eines Organismus in hohem Maße abhängig sind von 

den Bedingungen, unter denen die Bakterien zuvor kultiviert worden sind 

(Anzuchtmedium, -temperatur, -zeit) [82]. Beispielsweise üben komplexe Additive 

in den Nährmedien (Fleisch-, Hefeextrakt…) sowie Proteinquellen (Pepton, 

Trypton…) einen erheblichen Einfluss auf die Fettsäureausstattung von Bacillus-

Kulturen aus [83]. Ähnlich abhängig von Kultivierungsparametern sind MS-

Biomarker aus intakten Proteinen oder Peptiden, wie eine Studie über die Repro-

duzierbarkeit von MS-Spektren einer E. coli-Kultur, aufgenommen in drei Labora-

torien, zeigt: Nur 25 % der diesem Bakterium zugeordneten Biomarker konnten in 

Spektren aller drei Labore detektiert werden [84]. Ein Anziehen der Bakterien vor 

der MS-Analyse unter rigider Einhaltung wohl definierter Kultivierungsbe-

dingungen ist neben einer standardisierten Probenvorbereitung deshalb zwingend 

erforderlich [85, 86]. 
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1.2.3 Raman-Spektroskopie als alternative Detektionsmethode für 

B. anthracis 

Schwingungsspektroskopische Techniken wie die Raman-Spektroskopie lassen 

sich gleichermaßen zu den biochemischen Identifikationsmethoden zählen. Ihr 

großes Potential besteht darin, dass sie In-situ-und In-vivo-Informationen von 

Biomolekülen in schneller, aber ausreichend spezifischer, nicht-invasiver Art unter 

physiologischen Bedingungen liefern können [87]. Basis für die Raman-

Spektroskopie ist die inelastische Streuung von Licht an Molekülen, die von den 

beiden indischen Wissenschaftlern C. V. Raman und K. S. Krishnan entdeckt 

wurde [88-90]. Inelastisch heißt, dass die Wellenlänge des gestreuten Lichts mit 

jener des einfallenden Lichts nicht identisch ist wie im Falle der Rayleigh-Streu-

ung. Unter Ausnutzung dieses so genannten Raman-Effektes können Informatio-

nen über alle Moleküle innerhalb einer Probe abgefragt werden. Die Probe wird 

dazu monochromatisch bestrahlt und das inelastisch gestreute Licht als Raman-

Spektrum registriert. Das Spektrum entsteht durch eine Ensemblemittelung über 

alle Probensubstanzen, das heißt, es entspricht einer Superposition von Raman-

Spektren der probeninhärenten Substanzen. Anhand der Spektren lassen sich 

Rückschlüsse auf die biochemische Zusammensetzung und molekulare Struktur 

der Probe ziehen. Werden mittels der Raman-Spektroskopie Bakterien analysiert, 

so sind Proteine, DNA/RNA, Kohlehydrate sowie Lipide die Molekülklassen, die 

im Wesentlichen das Raman-Spektrum der Probe dominieren, da dies die Haupt-

konstituenten von Bakterien sind [91]. Lediglich das in allen Bakterien vorhandene 

Wasser trägt aufgrund seines geringen Raman-Streuquerschnitts
1
 kaum zum Ra-

man-Spektrum einer Bakterie bei. Unter der Annahme, dass Bakterien 

unterschiedlicher taxonomischer Zugehörigkeit auch unterschiedliche biochemi-

sche Zusammensetzungen besitzen, die wiederum durch die Raman-Spektroskopie 

abgefragt werden können, ist eine Typisierung von Bakterien anhand ihrer 

spektroskopischen Signatur möglich [91, 92]. In der Regel sind diese Signaturen 

sehr komplex, weisen teils kaum wahrnehmbare Unterschiede auf und lassen sich 

                                                 
1
Der Streuquerschnitt eines Moleküls spiegelt die Wahrscheinlichkeit aller möglichen Streupro-

zesse eines Moleküls wider und ist der Streuintensität proportional. 
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weiterhin nicht in ihre Einzelkomponenten entmischen. So werden die Spektren als 

solche – gleichsam eines Fingerabdruckes – einer Analyse zugeführt, ohne näher 

erklärt werden zu müssen. Auf Grund dessen sind datenbankbasierte statistische 

Auswerteroutinen unabdingbar, will man Raman-Spektroskopie zur Identifizierung 

von Bakterien anwenden (Chemometrik) [93]. Hierfür kommen überwachte 

Lernalgorithmen in Betracht, die Gruppenunterschiede modellieren können, 

beispielsweise die lineare Diskriminanzanalyse (LDA), die Support Vector 

Machines (SVM) oder die künstlichen neuronalen Netze (ANN). Mit Hilfe 

algorithmischer Schätzer wie der Kreuz- oder Holdout-Validierung versucht man 

dann, die Vorhersagequalität dieser Klassifikatoren zu evaluieren, indem ein Teil 

der Daten zum Aufbau des Modells herangezogen und mit dem Rest der Daten 

ausgetestet wird
2
. Auf diese Weise ist es möglich, das Diskriminierungsvermögen 

des Modells (Klassifizierung) einerseits, andererseits dessen Generalisierungs-

potential (Identifizierung) zu validieren. 

Im Laufe der Jahrzehnte, in denen die Raman-Spektroskopie zur Analyse biolo-

gisch relevanter Sachverhalte herangezogen wurde, sind eine Reihe spezieller Ra-

man-basierter Methoden entwickelt worden, um bestimmte Nachteile der konven-

tionellen Raman-Spektroskopie zu minimieren. Insbesondere die geringe Quanten-

ausbeute
3
 des spontanen Raman-Effekts wirkt sich negativ auf die Sensitivität der 

Methode aus [94]. Die im Umfeld der Biospektroskopie am häufigsten 

angewandten Verstärkungstechniken sind die Resonanz-Raman-Spektroskopie 

(resonance Raman spectroscopy, RRS) sowie die oberflächenverstärkte Raman-

Spektroskopie (surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS). Bei der Resonanz-

Raman-Spektroskopie wird die Raman-Anregungswellenlänge so gewählt, dass sie 

sich in der Nähe einer elektronischen Absorption eines in der Probe befindlichen 

Chromophores befindet. Dadurch werden jene Banden selektiv verstärkt, welche 

an den elektronischen Übergang gekoppelt sind und das ehemals komplexe 

                                                 
2
 Im Folgenden wird von einer Klassifizierung gesprochen, wenn das Modell mit Daten validiert 

wird, mit welchen es erstellt worden ist. Eine Identifizierung indes bedeutet ein Testen des 

Modells mit Daten, die völlig unabhängig von den Modelldaten generiert worden sind. 

Idealerweise stammen die Testdaten von anderen Präparaten als denen der Modelldaten und 

wurden nicht an denselben Tagen wie die Referenzspektren gemessen. 
3
 Von 10

6
 – 10

10
 gestreuten Photonen wird nur eines bei Raumtemperatur Stokes-Raman-gestreut. 
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Raman-Spektrum wird durch die Banden des Chromophores dominiert
4
 [96]. Dies 

ist aber nur in Systemen beobachtbar, in denen die Stokes-Verschiebung zwischen 

Absorption und Fluoreszenz groß genug ist, andernfalls würden die Resonanz-

Raman-Signaturen von der Fluoreszenz überdeckt werden. Durch die Resonanz-

Raman-Spektroskopie sind somit sehr geringe Mengen eines Zielchromophores 

selbst in komplexen Matrices detektierbar. Bei sichtbarer Anregung sind dies bei 

Bakterien insbesondere Carotenoide und Hämoproteine wie Cyctochrome. Bei 

Verwendung von UV-Licht mit 218-231 nm werden besonders aromatische 

Proteine, bei 242-257 nm Nukleinsäuren in Bakterien adressiert, allerdings ist 

Photodegradation der Probe ein immanentes Problem der UV-Resonanz-Raman-

Spektroskopie [97]. In UVRR-Spektren von Endosporen unter 242-244 nm 

Anregung stellte man fest, dass die Schwingungen von CaDPA resonant verstärkt 

werden [97, 98]. Mit derselben Anregung konnte eine Diskriminierung sechs 

verschiedener Bacillus-Arten anhand ihrer UVRR-Spektren gezeigt werden, der 

jedoch methodenbedingt eine Vorkultivierung vorausgehen musste [99]. 

Die oberflächenverstärkte Raman-Spektroskopie macht sich die Eigenschaft zu 

Nutze, dass in der Nähe nanostrukturierter Metalloberflächen (meist Silber, Kupfer 

oder Gold in Form von Kolloiden oder strukturierter Oberflächen) das einge-

strahlte Feld verstärkt wird
5
 [101]. Oberflächenplasmone koppeln mit dem exter-

nen elektrischen Feld und erzeugen so das verstärkte (evaneszente) Feld senkrecht 

zur Metalloberfläche, welches an Analytmolekülen in der Nähe der Metalloberflä-

che gestreut wird. Dieses Raman-gestreute Feld kann dann erneut an der Metall-

oberfläche verstärkt werden. Zusätzlich zu der eben beschriebenen elektromagneti-

schen Verstärkung kommt eine chemische Verstärkung hinzu, die auf einer 

Wechselwirkung zwischen dem Analytmolekül und der nanostrukturierten Metall-

oberfläche beruht. Mit Hilfe oberflächenverstärkter Raman-Spektroskopie wurden 

sensitive Verfahren entwickelt, mit welchen CaDPA von wenigstens 10 µg Sporen 

als Biomarker für Endosporen nachgewiesen werden konnte [102-104]. Selbst in 

Form eines portablen Raman-Spektrometers spürte man noch minimal 10
4
 Sporen 

                                                 
4
 Im Vergleich zu nicht-resonanter Anregung sind Signalverstärkungen um bis zu sechs Größenord-

nungen möglich [95]. 
5
 Im Vergleich zu nicht-resonanter Anregung wird mit Signalverstärkungen von fünf bis sieben 

Größenordnungen gearbeitet [100]. 
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auf [105]. Voraussetzung hierfür ist indes, dass CaDPA vor der Spektrenaufnahme 

aus den Endosporen extrahiert werden muss. Weiterhin kann eine Aussage, um 

welche Art von Endosporen es sich letztlich handelt, etwa pathogene oder harmlo-

se, durch solche Ansätze natürlich nicht geliefert werden. Dass sich grundsätzlich 

SERS-Spektren intakter Endosporen von denen anderer möglicher Biowaffenagen-

zien sowie von Endosporen verschiedener Bacillus-Arten unterscheiden, wurde 

gezeigt, eine tatsächliche Identifizierung von Endosporen aus Realproben via 

SERS steht hingegen noch aus [106-108]. Allgemein ist bei SERS zu beachten, 

dass nur bestimmte Schwingungen des Analyten verstärkt werden. Lediglich die 

Moden mit Polarisierbarkeitskomponenten senkrecht zur Metalloberfläche werden 

intensiviert. Ein SERS-Spektrum kann folglich völlig anders aussehen als ein 

konventionelles Raman-Spektrum. Zudem ist eine identische Mikroumgebung 

relativ zur Metalloberfläche eines jeden Analystmoleküls nicht realisierbar, sodass 

die Vergleichbarkeit der SERS-Spektren häufig nicht ausreichend gegeben ist, 

wenn nicht eine sehr präzise Probenpräparation erarbeitet worden ist. 

Genau Letzteres ist bei der Raman-Mikrospektroskopie weitaus weniger 

problematisch. Hier wird die hohe räumliche Auflösung eines konfokalen Mikro-

skops mit dem molekularen Kontrast der Raman-Spektroskopie zu einem Ansatz 

kombiniert, der gut zur Aufklärung biologischer Fragestellungen geeignet ist. 

Konfokale Mikroskope verwenden Aperturen, die die Auflösung in lateraler und 

axialer Richtung erhöhen. Durch das erste Pinhole wird die Anregungslichtquelle 

zu einer Punktquelle beschnitten, die zweite Apertur sorgt dafür, dass nur das 

Licht unmittelbar aus der Fokalebene passieren kann. So werden effektiv Beiträge 

aus Ebenen außerhalb des Fokus eliminiert. Durch den Einsatz von Objektiven 

hoher numerischer Aperturen (NA = 0,9-0,95) sind so fokale Volumina in gering-

en Breiten (1,22 /NA) und Längen (4n /NA
2
) realisierbar [109]. Mit einer Anre-

gungswellenlänge von 532 nm sind daher Messvolumina von <1 µm
3
 möglich. 

Infolgedessen ist die Möglichkeit gegeben, einzelne Bakterienzellen zu messen – 

ganz im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Methoden, die nur große Haufen 

von Zellen (bulk-Messungen) analysieren können [110]
6
. Eine teils sehr zeit-

                                                 
6
 Zum Vergleich: Mit einem FT-IR-Mikroskop sind Messpunkte wellenlängenbegrenzt bis minimal 

10 µm realisierbar, sodass etwa 10
2
 Bakterien pro Messung beprobt werden [91]. 
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aufwändige Kultivierung bis zu mehreren Tagen wird deshalb obsolet und Bakte-

rien können direkt nach ihrer Isolierung aus der Probe untersucht werden [111-

113].  

Weiterhin erweist sich als vorteilhaft, dass zumindest Kokken und nicht allzu 

große Bazillen bei Verwendung von 532 nm Anregungswellenlänge durch das 

Messvolumen in Gänze erfasst werden. Überdies besitzen Bakterien im Gegensatz 

zu eukaryotischen Zellen keine Organellen und werden so innerhalb des Mess-

volumens als homogen wahrgenommen. Deshalb ist ein Spektrum zur Beschrei-

bung einer Zelle hinreichend. Dies gilt umso mehr für Endosporen. Dementspre-

chend umfänglich ist das Ausmaß an Publikationen, die sich mit der Raman-

spektroskopischen Charakterisierung von Endosporen auf Einzelzellebene be-

schäftigten. Hervorstechendes Merkmal in den Raman-Spektren von Einzelzellen 

sind die Banden des CaDPAs [111, 114]. Dessen Gehalt und die Gehaltsverteilung 

selbst nach variierten Kultivierungsbedingungen in Endosporenensembles konnte 

verfolgt werden. Ebenso wurde dessen Abnahme im Laufe der Endosporen-

keimung registriert, um Aufschlüsse über die Kinetik der Keimung gewinnen zu 

können [115-118]. Außerdem wurde Raman-spektroskopisch versucht, Schlüsse 

auf den physikochemischen Zustand des CaDPAs in Endosporen abzuleiten, in 

denen es in Konzentrationen (>800 mM) weit über dessen eigentlicher Löslichkeit 

vorliegt [119]. Ähnliche Studien wurden an superdormant spores durchgeführt 

[27, 120]. Häufig wurden der Messlaser gleichzeitig als optische Pinzette 

angewandt, um Spektren isolierter Sporen ohne Einflüsse eines Substrates messen 

zu können [121]. Eine Detektion und Identifikation von Bacillus-Endosporen mit 

Hilfe von konventioneller Raman-Spektroskopie und -Mikrospektroskopie wurde 

bisher nur sporadisch bearbeitet: Farquaharson et al. stellten ein faserbasiertes 

Raman-Spektrometer mit 785 nm Anregungswellenlänge vor, mit dem Briefe auf 

den Gehalt von Endosporen bis zu einer Menge von 4,5 mg Sporen automatisch 

geprüft werden konnten [122]. Eine Klassifizierung von B. atrophaeus- und 

B. thuringiensis-Sporen aus destilliertem Wasser anhand ihrer Raman-Einzel-

zellspektren bei 532 nm Anregung wurde auch realisiert, dies aber lediglich im 

Vergleich mit anderen Bakteriengattungen (wie Escherichia oder Yersinia) und 

biologischen Substanzen (wie Rinderserumalbumin oder Insulin) [123]. In einer 
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späteren Arbeit wurde dieser Datensatz um B. anthracis und B. cereus erweitert 

[124].  

Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass weitreichende Studien zur 

Charakterisierung von Endosporen mithilfe Raman-spektroskopischer Methoden 

durchgeführt worden sind, ebenso wie Arbeiten, die das Diskriminierungspotential 

dieser Technik andeuten. Weiterführende Untersuchungen im Hinblick auf eine 

tatsächliche Identifizierung von Endosporen aus Umweltproben stehen indes noch 

aus. Als vielversprechendste Variante sticht hierfür die Raman-Mikrospektrosko-

pie heraus, deren größter Vorteil die Möglichkeit ist, ohne vorherige Kultivierung 

einzelne Bakterienzellen schnell in physiologischer Umgebung in situ analysieren 

zu können. Der zeitliche, präparative und apparative Aufwand verbleibt gering, so 

dass ein Einsatz dieser Technik unmittelbar am Einsatzort (point-of-care-testing) 

plausibel erscheint. Als Anregungslaserwellenlängen eignen sich solche im 

sichtbaren Bereich, da sie einen guten Kompromiss zwischen der 
4
-Abhängigkeit

7
 

der Streueffizienz (UV wäre zu bevorzugen) und möglicher Fluoreszenz (Nah-IR 

wäre zu bevorzugen) darstellen. 

Die hier vorgelegte Arbeit beschäftigt sich mit der Fortentwicklung und An-

wendung der Raman-Mikrospektroskopie mit Anregung im sichtbaren Spektralbe-

reich zur Identifikation von Bacillus-Endosporen, insbesondere B. anthracis, sowie 

der Detektion derselben in Umweltproben. Dies soll unmittelbar nach Isolation der 

Keime vor Ort im Sinne einer Schnelldiagnostik erfolgen; zur Spektrenanalytik 

soll sich chemometrischer Methoden bedient werden. Zuerst wurde untersucht, in-

wieweit divalentes Mangan als ein typischerweise als Sporulationsbeschleuniger 

eingesetzter Kultivierungsfaktor Einfluss auf Raman-Spektren von Einzelsporen 

und damit mutmaßlich auf das Diskriminierungspotential der gesamten Methodik 

hat. Dies ist ein nicht zu unterschätzender Faktor, da eine Analyse intakter Zellen 

hochgradig von den Umständen der Bakteriengenese beeinflusst wird, wozu mit-

hin neben der Kultivierungstemperatur, -zeit oder -atmosphäre auch die zur Verfü-

gung stehenden Nährstoffe und Supplemente zählen [86, 126, 127]. Um eine 

Isolierung und Analyse von möglicherweise hochpathogenen Endosporen durch 

                                                 
7
 Der Streuquerschnitt einer Schwingung ist zur 4. Potenz der Summe aus der Frequenz des 

einfallenden Lichtes und der Energiedifferenz zweier Schwingungszustände proportional [125]. 
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Einsatzkräfte vor Ort zu ermöglichen, musste zudem eine effiziente und zur 

Raman-Spektroskopie kompatible Inaktivierungsmöglichkeit erarbeitet werden, 

sodass selbst außerhalb von BSL3-Laboratorien ein Umgang mit den Proben 

gefahrlos möglich ist. Mit derart vorbehandelten Endosporen wurden dann Daten-

banken an Raman-Spektren von Endosporen aufgebaut und statistische Daten-

verarbeitungs- und Auswertealgorithmen erforscht, um eine Identifikation vieler 

verschiedener Arten an Bacillus-Endosporen selbst in Umweltproben zu ermög-

lichen. 
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1.3 Eigene Forschungsergebnisse 

 

1.3.1 Raman-spektroskopische Analyse des Einflusses von Mangan 

auf die Sporulation von Bacillus-Endosporen 

Wie bereits erwähnt, ist der Kern von Endosporen stark mineralisiert. Der Gehalt 

von Ca
2+

 ist besonders hoch und steht in direktem Zusammenhang mit der Hitze-

resistenz der Sporen. Dies gilt in geringerem Maße auch für Mn
2+

, welches 

darüber hinaus der Lage ist, die Sporulation von Bacillus-Endosporen einzuleiten 

[128]. Aktuelle genetische Studien haben gezeigt, dass die Mangan-Homöostasis 

in B. subtilis essentiell für eine effektive Sporulation ist und eine wichtige Rolle 

bei einigen Phasen der Sporulation spielt [129]. Aber selbst ohne präzise die 

biochemische Basis zu kennen, wird seit den 1950er Jahren in der Mikrobiologie 

divalentes Mangan als Supplement von Kulturmedien eingesetzt, um die Sporula-

tion von Bacillus-Endosporen zu effektivieren. Da sich die Art und Zusammenset-

zung der Mineralien direkt in den Sporen je nach Zusammensetzung des Sporula-

tionsmediums ändern kann, muss in Betracht gezogen werden, dass darüber hinaus 

die Raman-Spektren einzelner Sporen durch derartige Kultivierungszusätze verän-

dert werden können [130]. Deshalb war ein Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, 

inwieweit der Zusatz von divalentem Mangan als Sporulationsbeschleuniger Ein-

fluss auf Endosporen-Raman-Spektren und damit auf das Diskriminierungspoten-

tial der Methode ausübt [SS1]. Dementsprechend wurden sechs verschiedene 

Bacillus-Stämme jeweils einmal mit Mangansupplement (10 mg MnSO4 pro 

1 Liter Kulturmedium) und ohne Manganzusatz unter ansonsten gleichen Beding-

ungen kultiviert, Raman-spektroskopisch vermessen und anhand chemometrischer 

Auswerteverfahren (hierarchische Clusteranalyse, kurz HCA und Hauptkompo-

nentenanalyse,  kurz PCA) analysiert. In der Tat konnten so spektrale Verände-

rungen in den Raman-Spektren von Endosporen gefunden werden, die mit der An-

/Abwesenheit von Mn
2+

 im Medium während der Anzucht korreliert werden kön-

nen: Insbesondere traten Veränderungen in Signallage und –intensität einiger Ban-

den auf.  
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Dies ist deutlich bei den Signalen des CaDPAs bei 1400 cm
-1

 (symmetrische 

Streckschwingung der Carboxylatgruppe), 1450 cm
-1

 (Pyridin-Ringschwingung) 

sowie 1573 cm
-1

 (asymmetrische Streckschwingung der Carboxylatgruppe) zu 

beobachten, wie Abbildung 4 in [SS1] darstellt. Deutlicher tritt zudem die Bande 

bei 1030 cm
-1

 (u. a. CH-Deformationschwingung Phenylalanin) zu tage, wenn mit 

Mangan supplementiertem Medium angezogen wurde; weitere Veränderungen von 

Banden anderer Biomoleküle (zum Beispiel die Amid-I-Bande bei 1659 cm
-1

 oder 

die Signale der Ringatmungsschwingungen der Nukleinbasen Cytosin, Thymin, 

Uracil bei 785 cm
-1

) sind nicht zu verzeichnen. Lediglich in den Raman-Spektren 

der Art B. sphaericus ist eine zusätzliche Bande bei 1485 cm
-1

 zu registrieren, aber 

nur, wenn die Bakterien zuvor ohne Sporulationsbeschleuniger kultiviert worden 

sind. Die Herkunft dieser Bande bleibt noch zu bestimmen. 

In ihrer Gesamtheit erlaubten dieselben spektralen Änderungen eine Klassifizie-

rung der Endosporen-Raman-Spektren nach An-/Abwesenheit des Manganzusat-

zes. Dies stand aber weniger in Konkurrenz mit der Kategorisierung der Sporen 

nach ihrer taxonomischen Zugehörigkeit, wie das Dendrogramm in Abbildung 1 in 

[SS1] darstellt. Hier ist zunächst eine eindeutige Clusterung der Daten in die vier 

Bacillus spp. zu sehen, ehe der Kultivierungsunterschied eine Klassifizierungshier-

archie tiefer weitere Subcluster hervorbringt. Zu einem vergleichbaren Befund 

kommt man nach Analyse der PCA-Ergebnisse (Abbildungen 5-7 in [SS1]), in 

denen die loadings-Plots die bereits oben angesprochenen Bandenverschiebungen 

klar wiedergeben. Im Zuge dieser Ergebnisse und der Tatsache, dass die 

Mineralienzusammensetzung in den Sporen mit der Zusammensetzung des Sporu-

lationsmediums korreliert, wurde die Hypothese aufgestellt, dass zumindest ein 

Teil der spektralen Veränderungen einhergeht mit einer intrasporalen Akkumula-

tion von Mangandipicolinat (MnDPA), wenn der Sporulationsbeschleuniger 

eingesetzt worden ist. Zur Verifizierung dieser Hypothese wurden die beiden Salze 

CaDPA und MnDPA synthetisiert und deren Raman-Spektren aufgenommen. 

Desweiteren wurden mittels quantenmechanischer Rechnungen die theoretischen 

Raman-Spektren beider Salze kalkuliert. Beides wurde verglichen mit den Daten 

aus den Endosporen. Sowohl bei experimentell als auch berechneten Salzspektren 

lassen sich die Signalverschiebungen in den Endosporenspektren nachvollziehen. 

Insbesondere die Signale von Schwingungen der Carboxylat-Gruppen erfahren 
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Veränderungen beim Wechsel des Zentralmetalls von Ca
2+

 zu Mn
2+

: Dies betrifft 

die symmetrische Streckschwingung der Carboxylatgruppe -COO
-
 bei 1400 cm

-1
 

(Endosporen ohne Manganzusatz kultiviert) beziehungsweise 1390 cm
-1

 (Endospo-

ren mit Manganzusatz kultiviert) sowie deren asymmetrisches Pendant bei 1573 

beziehungsweise 1592 cm
-1

. Theoretische und experimentelle Studien an Picolina-

ten bestätigen die Einflussnahme der Art des Zentralatoms auf die Bandenlage der 

Carboxylat-Valenzschwingungen [131, 132]. Die pyridinring-assoziierten Banden 

(1016 cm
-1

, 1450 cm
-1

) bewahrten indes ihre spektrale Lage. Diese Beobachtungen 

zusammen mit den spektralen Veränderungen in den Raman-Spektren der Endo-

sporen untermauern die aufgestellte Hypothese, dass zumindest ein Teil des 

Mangans als MnDPA in den Sporen inkorporiert wurde. Dies ist sicher nur ein 

Effekt, den ein erhöhtes Angebot an divalentem Mangan während der Sporulation 

in den Endosporen hervorruft, nichtsdestotrotz lässt sich konstatieren, dass durch 

diesen Umstand messbare Veränderungen in den Raman-Spektren der Sporen zu 

tage treten. Entsprechendes muss bei der Anzucht von Endosporen berücksichtigt 

werden, will man sie Raman-spektroskopisch analysieren. 

 

1.3.2 Erarbeitung einer zur Raman-Spektroskopie kompatiblen Inakti-

vierungsmethode für Bacillus-Endosporen 

Beim Umgang mit Proben mit möglicherweise hochpathogenen Bakterien wie 

B. anthracis ist eine Inaktivierung der Keime vor jeglichen weiteren Arbeits-

schritten obligatorisch. Praktisch stehen Myriaden an Desinfektionsmitteln 

und -verfahren zur Abtötung von Bakterien zur Verfügung, die allerdings stark 

eingeschränkt werden, gilt es, Endosporen abzutöten. Deren ausgesprochene 

Resistenz gegenüber einer Vielzahl physikalischer und chemischer Schadeinflüsse 

erfordert wesentlich stärkere Desinfektionsmaßnahmen, als es bei vegetativen 

Zellen der Fall ist. Einige Mechanismen, die Endosporen gegen Hitze, Strahlung 

oder Chemikalien schützen, sind aufgeklärt. So ist bekannt, dass der geringe 

Wasser- sowie hohe Mineraliengehalt im Sporenkern wesentlich zur Resistenz 

hinsichtlich feuchter Hitze beiträgt. Die SASPs verändern die Photochemie der 

Sporen-DNA und sind so der Hauptgrund für die UV-Resistenz – sie spielen 
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gegenüber Gamma-Strahlung aber keine Rolle. Die Effizienz chemischer 

Agenzien wird teils durch Hüllenproteine, die mit den Chemikalien reagieren, oder 

durch die innere Membran als Permeabilitätsbarriere herabgesetzt. Gelangen die 

Chemikalien in den Sporenkern und üben eine Schadwirkung auf die Sporen-DNA 

aus, so sind erneut die SASPs sowie DNA-Reparaturmechanismen Grund für eine 

herabgesetzte Wirkung der Agenzien [28, 29].  

Daher ist eine Bewertung der Inaktivierungseffizienz unabdingbar, wenn wie in 

der vorliegenden Arbeit eine geeignete Inaktivierungsmethode erforscht werden 

soll. Gleichzeitig muss gewährleistet sein, dass die Inaktivierungsmethode sowohl 

zum nachfolgenden Isolierungsschritt der Sporen aus den Matrices als auch zur 

letztendlichen Raman-spektroskopischen Analyse kompatibel ist [SS2]. 

Zur Oberflächendesinfektion in Laboren existiert in Deutschland bisher kein 

zugelassenes, sporizides Desinfektionsmittel [133]. Die World Health Organi-

zation empfiehlt unter anderem die Verwendung von Formaldehyd und Peressig-

säure [134]. Die Nachteile der Peressigsäure wie deren stechender Geruch und 

korrosive Eigenschaft lassen sich durch eine Alkalisierung weitestgehend eliminie-

ren. Haushaltschemikalien wie Danklorix mit 1-4 % Natriumhypochlorid als 

aktivem Wirkstoff wurde ebenfalls sporizide Wirksamkeit bescheinigt [135]. Das 

in dieser Arbeit untersuchte Panel an chemischen Inaktivierungsmitteln bestand 

aus Formaldehyd, Danklorix, Wofasteril-Alcapur (ein Kombipräparat aus Per-

essigsäure und Natriumhydroxid), Peressigsäure sowie Autoklavieren bei 134 °C 

als physikalische Inaktivierungsmethode. Es wurde zuerst die Inaktivierungsef-

fizienz jeder Methode eruiert, ehe durch Analysen einzelner Endosporen und mit 

einem Identifizierungsexperiment deren Einfluss auf die Raman-spektroskopi-

schen Messungen ausgetestet wurde. 

Zur Wirksamkeitsprüfung wurden die Präparate mit unterschiedlichen Behand-

lungszeiten (15 Minuten bis 4 Stunden) und Konzentrationen eingesetzt. Dabei 

wurde so vorgegangen, dass Inaktivierungsexperimente an jeweils zwei Stämmen 

von B. thuringiensis und B. anthracis in Ausgangskonzentrationen von 10
7
 Spo-

ren/ml durchgeführt wurden. Verlaufskontrollen gaben darüber Aufschluss, ob 2 

Tage nach der Inaktivierung ein sichtbares Wachstum zu verzeichnen war. 

Lediglich bei Behandlungen mit 20%iger Formaldehydlösung, unverdünntem 

Danklorix, 2%iger Peressigsäure und dem Autoklavieren konnten bei allen Wirk-
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zeiten keine gewachsenen Kolonien festgestellt werden (Tabelle 1 in [SS2]). Des-

halb wurden für die darauf folgenden Analysen nur noch diese vier Inakti-

vierungsmethoden herangezogen. 

Rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen der Sporen zeigten deutliche mor-

phologische Änderungen vor allem bei autoklavierten sowie in geringerem Maße 

bei peressigsäure-behandelten Sporen (Abbildung 1 in [SS2]). Formaldehyd-

inaktivierte Zellen besaßen indes in Form und Oberflächentexturierung die größte 

Ähnlichkeit mit ihren unbehandelten Pendants. Zusätzlich konnten erhebliche 

Unterschiede in den Raman-Spektren einzelner autoklavierter Endosporen vergli-

chen mit nicht behandelten Sporen festgestellt werden, da sämtliche CaDPA-

korrelierte Banden gänzlich fehlten (Abbildung 3 in [SS2]). Abhängig von der 

Behandlungszeit konnte dies auch bei peressigsäure-inaktivierten Sporen wahrge-

nommen werden, wohingegen nach Applikation von Danklorix in allen untersuch-

ten Proben die Endosporen vollständig zerstört vorlagen. Eine Ähnlichkeitsanalyse 

von 4x40 Endosporenspektren durch eine HCA bestätigte diese Befunde: Alle 

Spektren autoklavierter und ein Teil peressigsäure-behandelter Sporen formierten 

einen Hauptcluster, in dem ausschließlich Spektren ohne CaDPA-Signale 

arrangiert worden sind (Abbildung 6 in [SS2]). Der zweite Hauptcluster wurde 

durch den übrigen Teil der peressigsäure-inaktivierten Sporen konstituiert und be-

stand zudem aus einem Subcluster sämtlicher formaldehyd-behandelter und unbe-

handelter Sporen. Das heißt, selbst der Teil der Spektren von peressigsäure-behan-

delten Sporen, der die dominanten CaDPA-Signale enthielt, war unähnlicher zu 

den Spektren unbehandelter Sporen als die mit Formaldehyd behandelten. Auf-

grund dessen wurde eine Inaktivierung mit einer 20 %igen Formaldehydlösung als 

Methode der Wahl auserkoren. 

Ein Identifizierungsversuch sollte nun aufklären, inwieweit die Behandlung mit 

Formaldehyd die Diskriminierungskapazität der Raman-Mikrospektroskopie zwi-

schen vier Bacillus-Arten (B. mycoides, B. sphaericus, B. subtilis, B. thuringiensis) 

beeinträchtigen würde. Dazu wurde jeweils ein Trainingsdatensatz unbehandelter 

und inaktivierter Endosporen erstellt. Anhand dessen wurden vier Klassifizierer 

(ANN, SVM, LDA und eine Kombination aller drei) berechnet, um einen Test-

datensatz jeweils unbehandelter beziehungsweise inaktivierter Sporen auf Art-

ebene zu identifizieren. Zur Erweiterung dieses an sich konventionellen Ansatzes 



Eigene Forschungsergebnisse 

 

25 

 

wurde in einer Konzeptstudie neben den vier Bacillus-Arten eine Klasse 

"unbekannt" eingeführt. Unter Ausnutzung des one-against-the-rest-Ansatzes, der 

im Prinzip die Lösung von Multiklassenproblemen durch binäre Klassifizierer erst 

ermöglicht, konnten nicht eindeutig zuordenbare Spektren in die "unbe-

kannt"-Klasse überführt werden. Eine Mehrheitsentscheidung kam zum Tragen bei 

Verwendung mehrerer Klassifizierer. Die Identifizierungsraten bewegten sich bei 

den Datensätzen unbehandelter Sporen zwischen 81-83 %, bei den inaktivierten 

zwischen 80-83 % mit ähnlicher Verteilung falsch-positiver Einträge (Tabelle 4 

und Tabelle 5 in [SS2]). Die insgesamt moderaten Identifizierungsraten kamen 

insbesondere dadurch zustande, dass bis zu 10 % der Spektren der Klasse "unbe-

kannt" zugeordnet worden sind. Andererseits ist durch diesen Ansatz die Möglich-

keit gegeben, auch Endosporen, deren Art nicht in der jeweiligen Referenz-

datenbank registriert ist, in die Klasse "unbekannt" einzuordnen. Keiner der vier 

Klassifizierer ragte anhand seiner Identifizierungsleistung weder deutlich heraus 

noch fiel merklich ab und eine verminderte Identifizierungsrate bei den inakti-

vierten Proben war ebenso wenig beobachtbar.  

Letztlich konnte eine Beeinträchtigung durch die Formaldehydbehandlung 

durch dieses Identifizierungsexperiment nicht festgestellt werden, sodass die Inak-

tivierung mit Formaldehyd bei den folgenden Analysen Anwendung fand. 

 

1.3.3 Identifizierung von Bacillus-Endosporen mittels Raman-Spek-

troskopie und chemometrischer Methoden 

Wie beschrieben gelang es, Einflüsse des häufig als Kultivierungszusatz verwen-

deten MnSO4 auf die Raman-Spektren von Bacillus-Endosporen nachzuweisen. 

Außerdem wurde eine sichere Inaktivierungsmethode erarbeitet, die das 

Diskriminierungspotential des angewandten Raman-spektroskopischen Ansatzes 

nicht kompromittiert. Davon abgeleitete Schlussfolgerungen flossen in die nun 

hier beschriebenen Arbeiten ein. In diesen sollte ein Machbarkeitsnachweis 

erbracht werden, dass mithilfe der Raman-Mikrospektroskopie eine Identifizierung 

einer Vielzahl von Bacillus-Arten in Endosporenform im Allgemeinen und von 

Milzbrandsporen im Speziellen möglich ist. Für Bakterien in vegetativer Zellform 
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wurden derartige proof-of-principles bereits erbracht; für Endosporen stehen diese 

noch aus [111]. Unter den über 200 Spezies aerober endosporenbildender 

Bakterien ist die Gattung Bacillus die größte und umfasst ein Spektrum von 

Bakterien mit einer enormen physiologischen und genetischen Breite. Die zurzeit 

ungefähr 260 anerkannten Bacillus-Spezies besitzen einen stark variierenden GC-

Gehalt (33-78 %) und eine teils deutlich ausdifferenzierte 16S-rRNA-Phylogenie 

[39, 136]. Um dieser Breite einigermaßen gerecht zu werden, muss die dem 

angestrebten Identifizierungsexperiment zugrunde liegende Raman-Spektren-

Datenbank entsprechend breit aufgestellt sein. Die Mikroorganismen dafür 

stammten aus den Stammsammlungen des Friedrich-Loeffler-Institutes und der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), 

sodass eine Datenbank an Raman-Spektren mit 66 Stämmen von 14 Bacillus-Arten 

einschließlich B. anthracis erstellt werden konnte. Augenmerk wurde insbesondere 

auf die BC-Gruppe gelegt, da sie zum einen B. anthracis, zum anderen phylo-

genetisch sehr eng verwandte Spezies enthält. Eingeschlossen wurden außerdem 

Taxa, die aufgrund abweichender Physiologie in zusätzliche Gattungen überführt 

worden sind, nämlich die thermophilen Geobacillus spp. sowie Paenibacillus spp. 

Ungefähr 11 000 Spektren einzelner Endosporen konstituierten damit eine Daten-

bank, die in einem derartigen Umfang bisher nicht publiziert und zu 

Identifizierungsversuchen angewandt worden ist. Bei der Erstellung der Datenbank 

wurde neben der Einhaltung stringenter Kultivierungsparameter wie der Tem-

peratur und einer generellen Medienzusammensetzung darauf geachtet, bei der 

Anzucht von Endosporen stets Mangansulfat als Sporulationsbeschleuniger dem 

Medium zuzusetzen (10 mg/l). Zudem mussten sämtliche Endosporenproben mit 

mindestens 10%iger Formaldehyd-Lösung über einen Zeitraum von wenigstens 

1 h inaktiviert werden. Die Datenvorbehandlung bestand in der Reihenfolge aus 

Basislinien-, Spikekorrektur, Wellenzahlkalibration und Vektornormierung. Zuerst 

wurden die Raman-Spektren mithilfe einer HCA auf ihre spektrale Ähnlichkeit hin 

untersucht. Aus dem resultierenden Dendrogramm S-1 in [SS3] lässt sich er-

kennen, dass eine Zweiteilung der Daten erfolgte: In Cluster A sind vornehmlich 

die Mittelwertspektren von Endosporen der BC-Gruppe zu finden, in Cluster B mit 

lediglich zwei Ausnahmen nur Signaturen von Nicht-BC-Endosporen. Entspre-

chend wurde eine Klassifizierung der Daten in einem Zweistufenkonzept konstru-
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iert. Zuerst ordnet ein Top-Level-Klassifizierer die Spektren entweder der BC- 

oder Nicht-BC-Gruppe zu, ehe zwei weitere Klassifizierer eine Zuordnung der 

Spektren auf Artebene vornehmen. Das Fließdiagramm 1 in [SS3] veranschaulicht 

diesen Prozess. An jedem Knotenpunkt agiert ein unabhängiger Klassifizierer, wo-

bei eine SVM auf der obersten Ebene arbeitet, ebenso wie bei der Diskriminierung 

der BC-Spezies, während die Nicht-BC-Arten nach einer vorgeschalteten Dimen-

sionsreduzierung durch eine PCA mittels einer LDA gelabelt werden. Eine Evalu-

ierung der einzelnen Klassifizierer wurde via Kreuzvalidierung durchgeführt, wo-

bei Trennungsraten von 93,2 % bis 97,1 % errechnet worden sind. 

Die Praxisrelevanz der so erstellten drei Modelle wurde überprüft, indem 27 

"unbekannte" Proben zu identifizieren versucht wurden. Hierbei handelte es sich 

um Endosporen, die gänzlich unabhängig von jenen der Modelle gezüchtet und ge-

messen worden sind. Alle gehörten einer Datenbankspezies an, allerdings stamm-

ten sie in sieben Fällen von Stämmen ab, die zuvor nicht zur Modellerstellung be-

rücksichtigt worden sind. Damit sollte den Ansprüchen einer Leave-one-strain-

out-Validierung Genüge getan werden. Bei Bacillus-Arten, die mit nicht mehr als 

zwei Stämme in der Datenbank registriert waren, wurde davon abgesehen. Wurden 

mehr als 85 % der Spektren einer Probe einer Klasse zugewiesen, so galt die Zu-

ordnung als signifikant. Die Resultate dieser Identifizierung sind in Tabelle 2 in 

[SS3] angezeigt: Der Top-level-Klassifizierer bestimmte für alle 27 Testproben 

deren Zugehörigkeit zur BC- oder Nicht-BC-Gruppe korrekt, was einer mittleren 

Identifizierungsrate von 99,4 % entsprach. Von den 471 Raman-Spektren von 

B. anthracis wurde lediglich ein Spektrum der Nicht-BC-Gruppe zugeordnet. Die 

SVM zur Bestimmung der BC-Art identifizierte für alle zuvor als BC-Endosporen 

erkannte 15 Proben die korrekte Spezies mit einer minimalen Sensitivität von 

88,4 % im Falle einer B. thuringiensis-Probe und einer durchschnittlichen Rate 

von 97,1 %. Obendrein wurden alle sechs B. anthracis-Proben als solche erkannt, 

selbst wenn im Falle des B. anthracis Vollum der Stamm im Modell nicht explizit 

integriert war. Nur 10 von 471 B. anthracis-Spektren wurden falsch identifiziert, 

sechs davon als B. thuringiensis. Erwähnenswert ist zudem, dass die Identifizie-

rung von B. anthracis auch bei Stämmen Erfolg hatte, die nicht über eine volle Vi-

rulenz verfügten, wie B. anthracis 5261 (kein pXO1-Plasmid), B. anthracis Sterne 

(kein pXO2-Plasmid) oder B. anthracis A58 (weder pXO1 und pXO2 tragend). 
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Die LDA zur Identifizierung der mutmaßlichen 12 Nicht-BC-Proben vermochte 

mit einer mittleren Sensitivität von 98,6 % ebenso alle Proben korrekt ihrer Spe-

zies zuzuordnen bei einer minimalen Rate von 93,1 % für eine B. sphaericus-

Probe und 100 % in fünf weiteren Fällen. Selbst die Bacillus-verwandten Geoba-

cilli und Paenibacilli wurden korrekt identifiziert. Gleiches gilt für die drei Proben 

der Spezies B. pumilus, B. sphaericus und B. subtilis jener Stämme, die nicht Teil 

der Datenbank waren. 

Insgesamt erreichten die Identifizierungsraten die Werte der Kreuzvalidierung 

und eine Tendenz zur Überanpassung des Models war nicht feststellbar. Deshalb 

wurden die Endosporen aller 27 "unbekannten" Proben richtig identifiziert –

unabhängig davon, ob es sich um Pathogene (etwa B. anthracis oder B. cereus), 

ubiquitäre Umweltkeime (B. pumilus oder B. subtilis) oder industriell genutzte 

Sporen (B. licheniformis) handelte. 

 

1.3.4 Detektion von B. anthracis in Pulverproben 

Ein ähnlicher datenbankbasierter Identifizierungsansatz mithilfe der Raman-

Spektroskopie wurde auch verfolgt, um Endosporen in Realproben nachzuweisen. 

Es wurde sich primär auf Haushaltspulver konzentriert, da derartige Proben am 

häufigsten im nicht-klinischen Umfeld auf B. anthracis getestet werden müssen 

[137]. Ferner verursachen diese Probentypen aufgrund inhibitorischer Effekte bei 

PCR-Analysen häufig Probleme [61, 62, 138]. Das untersuchte Panel umfasste 

Backpulver, Baugips, Milchpulver, Natron, Schmerztabletten, Vogelsand und 

Waschpulver, welche jeweils mit Endosporen der Arten B. anthracis, B. mega-

terium, B. mycoides, B. subtilis und B. thuringiensis versetzt worden sind. Nach 

einer Verweildauer von mindestens 24 h wurden die Proben durch Behandlung mit 

Formaldehyd inaktiviert. Anschließend erfolgte die Extraktion der Sporen aus den 

Pulvern mithilfe einer Dichtegradientenzentrifugation und einigen nachfolgenden 

Waschschritten. Eine wässrige Suspension mit Polyvinylpyrrolidon beschichteter 

Siliciumdioxidpartikel (Percoll) stellte die Trennlösung dar und wurde in Anleh-

nung an die Literatur angewandt [139, 140]. Diese Trennlösung wurde gewählt, da 

sie pH-neutral ist, die Bakterienzellen während der Zentrifugation nur einem 
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geringen osmotischen Stress aussetzt, die Zellen nicht penetriert und ohne großen 

Aufwand wieder entfernbar ist. Durch die Polymerbeschichtung verlieren die 

Silikapartikel zudem ihre Zelltoxizität. Die Extraktionseffizienz des Verfahrens 

wurde anschließend durch eine Lebendkeimzahlbestimmung ermittelt. Hierfür 

wurden definierte Mengen an nicht inaktivierten B. thuringiensis-Sporen in jeweils 

100 mg Backpulver oder Vogelsand eingebracht, wie beschrieben isoliert und das 

Extrakt schließlich durch serielles Ausplattieren quantifiziert. Tabelle S1 in [SS4] 

gibt Auskunft über die ermittelten Ausbeuten: Betrug die Anfangskonzentration 

circa 10
7 

koloniebildende Einheiten (KbE oder colony forming units, CFU) pro 

100 mg Matrix, so gingen überschlägig zwei Größenordnungen durch die Extrak-

tion verloren, wogegen für die Startkonzentrationen von cirka 10
5
, 10

3
 und 10

2
 

KbE/100 mg noch ungefähr 90 % der Keime isoliert werden konnten. Dies gilt 

sowohl für die Backpulver- als auch Vogelsandproben und lässt ähnliche Ausbeu-

ten darüber hinaus für die anderen untersuchten Matrices vermuten. Geht man von 

1 g Proben aus, so ist bei den ermittelten Ausbeuten sichergestellt, stets ausrei-

chend Endosporen, also annähernd 100 Einzelzellen, für eine aussagekräftige Ra-

man-spektroskopische Analyse isolieren zu können. Dies gilt erst recht, wenn man 

die mittlere letale Dosis von B. anthracis gegenüber Menschen von 2 500 bis 

55 000 KbE in Betracht zieht [17, 18]. 

Letztlich wurde von 5 723 einzelnen Bacillus-Endosporen Raman-Signaturen 

aufgenommen, deren Verteilung auf die fünf untersuchten Spezies der Tabelle S2a 

in [SS4] zu entnehmen ist. Jede Bacillus-Art wurde mindestens einmal aus jedem 

der sieben Pulver sowie direkt aus dem Nährmedium – nach vorheriger Inaktivie-

rung – isoliert. Lediglich die B. anthracis-Endosporen entstammten nur aus Back-

pulver sowie Vogelsand. Ungefähr 1 µl der gewonnenen Sporensuspension wurde 

auf einen Quarzobjektträger pipettiert und kurz eintrocknen gelassen. Die Mes-

sungen erfolgten erneut partikelweise unter Dunkelfeldbeleuchtung (siehe Ab-

bildung 1 in [SS4]). Wurden ungewollt Raman-Spektren von Matrixbestandteilen 

aufgenommen, konnten diese leicht als solche identifiziert und der Datenbank-

erstellung vorbehalten werden. Abbildung 2 in [SS4] verdeutlicht die großen Un-

terschiede von Spektren einiger häufig gemessener Matrixbestandteile im Ver-

gleich mit Endosporen. Mithilfe des so konstruierten Modelldatensatzes aus 

Raman-Spektren von Endosporen gelang es durch eine LDA, Unterscheidungs-
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funktionen zu berechnen, die eine Zuordnung der Raman-Spektren zu einer der 

fünf Bacillus-Arten mit einer Genauigkeit von 94,8 % bewerkstelligten, das heißt, 

5 427 von den 5 723 gemessenen Endosporen wurden korrekt klassifiziert (Tabelle 

S3 in [SS4]). Die meisten Falsch-Positiven waren zwischen B. mycoides und 

B. thuringiensis zu finden – zwei Spezies der BC-Gruppe. Speziell B. anthracis 

wurde mit einer Trefferquote von 98,6 % korrekt erkannt (983 von 997). Erneut ist 

die Mehrheit der Falsch-Negativen sowohl in B. mycoides als auch B. thuringiensis 

zu verorten. 

Um das Generalisierungspotential des aufgestellten LDA-Modells zu evaluie-

ren, wurden weitere Pulverproben mit neu angezogenen Endosporen der fünf 

Bacillus-Arten gespikt, verarbeitet und analysiert (Tabelle S2b in [SS4]). Die 

1 650 Raman-Spektren dieses unabhängigen Datensatzes wurden mit dem LDA-

Modell zu 96,8 % korrekt ihren jeweiligen Klasse zugeordnet. Wie aus Tabelle 1 

zu entnehmen ist, sind beispielsweise 241 von 242 B. anthracis-Spektren korrekt 

identifiziert worden; die Sensitivitäten schwankten zwischen 91,2 % für B. thu-

ringiensis und 100 % für B. subtilis. 

Zuletzt wurde die Robustheit des Identifizierungsansatzes ausgetestet, indem 

mit B. anthracis gespikte Kochsalzproben hergestellt und nach Vorbehandlung 

vermessen wurden. Raman-Spektren von Sporen aus dieser Matrix wurden im Mo-

dell bisher nicht implementiert, dennoch konnten 183 von 191 Endosporen als 

B. anthracis identifiziert werden (95,8 %). 
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1.4 Resümee 

Im folgenden Abschnitt soll noch einmal der Inhalt der vorhergehenden Kapitel 

kurz zusammengefasst werden. 

Es wurde eine Methodik erforscht, mithilfe derer sich binnen weniger Stunden 

Umweltproben wie Haushaltspulver oder Sand auf eine womögliche Kontamina-

tion mit pathogenen Bacillus-Endosporen wie B. anthracis und B. cereus überprü-

fen lassen. Insbesondere die zeitnahe Detektion des als Biowaffe geeigneten 

Milzbranderregers ist von besonderer gesellschaftlicher und wirtschaftlicher Be-

deutung.  

Basis des Ansatzes ist die Raman-Mikrospektroskopie, die in Kombination mit 

chemometrischen Verfahren zum ersten Mal zur Detektion und Identifikation 

verschiedener Arten bakterieller Endosporen in komplexen Matrices, wie sie 

üblicherweise in Umweltproben vorliegen, Verwendung fand. Eine zeitraubende 

Vorkultivierung ist dabei nicht erforderlich. Die geringen, für den Gesamtansatz 

notwendigen Aufwendungen in Material, Technik und Zeit erlauben eine Analyse 

vor Ort durch first responder. Dies ist ein großer Vorteil der erforschten Methode 

gegenüber der Vielzahl bereits etablierter Techniken zur Diagnose von Milz-

branderregern. So können bereits sehr früh erforderliche Maßnahmen zum 

sachgerechten Umgang und der diagnostischen Aufarbeitung von Verdachtsproben 

abgeleitet werden. Weiterhin ermöglichen die Ergebnisse dieses Schnelltests, für 

eine nachfolgende konfirmative Analyse in Sicherheitslaboren, beispielsweise 

durch eine PCR, wertvolle Rückschlüsse zu ziehen.  

Die erforschte Methode greift unmittelbar nach der Probengewinnung mit der 

Inaktivierung durch eine Formaldehydbehandlung, die sich als überlegen gegen-

über einer Vielzahl anderer Inaktivierungsansätze erwiesen hat [SS2]. Geprüft 

wurde insbesondere auf ein ausreichend sporizides Potential und Kompatibilität 

zur Raman-spektroskopischen Analyse. Dieser Arbeitsschritt war erforderlich, da 

eine Beurteilung von Inaktivierungsmethoden unter solchen Gesichtspunkten zu-

sammengenommen in bisherigen wissenschaftlichen Publikationen keine Berück-

sichtigung fand. Des Weiteren wurde ein Isolierungsverfahren erarbeitet, welches 

sich für sieben untersuchte Haushaltspulver als geeignet erwies, um Endosporen 

verschiedener Spezies möglichst effektiv und schonend aus den Matrices zu 
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extrahieren [SS4]. Auf gängige Ansätze konnte hierfür nicht zurückgegriffen 

werden, da sie zur Gewinnung diagnostisch relevanter Marker von Mikroorganis-

men mehrheitlich auf dem Aufschluss intrazellulärer Bestandteile (beispielsweise 

CaDPA für Lumineszenzmessungen, Nukleinsäuren für PCR) basieren. Als Folge 

werden die Bakterienzellen zerstört, was sie einer Raman-mikrospektroskopischen 

Analyse entzieht. Mittels formaldehyd-inaktivierten Endosporen wurden letztlich 

umfangreiche Datenbanken an Raman-Spektren aufgebaut, um durch che-

mometrische Methoden passgenaue Identifizierungsstrategien zu entwickeln. 

Dabei wurde auch in Betracht gezogen, dass ein Supplement an divalentem 

Mangan während der Kultivierung von Endosporen einen nicht zu 

vernachlässigenden Effekt auf deren Raman-Spektren ausübt [SS1]. Bisher 

existierten darüber keinerlei wissenschaftliche Publikationen. Des Weiteren 

wurden Vorbehandlungsstrategien gemessener Raman-Spektren von Endosporen 

erarbeitet, ebenso wie eine Möglichkeit, auch den Datenbanken unbekannte 

Stämme als Klasse "unbekannt" zu detektieren [SS2, SS3, SS4]. Eine Spektren-

bibliothek von circa 11 000 Raman-Spektren von 66 Bacillus-und Bacillus-

verwandten Stämmen, inklusive 17 B. anthracis-Stämme, wurde aufgebaut und 

zum Erstellen eines zweistufigen Klassifizierungssystems verwendet [SS3]. Dieses 

konnte 27 Endosporenproben korrekt auf Art-Ebene identifizieren – selbst dann, 

wenn die betreffenden Stämme nicht Teil der Datenbank waren. An einer letztlich 

erfolgreichen Analyse von Realproben, in denen teils pathogene Endosporen mit 

verschiedensten Haushaltspulvern vermischt wurden, konnte schließlich die 

Robustheit des erforschten Konzeptes bewiesen werden [SS4]. 
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