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kan rekvireres fra Virologisk Afdeling, Statens Serum Institut.
Pa Virologisk Afdeling undersoges der samtidig for de hyp-
pigste dirrefentialdiagnostiske virus (herpes zoster og herpes
simplex virus type I og II).

Feltmaessig udredningsstgtte

Mistanke om udleegning (type 1-situation) af koppevirus eller
andet biologisk kampstof som led i et terroranslag i Danmark
eller ved en udsendt dansk militzer enhed i udlandet medferer
indszttelse af et udredningshold fra Center for Biologisk Be-
redskab. Prevetagning fra udleegningsomradet og efterfol-
gende laboratorieanalyse samt spredningsvurdering leegges til
grund for de relevante myndigheders beslutning om indsats.

Ved klinisk mistanke (type 2-situation) om koppesygdom
hos en patient skal den behandlende lzge kontakte den
vagthavende embedslege, som herefter konsulterer Center
for Biologisk Beredskabs degnvagt for yderligere tiltag som
f.eks. indleggelse pa et sygehus. Herved kan der umiddelbart
opnas radgivning om trusselsbilledet, diagnosen og eventuel
prevetagning.

Med henblik pi at sikre hurtig diagnostik og inddeemning
af uafklarede kliniske og veterinzre sygdomsudbrud med
humanpatogen interesse af vaesentligt omfang eller af alvorlig
karakter er der foreslaet etablering af en operativ ekspertise til
afklaring af ztiologi, kilde og risiko [9].
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Resume

De toksiner, der er mest aktuelle i forbindelse med biologisk ter-
rorisme, er ricin og toksinerne fra Clostridium botulinum. Dette
skyldes deres ekstreme, akutte giftighed, deres relativt lette tilgaen-
gelighed og de aktuelle og historiske eksempler pa deres anven-

delse. Der gives her en oversigt over de to grupper af toksiner, de-
res forekomst, forgiftningernes symptomatologi og de diagnostiske
muligheder med specielt fokus pa miljgprgver. lllustration af an-
vendelsen af de forskellige diagnostiske metoder gives i forbin-
delse med to situationer, hvor der var mistanke om tilstedevaerelse
af toksin i henholdsvis fgdevarer (geerede selluffer) og en pulver-
prave.

Ricin og toksinerne fra Clostridium botulinum er blandt ver-
dens mest potente gifte [1]. Letal dosis (LDsg) ved parenteral
indgift hos mus af botulinumtoksin er ca. 1 ng/kg [1], hvorfor
0,1 ug er en potentielt dedelig dosis for en voksen person. Ri-
cin, toksinet fra 7icinus communis (kristpalme), er ca. 1.000
gange mindre giftigt med en anslaet LDs pa 0,1-1,0 ug/kg af-
haengigt af administrationsmaden [2].
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Figur 1. Botulinumtoksinpavis-
ning. A. Polymerasekaedereak-
tion for Clostridium botulinum,
type E pa en selluffe. M = 100
bp DNA-markgr; 1 = szlluffe;
2 = positiv kontrol; 3 = negativ
kontrol. Der ses et specifikt bo-
tulinumtoksin type E-amplicon
pa 279 bp i den ukendte prgve
(lane 1) og i den positive kon-
trol (/ane 2). B. Capture im-
mune-assay for botulinumtoksin
i ekstrakt af en szelluffe. Anti-
A-signalet ligger pa et hgjt
niveau, men signalet udviser
ingen udtitrering med stigende
prgvefortynding i modsaetning
til anti-E-signalet.
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Centers for Disease Control and Prevention (CDC) har
placeret botulinumtoksiner i kategori A, dvs. de farligste bio-
terrormidler. Botulinumtoksin til vibenbrug blev fundet i Irak
og er blevet forsogt udviklet i Japan [3]. Toksinerne er neuro-
toksiske og rammer den neuromuskulzre transmission. Resul-
tatet, paralyse og dod, skyldes lammelser af respirationsmu-
skulaturen i et klinisk syndrom benzvnt botulisme (pelsefor-
giftning, botulus betyder polse). Ricin er placeret i CDC’s
kategori B og har flere gange vaeret anvendst til mord og mord-
forsog [3], ligesom der i England og Frankrig er optrevlet ter-
rorceller, der bl.a. oprensede ricin. Det kliniske billede ved

ricinforgiftning er i modsztning til botulismeforgiftning uka-
rakteristisk og praeget af organsvigt. Symptomerne kan vere
blodig diare og opkast, letargi og respirationsbesvar. Aeroso-
ludszttelse er mindst lige si dedelig som systemisk indgift.
Histologisk ses der organskade som folge af multiple fokale
bledninger.

I beredskabet mod bioterrorisme har udvikling af botuli-
numtoksin- og ricintoksin-assays hej prioritet, og Statens
Serum Institut (SSI) har derfor udviklet immun-assays for bo-
tulinumtoksin type A-F til supplement til de seedvanlige muse-
baserede bio-assays bl.a. for at sikre simple og hurtige under-
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sogelser. SSI har ligeledes udviklet sdvel immunkemiske som
massespektrometriske metoder til pavisning af ricin. Vi vil her
illustrere eksempler pa disse metoders anvendelse.

Toksinanalyser ved kliniske tilflde og i pulverprgver
Botulismetilfalde

Forgiftning med botulinumtoksin er under normale forhold
meget usedvanlig. Af de syv botulinumtoksintyper A-G er A,
B, E og i sjzldne tilfzlde type F arsag til forgiftninger hos
mennesket [4]. Sporadiske tilfzelde opstér typisk i forbindelse
med indtagelse af jordbakterieforurenede fodevarer, som har
kunnet inkubere under anaerobe forhold, specielt marine
produkter og grontsager [5]. I Danmark kan mange tilfzelde af
botulisme relateres til fodeemner, der er blevet behandlet pa
traditionel gronlandsk vis. Identifikationen af toksinet i sin
rene form - dvs. uden tilstedeveerende Clostridii-bakterier -
kan ikke ske med DNA-baserede metoder, men fordrer et
bio-assay med neutraliserende antistoffer eller immun- og pro-
teinkemiske assays. De udviklede immun-assays har i ojeblik-
ket den nedvendige specificitet, men kraver videreudvikling
for at opna detektionsgranser, hvor f.eks. fodevarer eller ve-
sker, der er under mistanke for at vaere tilsat botulinumtoksin,
med sikkerhed kan erklzres for ufarlige.

Sygehistorie

En 60-drig grenlandsk kvinde, der tidligere havde vaeret ind-
lagt for botulisme, havde nu atter symptomer derpa efter ind-
tagelse af hengemt (fermenteret) selkod. En del af det til-
oversblevne szlked blev sendt til SSI, hvor der blev dyrket
Clostridium botulinum. Polymerasekedereaktion udfert pa det
tilsendte kod og pa den isolerede bakterie viste begge tilstede-
verelse af genet for botulinumtoksin, type E (Figur 1A). Bio-
logiske undersogelser (injektion i mus med og uden tilsztning
af neutraliserende antistoffer, udfert pA Danmarks Fedevare-
forskning) og protein- og immunkemiske analyser (Figur 1B)
viste haje koncentrationer af botulinumtoksin, type E i eks-
trake fra kedet. I bio-assayer dede begge mus af 1:20.000 for-
tyndet ekstrakt, og anti-E-antiserum neutraliserede specifikt
effekten.

Ricinmistenkelig bioterrorprove

Bioterrormisteenkelige proever med ukendt indhold og uden
erkendte relaterede kliniske tilfzelde analyseres efter en fast
strategi for bedst muligt at udelukke tilstedevarelse af pato-
gene mikroorganismer i provematerialet, for toksinunder-
sogelserne udferes. De immunkemiske ricintoksin-assays, der
er udviklet pa SSI, har en detektionsgraense pa ca. 50 ng/ml.
Assayet er under videreoptimering, men blev bl.a. i sin nu-
veerende form anvendt pa indholdet af et pulverbrev, der blev
fremsendt med en trusselsnote til den amerikanske ambassade
i Kebenhavn. Disse undersogelser var inkonklusive (ikke vist).
Pulveret blev derfor videreanalyseret ved hjelp af detergent
(SDS)-polyakrylamid gelelektroforese. Ved denne underso-
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gelse blev der fundet et distinkt band, dvs. en proteinkompo-
nent med en molekylvagt pa ca. 64.000 (Figur 2). Da intakt
ricin har en tilsvarende molekylvaegt, var det nedvendigt at
forsege identifikation af indholdsstoffet i pulveret med mas-
sespektrometriske metoder. Bandet blev skaret ud af gelen, og
proteinet blev nedbrudt til fragmenter ved trypsinbehandling,
der spalter efter specifikke aminosyrerester i polypeptidkae-
der. Efterfolgende maling af fragmenterne blev ved hjlp af
massespektrometri udfert med en nejagtighed, der muligger
identifikation af ukendte proteiner ud fra deres massefinger-
aftryk (Figur 2). Disse analyser viste entydigt, at det udskirne
band ikke indeholdt ricin, men derimod bovint serumalbu-
min (BSA). BSA har en molekylvagt pa ca. 64.000 og imiterer
saledes ricin ved storrelsesathzngig gelelektroforese, men er i
modsztning til ricin et ufarligt og hyppigt anvendst stof i bio-
kemiske laboratorier.

Diskussion

Baseret pa faktiske haendelser [3], stoffernes tilgzengelighed og
deres akutte toksicitet er ricin- og botulinumtoksinerne blandt
de mest aktuelle toksintrusler i bioterrorsammenhang. Bade
mbht. klinik, behandling og diagnostiske muligheder adskiller
de to grupper af toksiner sig meget. Botulisme har i klassiske
tilfzelde en ret karakteristisk klinik, kan forseges behandlet
med antitoksin og diagnosticeres bl.a. ved hjalp af et bio-as-
say, der er baseret pa anvendelse af forsegsdyr og typespeci-
fikke antisera. Hurtigdiagnostik kan nu foretages med immun-
kemiske og massespektrometriske metoder.

Ricinforgiftning har derimod en ukarakteristisk klinik. Der
er ingen specifik behandling og intet bio-ass2y, men med ud-
viklingen af ricinspecifikke immunreagenser er der udviklet
immun-assays. Ricinpavisning i miljeprover er szrlig relevant,
fordi ricin ikke umiddelbart kan pavises i kliniske prover.

De massespektrometriske metoders store fordel er, at de er
uafhaengige af antagelser om arten af en ukendt prove og uaf-
hangige af tilstedeverelsen af specifikke epitoper, som kan
veere nodvendige for et givet antistofs binding, og som kan
vere fjernet f.eks. i gensplejsede toksiner.
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