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1 Einleitung

Botulismus ist eine hdufig todlich verlaufende, neuroparalytische Erkrankung, die bei
Séugetieren, Vogeln, Fischen und beim Menschen vorkommt. Wahrend bei landwirt-
schaftlichen Nutztieren v.a. in den tropischen Gebieten die Erkrankung von grof3er Bedeutung
ist, scheint sie in Deutschland hingegen langsam in Vergessenheit geraten zu sein (BOHNEL
1999).

Die Erfahrungen der Veterindrmedizin in den letzten Jahren zeigen jedoch, dal? die Inzidenz
von Botulismusintoxikationen sowohl durch umweltrelevante Gesichtspunkte, als auch
moderne Methoden der Futterwerbung und -lagerung, sowie Problemen bei der Entsorgung
von tierischen Exkrementen aus der Massentierhaltung gestiegen ist (BEHRENS u. BOHNEL
1995; BOHNEL et al. 1996; KEHLER u. SCHOLZ 1996; BOHNEL 1999).

Aber auch das immer zahlreichere Auftreten von Botulismus in Zusammenhang mit dem
Pl6tzlichen Kindstod (BEHRENS et al. 1998; BOHNEL et al. 1999), sowie der Einsatz von
Botulinumtoxin zu therapeutischen Zwecken in der Humanmedizin unterstreichen die
Forderung nach einem starkeren BewuRtsein gegenuber C. botulinum.

In der Veterindrmedizin liegt der Schwerpunkt der Botulismusbek&mpfung in der Prophylaxe
durch aktive Immunisierungen. Durch den Einsatz von Toxoid-Impfstoffen konnten v.a. in
tropischen Gebieten mit extensiver Nutztierhaltung die mit groBen wirtschaftlichen Schaden
einhergehenden Verluste durch Botulismus stark reduziert werden (TAMMEMAGI u.
GRANT 1967; JANSEN et al. 1976; BLOOD u. RADOSTITS 1989).

Nachdem in den Jahren 1991-1995 in hessischen Rinderbestdnden mehrere hunderte Rinder
an Botulismus verendet waren, entschied man sich im Rahmen eines Feldversuchs in den
betroffenen Betrieben eine kommerzielle Botulismus-Toxoid-Vakzine einzusetzen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Antikdrper gegen C. botulinum zur Kontrolle des
Impferfolges nachzuweisen. Der Nachweis von Antitoxinen gegen C. botulinum wird
international blich im Tierversuch durchgefihrt. Labortests ohne Versuchstiere sind im
Handel nicht erhéltlich.

Mit der wachsenden Forderung zur Reduzierung von Tierversuchen sollten in der
vorliegenden Arbeit zwei In-vitro-Methoden (KBR und ELISA) zum Nachweis von
Antikorpern gegen C. botulinum nach dem Einsatz einer stdafrikanischen Botulinus-Vaccine
beim enzootischen Botulismus in hessischen Rinderbestanden etabliert werden.

Alternative Methoden (PHA, RIA, EIA) wurden bereits beschrieben, beschaftigten sich
jedoch nur mit dem Nachweis einzelner und nicht aller C. botulinum-Antikorper (Typ A-E)
und enthielten keine oder nur unvollstandige Daten Uber ihr kreuzreaktives Verhalten.
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Die Auswahl der Methoden fiel auf die KBR und den ELISA, weil beide Methoden keine
aufwendigen SicherheitsmalRnahmen erfordern und auch unter Feldbedingungen relativ
einfach, schnell und preisglnstig einsetzbar sind.

In den serologischen Untersuchungen sollte festgestellt werden, ob und wie sich die
Antikorperbildung nach einer Immunisierung quantitativ erfassen 14kt und ob
Kreuzreaktionen (bzw. -immunitéaten) nachweisbar sind.

Die Untersuchungen sollen dazu beitragen, in experimentellen Fragestellungen und zur
Impfstoffkontrolle die VVerwendung von Versuchstieren zu reduzieren und damit im Sinne des
Tierschutzes zu wirken.



SCHRIFTTUM 13

2 Schrifttum
2.1 Clostridium botulinum
2.1.1 Taxonomie

Bei der Taxonomie von Botulinum-Bakterien mussen 3 verschiedene, aber in Wechsel-
beziehung stehende Kriterien herangezogen werden:

¢ die Systematik von C. botulinum, sowie physiologisch und genetisch verwandter Bakterien
e andere Clostridium spp., die Botulinum-Neurotoxine bilden
e das Botulinum-Neurotoxin (BoNT).

Nach BERGEY’S MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY (1986) gehort die
Gattung Clostridium zu den endosporenbildenden gram-positiven Stabchen und stellt ein
Genus der Familie Bacillaceae dar (CATO et al. 1986).

Die unter dem Speziesnamen C. botulinum zusammengefal3te Gruppe von Bakterien ist ein
Konglomerat mehrerer kulturell und serologisch verschiedener Spezies, die meist nur eines
gemeinsam haben: sie sind Anaerobier, Sporenbildner und bilden Neurotoxine (SMITH
1977).

Aufgrund der Fahigkeit, Botulinum-Neurotoxine (BoNT) zu bilden, definierte PREVOT
(1953) C. botulinum als die Spezies, die die Fahigkeit besitzen, bei Mensch und Tier die
Erkrankung Botulismus zu verursachen.

Basierend auf der serologischen Spezifitdt der gebildeten Toxine werden die Stdimme von
C. botulinum traditionell in 7 antigenetisch unterschiedliche Typen (A-G) unterteilt (DODDS
1994).

Aus rein taxonomischem Gesichtspunkt ist die Einteilung weit komplizierter. Eine
Nomenklatur allein basierend auf der BoNT-Produktion ist nicht immer befriedigend
maoglich, da die Toxinproduktion kein stabiles Charakteristikum darstellt. Einerseits konnen
Stamme von C. botulinum ihre Fahigkeit zur Toxinproduktion verlieren, andererseits kann
durch phagenassoziierten Gentransfer die Fahigkeit zur Toxinbildung auf andere Organismen
ubertragen werden (EKLUND et al. 1989; OGUMA 1976).
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Zahlreiche Studien belegen auBerdem, daB auch Stamme von C. butyricum (AURELI et al.
1986; MCCROSKEY et al. 1986) und C. baratii (HALL et al. 1985; MCCROSKEY et al.
1991) in der Lage sind, BoNT zu bilden.

Auf die Toxine und neuere Untersuchungen, die die 0.g. Systematik als nicht mehr zeitgemal
bzw. inaddquat (GIMENEZ u. GIMENEZ 1993) erscheinen lassen, wird im Kap. 2.1.3.1
néaher eingegangen.

Basierend auf physiologischen Unterschieden teilten SMITH und HOLDEMAN (1968)
C. botulinum A-F in 3 Gruppen ein, denen allerdings auch noch andere Clostridia zugeordnet
sind. Die Einteilung in diese drei Gruppen wurde durch serologische Techniken (WALKER
u. BATTY 1964), Pyrolyse-Gaschromatographie (GUTTERIDGE et al. 1980) und DNA-
Homologie-Studien bestatigt (BOM et al. 1986). Erstmals von GIMENEZ und CICCARELLI
(1970 a) beschriebene, aus Erdboden isolierte Stamme vom Typ G, wurden in eine vierte
Gruppe eingeordnet (SMITH u. HOBBS 1974; CATO et al. 1986).

Gruppe I  Typ A, proteolytische Stdmme der Typen B und F, C. sporogenes
Gruppe Il Typ E, nicht proteolytische Stdmme der Typen B und F

Gruppe 111 Typen C und D, C. novyi A

Gruppe IV Typ G, C. subterminale

C. parabotulinum ist die Bezeichnung fiir proteolytische C. botulinum-Stdamme und fir
C. botulinum-&hnliche, nicht proteolytische Isolate, die nur schwer von C. sporogenes zu
trennen sind. C. sporogenes wird wiederum als apathogenes C. botulinum bezeichnet.

C. parabotulinum als nichtproteolytischer Neurotoxinbildner wurde mit C. perenne und
C. paraperfringens zu C. baratii zusammengefa3t (LEE u. RIEMANN 1970; CATO et al.
1986).

2.1.2 Morphologie und Stoffwechseleigenschaften

Morphologie

Die Organismen aller 4 Gruppen sind mittelgro3e bis grof3e, gerade bis leicht gekrimmte
Stabchen mit einer Dicke von 0,5-2 um und einer Lange von 1,6-22 um. Die vegetativen
Formen sind peritrich begeilRelte, normalerweise bewegliche Gram positive Stdbchen (CATO
et al. 1986); in &lteren Kulturen, v. a. wenn die Versporung begonnen hat, werden sie gram-
negativ (BOHNEL 1995).
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Sporen

Die Sporenbildung ist bei C. botulinum sehr variabel, nicht nur bei den verschiedenen Typen
sondern auch innerhalb gleicher Typen bei verschiedenen Stdmmen. Die Sporen sind oval,
liegen meist subterminal und treiben die Zelle auf. Stark toxinogene Stdmme sind gewdhnlich
wenig sporenbildend, proteolytische Stdamme versporen schnell (SMITH 1977).

Stoffwechsel

In Tab. 1 sind die wichtigsten Stoffwechselleistungen der 4 Gruppen von C. botulinum
aufgefiihrt. Ergénzt wurde die Aufstellung durch ebenfalls BoNT-produzierende Stdimme von
C. butyricum und C. baratii.

Tab. 1. Eigenschaften von Organismen mit der Fahigkeit BONT zu bilden
(mod. nach CATO et al. 1986; HATHEWAY 1993)

C. botulinum C. butyricum  C. baratii
Gruppe
I I Il v
Toxin-Typen ABF B,E,F C,D G (E) (P
Proteolyse + - - + - -
Hydrolyse von
Gelatine + + + + - -
Aesculin + - - - + +
Starke - +/—- - - + +/—
Fermentation von
Glukose + + + - + +
Fruktose +/- + +/— - + +
Mannose - + + - + +
Maltose +/- + +/— - + +
Sucrose - + - - + +
Trehalose - + - - + _
Bildung von
Wasserstoff + + + + + +
Lipase + + + - - _
Lezithinase - — - - - +
Indol - - +/— - - _

+ alle Stamme positiv.  —alle Stdmme negativ ~ +/- einige Stamme positiv, einige negativ.
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Die biochemischen Eigenschaften variieren insbesondere bei den Kulturen der Typen C und
D deutlich. So bildeten beispielsweise bei OGUMA et al. (1995) alle 21 untersuchten Stdamme
der Typen C und D Lipase, 67 % der Stamme waren indol-positiv, 4 Stdmme waren
lezithinase-negativ, die anderen positiv. HENDERSON et al. (1997) beschreiben die
proteolytische Aktivitat der Gruppe 111 (C und D) mit +/—, die Lipasebildung als negativ.

Bei der Fermentation von Zuckern durch verschiedene Stamme von C. botulinum wird
ebenfalls von einer weit gefacherten Variabilitat berichtet (OGUMA et al. 1995; LOCH
1999).

2.1.3 Toxine

Botulinum-Toxin kann von einer Vielzahl von Clostridien gebildet werden (s.0.). Bei der
heterogenen Gruppe von C. botulinum werden 8 antigenetisch unterschiedliche Toxintypen A,
B, C1, C2, D, E, F und G unterschieden (SMITH 1977). Alle diese Toxine, mit Ausnahme
von C2, sind Neurotoxine (SIMPSON 1982).

Die Neurotoxine von C. botulinum werden blicherweise als ,,Botulinum-Toxine* bezeichnet.
Sie blockieren die Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin an den Nervenendigungen,
was im Organismus von Wirbeltieren zu Muskelldhmungen (GIMENEZ u. GIMENEZ 1993)
mit haufig letalem Ausgang fuhren kann (SAKAGUCHI 1986).

BoNT gehoren zu den potentesten bekannten Toxinen. Die 50 % tddliche Dosis (LDso) bei
Wirbeltieren variiert zwischen 0,1 und 2,5 ng Toxin/kg KM. Die Unterschiede der Sensitivitat
einiger Spezies gegentber den verschiedenen Botulinum-Toxinen sind in Tab. 2 wiederge-
geben.

Tab. 2.  Tddliche Dosis von C. botulinum-Toxinen (mod. nach GILL 1982)

LDso/ kg KM
C. botulinum  Maus Meerschw. Kaninchen Affe Mensch
Typ A (1,2ngip.) (0,6ng)? (0,5ng) ? (0,5-0,7ng)* (ca.1ng)?®
Typ B 1,2-2ngi.p. 0,6 ngi.p.
Typ C1 1,1ngi.v. (ca.1,1ng)?® (ca.0,15ng)?* (ca.0,4ng)*?

Typ C2 1,2ngi.p.
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Typ D 0,4ngi.p. 0,1ng? 0,08ng* 40ng?
Typ E (1,1 ng) 0,6ng* 1,1ng? 1,1ng?
Typ F 2,5ng i.v.

() unsauberes, ungereinigtes Material
% Wo nur Verhaltnisse angegeben oder pures Toxin verwendet wurde, werden die Ergebnisse im
Verhaltnis zur Mausetoxizitat berechnet. Der Mensch soll &hnlich empfindlich sein wie die Maus.

Bei einer angenommenen Weltbevélkerung von 5,6 Milliarden Menschen mit einer
durchschnittlichen Kdérpermasse von 70 kg wurden 39,2 g BoNT ausreichen, die Menschheit
zu vernichten (ARNON 1997).

Die letale Wirkung des C2-Toxins basiert nicht auf einer neurotoxischen, sondern einer
cytotoxischen Aktivitat (JENSEN u. DUNCAN 1980; SIMPSON 1982) und wird daher einer
anderen Toxinkategorie zugeordnet (GIMENEZ u. SUGIYAMA 1988). C2 ist ein binéres
Cytotoxin und wurde zwischenzeitlich als ADP-Ribosyltransferase identifiziert. Es verursacht
eine Permeabilitatssteigerung der GefalRe mit einer Fllssigkeitsansammlung im Darmlumen
und Hamorrhagien in den Lungen, sowie Flissigkeitsaustritt aus Lungen und Trachea
(SIMPSON 1982).

Ein C3-Toxin wurde von AKTORIES et al. (1987), zwei weitere C3-Toxine von MORIISHI
et al. (1991) bei den Typen C bzw. D nachgewiesen. Beide wirken wie das C2-Toxin als
ADP-Ribosyltransferase (JOHNSON 1997).

2.1.3.1 Typisierung von C. botulinum

Unter Botulismus (lat. botulus = Wurst) wurde urspringlich eine schwere, durch
kontaminierte Wurst hervorgerufene, hdufig todliche Erkrankung des Menschen verstanden.
Die Erkrankung wurde bereits seit dem Ende des 18. Jahrhunderts dokumentiert, aber es
dauerte 100 Jahre, bis die bakterielle Atiologie und seine toxikopathologische Natur ans Licht
kam.

1897 gelang VAN ERMENGEM der Nachweis einer von anaeroben Bakterien gebildeten
toxischen Substanz, die bei 34 Musikern in Belgien 1895 nach dem Verzehr von Schinken
eine neuroparalytische Erkrankung ausgel6st hatte. Er nannte den Organismus Bacillus
botulinus. Es sollte sich jedoch bald herausstellen, dafl Botulismus nicht nur mit Fleisch und
Fleischprodukten in Verbindung zu bringen ist. 1904 starben in Darmstadt 11 Menschen nach
dem Verzehr von weillem Bohnensalat an Botulismus (LANDMANN 1904).
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Die in Darmstadt von LANDMANN (1904) und in Belgien von VAN ERMENGEM (1897)
zuerst identifizierten Bakterien wurden spater von MEYER und GUNNISON (1929) in die
Typen A und B klassifiziert.

1922 wurden weitere Erreger im Zusammenhang mit Erkrankungen von Gefliigel aus
Fliegenlarven in den USA (BENGTSON 1922) und an Bulb&rparalyse verendeter Rinder in
Australien (SEDDON 1922) isoliert, die dann die Bezeichnung Typ C erhielten; spéter
wurden diese beiden Typen von MEYER und GUNNISON (1929) in die Subtypen Ca und
Cp aufgeteilt.

THEILER et al. (1927) berichten erstmals Uber eine Typ D-Intoxikation bei einem Rind aus
Stdafrika, und GUNNISON et al. (1936) isolierten und identifizieren Typ E aus dem Darm
eines Stores aus der Ukraine. In Danemark isolierten M@LLER und SCHEIBEL (1960) in
Leberpastete einen neuen Typ C. botulinum, der von DOLMAN und MURAKAMI (1961)
Typ F benannt wurde.

Keine klinische Erkrankung soll der aus Erdboden isolierte C. botulinum Typ G auslésen
(GIMENEZ u. CICCARELLI 1970 a). Zwischenzeitlich wird er aber auch mit Erkrankungen
beim Mensch in Verbindung gebracht (SONNABEND et al. 1987; SUEN et al. 1988).

Die Toxintypen und ihre Entdecker sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Tab. 3. Nachweis der verschiedenen Typen von C. botulinum

Typ Quelle Jahr
A LANDMAN 1904
B VAN ERMENGEM 1897
C BENGTSON / SEDDON 1922
D THEILER et al. 1927
E GUNNISON et al. 1936
F M@LLER u. SCHEIBEL 1960
G GIMENEZ u. CICCARELLI 1970 a

Serologische Analysen von Stdmmen der Typen C und D zeigten, dal diese Typen
verschiedene Toxin-Komponenten produzieren und Kreuzreaktionen untereinander aufweisen
(MASON u. ROBINSON 1935). C. botulinum Typ Ca produziert C1-, C2- und etwas D-
Toxin, Typ CB produziert nur C2-Toxin, Typ D produziert Gberwiegend D-Toxin, aber auch
geringe Mengen C1-Toxin (JANSEN 1971).
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Es wurden Hybridkonstruktionen (Mosaik-Toxine) von Typ C-Stdmmen nachgewiesen, die
antigenetische Charakteristika der leichten Kette von BoNT/C und der schweren Kette von
BoNT/D aufwiesen (OCHANDA et al. 1984).

Bei der Differenzierung von C. botulinum mit Hilfe der Toxinneutralisation wurden
zunehmend Stdmme gefunden, die auch geringe Mengen anderer Toxine bilden, was zur
Schaffung von Subtypen, z. B. Af (GIMENEZ und CICCARELLI 1970 b) und Ba
(GIMENEZ 1984) fiihrte.

Die Entwicklung von Primern fiir den spezifischen Nachweis von Neurotoxin-Genen mittels
PCR hat weitere Untersuchungen lber Stdmme, die mehr als ein BoNT produzieren,
ermoglicht. FRANCIOSA et al. (1994) fanden bei 79 untersuchten C. botulinum-A-Stdmmen
43 Stamme, die ebenfalls typische BoNT/B-Gensequenzen enthielten. Nur einer jedoch
produzierte BoNT/B und das auch nur in einer sehr geringen Menge (25 MLD).

Ahnliche Beobachtungen machten auch HUTSON et al. (1996), die ebenfalls sogenannte
stille (,,unexpressed”) BoNT/B-Gene in einigen C. botulinum A-Stdmmen fanden (multiple
Toxin-Phénotypen/Genotypen).

Botulinumtoxine wurden serologisch auBerdem bei anderen, nicht mit C. botulinum
verwandten Clostridium spp. nachgewiesen. HALL et al. (1985) isolierten einen BoNT/F-
produzierenden C. baratii bei einem S&ugling in New Mexico. In Stuhl- und Serumproben
eines Erwachsenen wurde BoNT/F identifiziert und C. baratii als neurotoxischer Organismus
isoliert (MCCROSKEY et al. 1991). Bei zwei Fallen von Botulismus Typ E bei Sauglingen in
Italien wurde das Neurotoxin von C. butyricum produziert (AURELI et al. 1986;
MCCROSKEY et al. 1986).

DNA-Hybridisierungen zeigten, dal} die toxischen Isolate nahe mit den Typstdmmen der
Spezies, denen sie &hnelten, verwandt waren. Das Isolat aus New Mexiko war zu 86 %
verwandt mit C. baratii (ATCC 27638), das erste Isolat aus Italien zeigte 78 % Verwandt-
schaft zu C. butyricum (ATCC 19398) (SUEN 1988).

In Anlehnung an die zuvor gemachten Ausfihrungen zeigt Tab. 4 das erweiterte klassische
Neurotoxinmuster von C. botulinum; das C2-Toxin ist nicht als Neurotoxin berlcksichtigt.

Noch keine Berlicksichtigung in der Nomenklatur von C. botulinum hat die Tatsache
gefunden, daB bei verschiedenen Stammen Virulenzfaktoren mit extrachromosomalen
genetischen Faktoren assoziiert sein kénnen (JOHNSON 1997).
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In C. botulinum-Stdmmen wurden Phagen nachgewiesen, die fiir die spezifische Toxin-
produktion verantwortlich gemacht werden (INOUE u. IIDA 1968; EKLUND et al. 1971).
Werden die Stdamme von Phagen ,,gereinigt® (UV-Licht, Acridin-Orange), verlieren sie die
Féahigkeit zur Toxinbildung. Durch Reinfektion dieser gereinigten Organismen mit Phagen
erlangen die Bakterien wieder die Fahigkeit zur Toxinproduktion (EKLUND et al. 1989).

Ein Phagenverlust und der Verlust des Toxinbildungsvermdgens kann auch durch wiederholte
Laborpassagen auftreten (OGUMA 1976).

Bakteriophagen sind in nahezu allen Typen von C. botulinum nachgewiesen worden, eine
phagen-assoziierte BoNT-Produktion wurde nur fir C-und D-Typen gefunden.
(HATHEWAY 1993; JOHNSON 1997). Die Gene der A-, B-, E- und F-Neurotoxine liegen in
den bakteriellen Chromosomen (BINZ et al. 1990 b; THOMPSON et al. 1990). Fiir das Gen
Typ G ist bewiesen, dal? es sich auf einem Plasmid befindet (EKLUND et al. 1988).

Durch Verlust der Phagen und dem damit verbundenen Verlust der Toxinbildung verwischt
auch die Einteilung in die verschiedenen Typen bzw. in die Gruppe C. botulinum gemalR der
Definition von PREVOT (1953).

Tab. 4. Bildung von Neurotoxin (Botulinumtoxin) durch Clostridium spp. (mod. nach
BOHNEL 1995)

Neurotoxin-Typ
C1 D E F G

>
W

Clostridium

botulinum Typ A

botulinum Typ A Subtyp AB
botulinum Typ A Subtyp Ab
botulinum Typ A Subtyp Af
botulinum Typ B

botulinum Typ B Subtyp Ba +

botulinum Typ B Subtyp Bf + +
botulinum Typ Ca + +

botulinum Typ CB + +

botulinum Typ D + +

botulinum Typ E + +
botulinum Typ F

botulinum Typ G¥ +

+ + + +

baratii +
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ahnlich baratii +
butyricum
ahnlich butyricum

+ in groBen Mengen gebildet
+ in geringen Mengen gebildet
2 Synonym fiir C. argentinense

Auf Einzelheiten zu den kompletten Aminosdureanalysen und zur Sequenzierung der
verschiedenen Botulinumtoxine soll an dieser Stelle nicht eingegangen werden. Sie werden
umfangreich bei

BINZ et al. (1990 b), THOMPSON et al. (1990) fur BoNT/A,

HUTSON et al. (1994), DASGUPTA u. WOODY (1984) fiir BONT/B,

HAUSER et al. (1990) fir BoNT/C,

BINZ et al. (1990 a) fur BoNT/D,

DASGUPTA und FOLEY (1989), POULET et al. (1992) fur BoNT/E und

DASGUPTA und RASMUSSEN (1983) fiir BONT/F
dargestellt.

Die Aminoséduresequenzen der Toxintypen A-G weisen etwa 30-60 % Homologien auf
(OGUMA et al. 1995).

2.1.3.2  Struktur und Funktion von Progenitor-Toxinen

Botulinumtoxine verschiedener Typen bestehen aus einer neurotoxischen und einer nicht
toxischen Komponenten und werden in diesem Proteinkomplex als Progenitortoxine
bezeichnet (BOROFF et al. 1966; MIYAZAKI et al. 1977; OGUMA et al. 1995).

Die kompletten Botulinum-Toxine konnen, basierend auf ihrer Molekilgrofie, in drei
Gruppen unterteilt werden, genannt 12S, 16S und 19S, die auch als M (medium)-, L (large)-
und LL (extra large)-Toxine bezeichnet werden. Das 7S-Derivattoxin (=Neurotoxin) wird
»Small-sized” oder S-Toxin benannt (HAUSCHILD 1990).

Die MolekulgroRen der Progenitortoxine verschiedener Toxintypen sind in Tab. 5, ihre
schematische Struktur in Abb. 1 dargestelt.
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Tab. 5.  Molekulargewichte der Progenitortoxine von C. botulinum A-F

Toxintyp 12S 16S 19S Quelle
300 kDa 500 kDa 900 kDa

X SUGII u. SAKAGUCHI (1976)
KOZAKI et al. (1974)
IWASAKI und SAKAGUCHI (1978)
MIYAZAKI et al. (1977)
KITAMURA et al. (1968)
OHISHI und SAKAGUCHI (1975)

mTmooOw>
X X X X X X
X X X X

Ein 300 kDa Progenitor-Toxin entsteht durch Assoziation eines Neurotoxins mit einer
nichttoxischen Komponente ohne Hamagglutinin-Aktivitat (nichttoxisches Nichtham-
agglutinin). 500 kDa und 900 kDa Toxine werden durch Konjugation eines 300 kDa-Toxins
mit einem Hamagglutinin (HA) geformt.

Bezlglich der Funktion der nichttoxischen Komponente gibt es folgende Erklarungen: die
nichttoxische Komponente des Progenitor-Toxins schiitzt das instabile Neurotoxin vor den
Sauren und Proteasen des Magens. Das erklart auch die deutlich hohere orale Toxizitat des
Progenitortoxins im Vergleich zu der des Neurotoxins allein. Nach dem Passieren des Magens
dissoziieren diese Progenitortoxine im Dlnndarm unter alkalischen Bedingungen in das
Neurotoxin und die nichttoxische Komponente. Danach werden die Neurotoxine tber Lymph-
und Blutgefalie zu den Zielorganen abgefiihrt (OGUMA et al. 1995).
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12S-Toxin () O

300 kDa alkalische
Bedingungen

o @OD —> @+ OO

500 kDa

19S-Toxin

900 kDa

Progenitor-Toxin Neurotoxin nichttoxische Komponente

nichttoxisches

Neurotoxin O Nichthdmagglutinin @ Hémagglutinin
(140-150 kDa) (130-140 kDa)

Abb. 1.  Schematische Struktur von C. botulinum Progenitor-Toxinen (OGUMA et al. 1995)
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2.1.3.3  Struktur und Wirkungsweise der Neurotoxine

BoNT werden als inaktive einzelne Polypeptidstrange (Protoxin) mit einem
Molekulargewicht von ca. 150 kDa synthetisiert. Diese werden durch endogene oder exogene
(bakterielle oder wirtseigene) Proteasen in ein aktives Doppelstrang-Toxin selektiv gespalten.
Dieses besteht aus einer leichten (L) Kette (50 kDa) und einer schweren (H) Kette (100 kDa),
verbunden durch eine einzelne Disulfidbricke (MONTECUCCO u. SCHIAVO 1994;
OGUMA et al. 1995). Die Struktur des BoNT ist in Abb. 2 schematisch dargestellt. Die
dreidimensionale kristalline Struktur von BoNT/A ist mittlerweile auch beschrieben (LACY
et al. 1998).

&

l

l

AKTIV Hs Zn?*
Hs L 50kDa
H 100 kDa
L = leichte Kette S-S = Disulfid-Briicke
H =schwere Kette H-S = Sulfhydrylgruppe

Hxn = Amino-terminale Domane der schweren Kette
Hc = Carboxy-terminale Doméne der schweren Kette
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Abb. 2. Struktur und Aktivierungsmechanismus von Botulinum-Neurotoxinen (mod. nach
SCHIAVO u. MONTECUCCO 1997)

Das BoNT hemmt die Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin an der Zielzelle durch
einen mehrstufigen Mechanismus:

- Bindung an Gangliosidrezeptoren

- Translokation

- Verhinderung der synaptischen Vesikelfusion
Das Neurotoxin bindet an den préasynaptischen Nervenendigungen cholinerger Neurone mit
der carboxy-terminale Domane der schweren Kette (Hc), wahrend die N-terminale Doméne
der schweren Kette (Hy) Poren/Kanéle in die Membran formt, welche die Transloaktion der
katalytischen Doméne (L-Kette) in das Cytosol ermdglicht (BLACK u. DOLLY 1986 a, b;
KOZAKI et al. 1989 b; OGUMA et al. 1995; SCHIAVO u. MONTECUCCO 1997; LINIAL
1995).

Vesikel-Membran

Synaptobrevin

~

B,D,F,G

NSF/o- oder B-SNAP/y-SNAP Komplex

\SNAP ﬂ % Syntaxin

Abb. 3. Ziel-Proteine von BoNT (mod. nach OGUMA et al. 1995).

C1

A E

(Présynaptische Membran)
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In der Abbildung sind die Proteine dargestellt, von denen angenommen wird, dafl sie fur die
synaptische Vesikelfusion von entscheidender Bedeutung sind. Je nach Typ spalten die Neurotoxine
von C. botulinum die SNAP (synaptosome-associated protein)-Rezeptoren der prasynaptischen
Membran (SNAP-25 und Syntaxin) und der Vesikelmembran (Synaptobrevin). Dies bewirkt eine
Hemmung der Acetylcholin (AcCH)-Sekretion an der Zielzelle.

Die katalytische Domane (Zn**-abhangige Endopeptidase) der BoNT schneidet spezifisch
eines von drei Proteinkomponenten, die flr die synaptische Vesikelfusion essentiell sind
(MONTECUCCO u. SCHIAVO 1994; ARNON 1997).

Je nach Typ spaltet BONT die Rezeptoren SNAP-25 (synaptosome-associated protein) oder
Syntaxin an der prasynaptischen Membran oder Synaptobrevin (VAMP = vesicle-associated
membrane Proteins) an der Vesikelmembran (LINIAL 1995; SCHIAVO u. MONTECUCCO
1997; LACY et al. 1998). Diese Spaltung bewirkt die Hemmung der Acetylcholinsekretion
(Abb. 3).

2.2. Botulismus
2.2.1 Pathogenese und Epizootiologie

C. botulinum A, B, E, F und G befinden sich als Bodenbakterien tberall auf der Welt. Sie
vermehren sich im Boden, sofern geeignete Wachstumsbedingungen herrschen. Als Dauer-
formen (Sporen) tiberleben sie unter ungiinstigen Umweltbedingungen (BOHNEL 1995).

C. botulinum Typ C und D finden sich auch als normale Bewohner des Intestinaltraktes vollig
gesunder Sauger und Vogel, wo sie sich vermehren und Uber die Faeces bis zu acht Wochen
nach Infektion in groflen Mengen ausgeschieden werden kénnen (NOTERMANS et al.
1978 a). Sie sind ebenfalls in Schlamm, Meeresschlick und Fischen gefunden worden
(SMITH 1977; SMITH u. MORYSON 1975).

Solange C. botulinum keine Toxine produziert, bleibt es weitgehend (s.u.) unschadlich.

Unter anaeroben Bedingungen, steigenden Temperaturen und steigendem pH z. B. in
verwesendem, eiweilreichen Material (Tierkadaver) kann C. botulinum Toxine
synthetisieren, die als Exotoxine wéhrend der Wachstumsphase ausgeschieden, oder wahrend
einer moglichen Versporungsphase freigesetzt werden.
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In den letzten Jahren sind vermehrt Félle beschrieben worden, in denen eine Toxinbildung
auch ohne Anwesenheit von tierischem Material erfolgte. In pflanzlichen Materialien wie
Grassilage, Biertreber und Braugerste kann ebenso wie charakteristischerweise flr
menschliche Erkrankungen in Gemise (v. a. Bohnen) BoNT gebildet werden (BOHNEL
1995; BOHNEL 1999).

Vor vielen Jahren wurde Botulismus ausschlielich als eine Lebensmittelvergiftung
(klassischer Lebensmittel-Botulismus) angesehen. Diese haufigste Form der Erkrankung wird
durch die Aufnahme toxinhaltiger Lebens- bzw. Futtermittel (Intoxikation) verursacht.
Andere Erkrankungsformen von Botulismus sind Infektionen durch sich in Wunden
vermehrende Toxinbildner (Wundbotulismus) oder Toxinbildung im Darm nach intestinaler
Kolonisation (intestinale Toxikation/S&uglingsbotulismus) von C. botulinum (DOWELL
1984; ONDERDONK u. ALLEN 1995).

Die Epizootiologie des Botulismus ist in ihren Grundziigen in Abb. 4 wiedergegeben.

Das klinische Bild des Botulismus ist gepragt durch die Wirkung des Neurotoxins,
unabhangig vom Ort der Toxinbildung und fiihrt zu einer schlaffen Lahmung der Muskulatur,
die ggf. zum Tode durch Kreislaufversagen und Ersticken flhrt. Intensitdt und Verlauf der
Erkrankung h&ngen von der Menge des aufgenommenen Toxins ab.

Alle Formen kénnen sowohl Mensch und Tier betreffen (CRITCHLEY 1991).
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pflanzl.
/\ Nahrung -------------------- .
/ Intoxikation
Ver-
schmutzung

/

Kadaver

natdirlicher

Boden Tod Boden
C. botulinum orale gesundes ) C. botulinum
Ti Ausscheidung
Vveg. Aufnahme\ ''€r Veg.
<—> Spore <— Spore
Form \ Darm Form
\pssage
\ Y
Wund-
\ verschmutzung
\\J Infektion
0ESUNCES | m o o o o o o
Tier
= Toxinbildung

Abb. 4.  Grundziige der Epizootiologie des Botulismus bei Tieren (mod. nach BOHNEL
1995)

2211 Botulismus beim Wiederkauer

Mit Einschrankungen Uber das mdglicherweise weltweite Vorkommen der verschiedenen
C. botulinum-Typen, werden beim Rind hauptséchlich die Toxintypen C1 und D (ABBITT et
al. 1984; BENNETTS u. HALL 1938; HAAGSMA 1991) fir Botulismuserkrankungen
verantwortlich gemacht. In Argentinien traten jedoch auch Todesfélle durch die Typen A und
D auf, 1990 wird tiber einen Ausbruch von Typ A bei Zebus in Brasilien berichtet (BOHNEL
1995; SEIFERT 1992, 1996). Obwohl berichtet wird, dal die Typen B und E apathogen fiir
Rinder sind, konnten in eigenen Untersuchungen die Typen A-E identifiziert werden
(BOHNEL et al. 1996; BOHNEL 1999).

Botulismus ist eine klassische Seuche der ariden und semiariden Weidegebiete der Tropen
und steht im Zusammenhang mit der Phosphorarmut des Bodens. Da auch pflanzliche
Nahrung entsprechend mineralarm ist, versuchen Rinder und Schafe instinktiv ihren
Mineralstoffbedarf durch Aufnahme phosphorhaltiger organischer Substanz tierischen
Ursprungs zu decken, d.h. sie knabbern an Kadaverresten und Knochen verendeter Tiere
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(Osteophagie). Auch tote Kleinsauger und VVogel, fur die C. botulinum Typ C bzw. D offenbar
zur normalen Darmflora gehort, stellen die wichtigsten Intoxikationsquellen dar (SEIFERT
1992, 1996). Ist erst ein Tier einer Herde an Botulismus verendet, so wird dessen Kadaver fir
die anderen Tiere der Herde zu einer todlichen Mineralstoff- und Toxinquelle.

Diese Form von Botulismus, die jahrlich viele tausend Oper fordert, tritt v. a. in Sudafrika,
Australien, aber auch in Teilen der USA und manchen anderen auf3ereuropéischen Landern
unter ursprunglich verschiedenen Namen (toxische Bulbérparalyse, Lamziekte, loin disease)
auf (ROSENBERGER 1970; ONDERDONK u. ALLEN 1995).

In mitteleuropéischen Gebieten gilt Botulismus eher als ein sporadisches Ereignis und tritt bei
Wiederkauern vornehmlich als Einzeltiererkrankung infolge von Futtermittelvergiftungen auf.
Ursache sind Kadaver von Kleintieren (meist Katzen, Nager), die zuféllig und unbemerkt in
das Futter (Heu, Silage) gelangen.

Es wird jedoch eine steigene Inzidenz beobachtet, die unter anderem durch die modernen
Methoden bei Futteranbau und -werbung, sowie der Silagebereitung begunstigt wird
(BEHRENS u. BOHNEL 1995; BEHRENS 1996; BOHNEL et al. 1996; KEHLER u.
SCHOLZ 1996; BOHNEL 1999).

Strohwerbung und Silagebereitung in Rundballen schaffen anaerobe Bedingungen, die zur
Toxinbildung durch C. botulinum notwendig sind. So berichten WILSON et al. (1995) von
einer Botulismusintoxikation bei Rindern nach Aufnahme von ,eingepacktem
Rundballenheu®, bei der 8 von 12 erkrankten Tieren verendeten. Als Ursache kommen
tierische Kadaver oder Verschmutzungen mit Erde in Frage (RICKETTS et al. 1984; KELLY
et al. 1984; DIVERS et al. 1986; KINDE et al. 1991; WICHTEL u. WHITLOCK 1991), denn
in dem durch Hochdruck verdichteten Futter kann es zu einer massenhaften Vermehrung der
Erreger kommen.

Im Raum Nordhessen traten seit Sommer 1991 mehrere hundert Todesfélle bei Rindern auf,
deren Ursache zunédchst ungeklart blieb. In Zusammenarbeit mit dem Staatlichen Medizinal-,
Lebensmittel- und Veterindruntersuchungsamt Nordhessen konnte durch Toxinnachweis im
Institut fir Tropentierhygiene die von der Tierérztlichen Hochschule Hannover gestellte
klinische Verdachtsdiagnose Botulismus bestétigt werden (BEHRENS 1996).

Die zun&chst unbekannte Herkunft des regional geh&uft auftretenden toxischen Agens konnte
bald geklart werden: allen Betrieben war der Einsatz von Hihnermist oder Tiefstreu aus der
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Geflugelhaltung zur Diingung der Futterflichen gemeinsam (BECKER'; KEHLER u.
SCHOLZ 1996).

Aus Literaturberichten sind atiologische Zusammenhénge zwischen der Entsorgung von
Hihnermist zur Dungung von Futterflachen und Botulismusintoxikationen bei Rindern
bekannt (APPLEYARD u. MOLLISON 1985; SMART et al. 1987; HOGG et al. 1990).

Es wird vermutet, daR Sporen von C. botulinum U(ber die Komponenten Tierkorper,
Knochenmehl und/oder Fischmehl mit dem Futter den Hiihnern zugefuhrt werden; die Erreger
vermehren sich im Caecum der Tiere, ohne bei den Tieren zur Bildung von letal wirkendem
Toxin zu fuhren. Es kommt zur Anreicherung von Sporen/Toxin im Kot. Durch wiederholte
Dilingung der Felder kommt es wiederum zu einer Anreicherung der Sporen auf den Feldern
bzw. Futterflachen, von denen die Tiere beim Grasen direkt, oder Uber die Futterwerbung
C. botulinum aufnehmen. (BOHNEL 1995; BEHRENS 1996; BOHNEL 1999)

Auch epizootiologisch ahnliche, aus Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen gemeldete
Botulismus-Ausbriche bei Rindern sind vermutlich auf den Einsatz von Huhnermist zur
Diingung der Futterflachen zurtickzufthren.

Die in manchen Ldandern (bliche, in Deutschland nicht zugelassene Verwendung von
Hihnermist als Rinderfutter fihrt zu seuchenhaften Verlusten in der Rinderhaltung. Bei
einem Ausbruch in Israel verendeten 34 % von 1000 Rindern an Typ D (EGYED et al. 1978),
in Irland erkrankten mehr als 80 von 150 Rindern, von denen 68 verendeten (Typ C)
(MCLOUGHLIN et al. 1988; NEILL et al. 1989). Nach der Einstreu von Hihnermist in
Liegeboxen kam es in Holland ebenfalls zu Todesfallen durch Typ D, nachdem Rinder Reste
von Hihnerkadavern aufgenommen hatten (BONGERS et al. 1988).

Klinische Symptome einer Botulismusintoxikation beim Rind sind allm&hlich zunehmende
Kau- und Schluckbeschwerden sowie Bewegungsstérungen. Die schlaffe Lahmung der
Schlund- und Kaumuskulatur bewirkt eine verzogerte Futteraufnahme, Priemen, Speicheln, in
fortgeschrittenen Fallen den Vorfall der Zunge. Das Maul 183t sich widerstandslos 6ffnen, das
Betasten der Ohrmuschelinnenseite 16st keine Abwehrbewegungen (Ohrenschlagen, Kopf-
schiitteln) mehr aus. Gleichzeitig mit den Schlingstérungen zeigen die Tiere einen steifen,
unsicheren Gang und eine vermehrte Neigung sich hinzulegen. Nach 1-3 d kommt es zum
Festliegen in Halbseitenlage. Das Tier wird zunehmend teilnahmslos und verendet nach
vollstandiger Lahmung der Atemmuskulatur (ROSENBERGER 1970; ONDERDONK u.
ALLEN 1995).

! BECKER, W., pers. Mitt. 8.9.1994, Hofgeismar
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Bei perakuten Todesféllen von Rindern wird das Tier verendet aufgefunden, ohne daR
Krankheitszeichen festgestellt worden wéren.

Auch wird 0Ober das Auftreten von ,atypischen* Verlaufsformen berichtet, die durch
Lahmungen der Hinterhand bis zum Festliegen gekennzeichnet sind. Da Lahmungen von
Zungen-, Kau- und Schluckmuskulatur ausbleiben, bleibt die Futteraufnahme
unbeeintréchtigt. Nach einigen Wochen Krankheitsdauer kénnen die Tiere wieder gesunden
(BRENTRUP 1996; KEHLER u. SCHOLZ 1996).

Seltener treten Intoxikationen bei Schaf und Ziege auf, wobei die klinischen Symptome denen
des Rindes ahneln (BENNETS u. HALL 1938; VAN DE LUGT et al. 1995). Im Allgemeinen
sind die ersten und typischsten Zeichen ein aufgekrummter Ricken mit geldhmt
herunterhdngendem Schwanz, Kopf und Nacken. Lahmungen der Kau- und Schluckmusku-
latur werden bei der Ziege selten beobachtet (KRIEK u. ODENDAAL 1994).

2.2.1.2  Botulismus beim Pferd

Beim Pferd, das gegenuber allen BoNT-Typen sehr empfindlich ist (SMITH 1957) kommt es
ebenfalls am h&ufigsten durch die Aufnahme toxinhaltiger Futtermittel zur Botulismus-
Intoxikation (RICKETTS et al. 1984).

Als Futtermittel-Intoxikationen kommen v.a. TypC ( KINDE et al. 1991) und Typ B
(RICKETTS et al. 1984; SMITH u. MURRAY 1984; BOHNEL et al. 1996) vor. Diese
Autoren berichten tber Erkrankungen nach dem Verzehr von verdorbenem Hafer, Kartoffeln,
Heu (KINDE et al. 1991) und Silage (RICKETTS et al. 1984). Auch hier gelangten BoNT
uber Erdboden, Kadaver kleiner Sdugetiere und VVogel, sowie Hiihnerdung in die Futtermittel.
Es handelt sich dabei i.d.R. um Einzeltiererkrankungen. Sie kénnen jedoch auch gehauft
auftreten wenn mehrere Tiere das selbe verdorbene Futter (oder Wasser) aufgenommen
haben.

Einen Typ B-Ausbruch beschreiben DIVERS et al. (1986) nach der Verfiutterung von Silage
an Maultiere.

Klinische Zeichen beginnen mit unsicherem Gang, Kopf und Hals werden hangen gelassen,
Speichel tropft aus dem Maul, Futter kann aus dem Maul, teilweise auch aus den Nustern
austreten. Nach Festliegen und Hypomotilitat kommt es zu Koliken, die Tiere verenden nach
18 Stunden bis 6 Tagen (HARTIGAN 1985).
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Unter Shaker foal syndrome (Schiittelsyndrom bei Fohlen) wird eine neuromuskulére
paralytische Erkrankung 2-4 Wochen alter Fohlen bezeichnet, bei denen es nach oraler
Aufnahme von C. botulinum B zur intestinaler Kolonisation und zur Toxinbildung kam. Nach
Resorption des Toxins endet die Krankheit i.d.R. 24-72 Stunden nach Auftreten der ersten
klinischen Symptome todlich (SWERCZEK 1980 a, b; HARTIGAN 1985; KRIEK u.
ODENDAAL 1994).

Beim Pferd wird auflerdem iber eine Form des Wundbotulismus nach offener Kastration
berichtet (BERNARD et al. 1987).

2.2.1.3 Botulismus beim Schwein

Das Schwein wird als relativ resistent gegentiber BoNT angesehen (SMITH et al. 1971).
BEIERS und SIMMONS (1967) berichten tber einen Ausbruch von Botulismus (Typ C) bei
Sauen nach Aufnahme toter Fische aus einer Lagune in Queensland. Schlaffe Paralyse und die
Unfahigkeit, Futter und Wasser aufzunehmen werden als klinische Symptome beschrieben
(BLOOD u. RADOSTITS 1989).

2214 Botulismus beim Fleischfresser

Fleischfresser sind mit Ausnahme der marderartigen relativ unempfindlich gegenuber
Botulinumtoxin (SMITH 1977).

Katzen sind gegen Toxintyp C sehr resistent und kénnen durch den Verzehr infizierter Vogel
und Kleinnager grolRere Mengen Toxin aufnehmen, ohne selbst zu erkranken. Katzenkot kann
erhebliche Mengen Toxin enthalten, Verunreinigungen des Heus durch solcherart kontami-
nierten Katzenkot halt BOTIJA (1954) als eine der Hauptursachen fir Botulismusausbriiche
bei Pferden in Spanien.

Beim Hund werden Botulismusfélle durch Typ A (SMITH 1957) und Typ C (BLAKEMORE
et al. 1977; BARSANTI et al. 1978; RICHMOND et al. 1978) beschrieben, wobei in diesen
Féllen das Toxin durch den Verzehr von rohem Hihnerfleisch aufgenommen wurde.

Die klinischen Zeichen sind ebenfalls die einer fortschreitenden Paralyse, Koordinations-
schwierigkeiten beim Laufen und bei der Kopfhaltung (SMITH 1957, 1977).
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Schwere Verluste wurden dagenen regelméRig bei Nerzfarmen gemeldet, ebenso bei
Frettchen, die insbesondere fir den Typ C auferordentlich empfanglich sind (DINTER und
KULL 1955 a, b).

2.2.1.5 Botulismus beim Vogel

Die zahlenmaRig groften Verluste durch Botulismus treten beim Wildgeflugel auf. So starben
beispielsweise 1983 bei einem Massenausbruch an der Wesermarsch ca. 40000 Vogel
(WESTPHAL 1991).

Fur praktisch alle Botulismusausbriiche bei Wild- und Hausgefligel ist C. botulinum Typ C
verantwortlich, ausnahmsweise kénnen aber auch die Typen A und E beteiligt sein, wobei
dabei verseuchte Fische als Toxinquelle anzusehen sein durften (WESTPHAL 1991).

Gegen die Typen B, D, F und G sollen VVégel resistent sein (HAAGSMA 1987), kdnnen aber
diese Typen weiter verbreiten.

Hinsichtlich der Empfindlichkeit einzelner Arten gibt es teilweise erhebliche Differenzen: so
sind beispielsweise Fasanen viel empfindlicher als Huhner. Greifvogel, Krdhen und Méwen
besitzen eine gewisse Resistenz gegeniiber BONT (OHISHI et al. 1979).

In der Gefliigelhaltung stellt wie bereits oben erwahnt Typ-C-Botulismus ein groRRes Problem
dar. Im Caecum der Tiere kommt es zu einer Anreicherung von C. botulinum mit
nachfolgender Toxinbildung, ohne dal3 die Tiere selbst daran erkranken (WESTPHAL 1991).
Nicht nur Futter oder Einstreu enthalten C. botulinum, auch Fliegenmaden kdnnen
C. botulinum transportieren: in Fasanerien kommt es gelegentlich zu seuchenhaften
Verlusten, wenn entweder verdorbene Fleischabfdlle oder kommerziell gezogene
Fliegenmaden verfuttert werden, die C. botulinum und das entsprechende Toxin beherbergen
(DINTER u. KULL 1954; SMITH u. MORYSON 1975).

Aasfresser gelten ganz allgemein als ziemlich widerstandsfahig gegen Botulinumtoxine.

Es wird angenommen, daR aasfressende VVogel und S&uger Uber eine angeborene Resistenz
unbekannter Natur verfiigen. Die Ergebnisse von OHISHI et al. (1979) lassen vermuten, dal}
diese Tiere durch zirkulierende Antikorper geschiitzt sind. Ob die AK-Bildung auf eine orale
Toxinaufnahme oder auf Toxinproduktion nach intestinaler C. botulinum-Besiedlung zurtck-
zufuhren ist, ist nicht bekannt.

Diese Wirts-Parasit-Beziehung kann wesentlich fiir die geographische Verbreitung von
C. botulinum angesehen werden (OHISHI et al. 1979).
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Das Krankheitsbild beim Vogel ist eine von hinten nach vorne fortschreitende schlaffe
Lahmung zuerst der Beine, dann der Fligel und des Halses, was zu Unsicherheit beim Starten
und Landen bis zum Verlust der Flugfahigkeit fihrt. Hals und Kopf kénnen nur mit Miihe
aufrecht gehalten werden (,,Limberneck®), zunehmend erschwerte Atmung fihrt zum
Erstickungstod. Wassergeflugel, deren Kopf vorniber fallt, ertrinken (WESTPHAL 1991).

2.2.1.6 Botulismus beim Mensch

In der Vergangenheit war der menschliche Botulismus als Lebensmittelvergiftung mit dem
Verzehr von ungentigend gereinigten, gesalzenen, gerduchertem oder getrocknetem Fisch und
Fleisch assoziiert. Heutzutage geht das groRte Risiko von unvollstandig erhitzten bzw.
hausgemachten Gewdirzen, Gemisen und nicht sauren Frichten, Produkten der
Hausschlachtungen (Schinken, Blut- und Leberwurst) und unsachgemalier Zubereitung von
Speisefischen und Meeresfriichten (,,Volksseuche Japan®“) aus (CRITCHLEY 1991,
STAIGER-SANZENBACHER 1994; BOHNEL 1995).

Die meisten Félle von Lebensmittelvergiftungen werden beim Menschen durch die Typen
A (60%), B (30 %) und E (10 %) verursacht (FERRARI u. WEISSE 1995).

Seit 1976 (PICKETT et al. 1976) werden vermehrt Falle beschrieben, bei denen C. botulinum
in Form einer Enterotoxdmie zum Tode von Kleinkindern gefiihrt haben soll (S&uglings-
botulismus).

Botulismus wird als eine der vielen Ursachen flr den plétzlichen Kindstod (SID= Sudden
Infant Death oder SIDS= Sudden Infant Death Syndrome) diskutiert. WIGGINTON und
THILL (1993) haben in einem Ubersichtsreferat bereits 51 Literaturangaben zitiert.

Die meisten Patienten sind im Alter zwischen 6 Wo und 9 Monaten betroffen (FERRARI u.
WEISSE 1995). C. botulinum-Sporen werden mit kontaminierter Nahrung, hierbei vorzugs-
weise Honig (ARNON et al. 1979, 1981; FENICIA et al. 1993; SCHOCKEN-ITURINO
1999) aufgenommen, im Darm kommt es zur Vermehrung und Toxinbildung.

Das anscheinend immer haufigere Auftreten von Botulismus beim SID veranlalite unser
Institut zu einer Zusammenarbeit mit dem Institut fir Rechtsmedizin der Universitat
Gottingen. Allein im Jahr 1995 erfolgte bei 12 eingesandten Proben 8 mal der Nachweis von
C. botulinum, in 3 Féllen konnte BONT/E, in einem Fall BONT/D nachgewiesen werden
(BEHRENS 1996; BEHRENS et al. 1998; BOHNEL 1999).
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Beim Erwachsenen wird ebenfalls Gber die intestinale Kolonisation mit anschlieRender
Toxinbildung &hnlich dem S&uglingsbotulismus berichtet. In diesen Fallen fanden sich
pradisponierend Lé&sionen des Gastrointestinaltrakts und/oder eine Antibiotika-Therapie. Es
wird angenommen, dal diese Prozesse es C. botulinum erst ermoglichten, den Darm zu
kolonisieren (MCCROSKEY u. HATHEWAY 1988).

Wundbotulismus ist die seltenste Form von Botulismus, durchschnittlich 2 Falle werden
jahrlich in den USA gemeldet. Sie treten v. a. im Zusammenhang mit Unfallen und Frakturen
auf (FERRARI u. WEISSE 1995) und stellen ebenfalls eine lebensbedrohliche Erkrankung
dar.

Die Erkrankung wird ausgeldst, wenn C. botulinum allein oder mit anderen Mikroorganismen
eine Wunde infiziert und Toxin produziert, das uber das Blut resorbiert wird und andere Teile
des Organismus erreicht (MECHEM u. WALTER 1994). Lebensmittel sind bei diesem
Krankheitstyp nicht involviert.

Die neurologischen Ausfélle betreffen beim Menschen hdufig zuerst die Hirnnerven mit
opthalmologischen Stérungen (Doppelbilder, Akkomodationsstérungen und Ptose), Sprech-
und Schluckstérungen. Mundtrockenheit, Harnverhaltung und Darmtrégheit bis hin zum lleus
sind Zeichen der gehemmten cholinergen Ubertragung. Viele Patienten leiden an Ubelkeit
und Erbrechen. Es kann zu symmetrischen Lahmungserscheinungen bis hin zur
lebensbedrohlichen Atemlahmung kommen (STAIGER-SANZENBACHER 1994).

Der Botulismus des Menschen ist eine nach dem Bundesseuchengesetz meldepflichtige
Erkrankung.

BoNT wird in der Humanmedizin auch zur Behandlung von Stérungen der neuromuskularen
Reizubertragung wie fokalem Strabismus, Dystonie, Blepharospasmus, Spasmus hemifacialis
und Torticollis (SCOTT 1981; ELSTON 1988; BENECKE u. KESSLER 1995) therapeutisch
eingesetzt. Durch lokale Injektionen geringer Toxinmengen wird eine Muskelschwéche
induziert, die weitgehend auf den behandelten Muskel beschrénkt bleibt. Die klinische
Wirkung der BoNT-Injektion klingt nach ca. 3 Monaten ab und erfordert i.d.R. einen weiteren
Behandlungszyklus (HAMBLETON et al. 1992).

Verschiedene Studien ergaben, daR diese wiederholten Injektionen bei vielen Patienten zur
Bildung spezifischer Antikorper gegen das applizierte Toxin fiuhrten, wodurch die
Wirksamkeit der Behandlungen mit der Zeit abnahm bzw. zum Versagen der Therapie fiihrte
(GREEN et al. 1994; JANKOVIC u. SCHWARTZ 1995; WOHLFARTH et al. 1996).
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2.2.2 Therapie

Zwar ist in der Humanmedzin die Inzidenz dieser Erkrankung gering ist, die Mortalitatsrate
ist jedoch hoch, sofern nicht unverziiglich geeignete MaRnahmen ergriffen werden. Die
Therapie mull unverzuglich nach der klinischen Diagnose, nicht erst nach Erhalt der
Ergebnisse der Labordiagnostik erfolgen (HATHEWAY 1995).

Die spezifische Therapie beinhaltet die Gabe multivalenter Antitoxine, die die Bindung des
BoNT an die Nervenendigungen verhindern. Die Gabe des Antitoxins muf3 schnell erfolgen,
denn es kann das Toxin, wenn es einmal an die Rezeptoren der Nervenendigungen gebunden
hat, nicht mehr neutralisieren.

Uber die CDC? kann trivalentes Antitoxin bezogen werden. Es enthalt jeweils 10000 I.U.
Antitoxin der Typen A, B und E (HATHEWAY 1995).

In der Tiermedizin stellt sich die Frage der Therapie meist nur bei erkrankten wertvollen
Einzeltieren.

Fur die spezifische Therapie des Botulismus sind fir die Typen C und D in Stdafrika, fur Typ
B bei Pferden in den U.S.A. therapeutische Antitoxine erhéltlich, die in frihen Stadien der
Erkrankung die Wirkung des Toxins aufheben kdnnen.

In Ermangelung einer kausalen Therapie werden in der Tiermedizin folgende symptomatische
MaRnahmen eingesetzt: Flissigkeits- und Elektrolytersatz, abfuhrende Medikamente,
Antibiotika und festliegergerechte Aufstallung (KEHLER u. SCHOLZ 1996).

Der Einsatz von Antibiotika wird in der Literatur kontrovers diskutiert: im Allgemeinen
erscheint der Einsatz von Antibiotika nutzlos, da es sich um eine Intoxikation handelt. Bei
Infektionen oder Toxikation kdnnen zwar die Bakterien gegebenenfalls antibiotisch beeinfluf3t
werden, die bereits freigesetzten Toxine lassen sich aber davon nicht beeinflussen (BOHNEL
1995). Beim S&uglingsbotulismus wird der systemische Antibiotikaeinsatz nicht empfohlen,
weil freigesetztes Toxin wahrend der Zellyse im Darm die Symptomatik verschlimmern
konnte (ARNON 1992).

2.2.3 Prophylaxe

2 Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA 3033, U.S.A.
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Weil ein einziges Protein fur die klinischen Symptome verantwortlich ist, kann der
Erkrankung  durch  toxinspezifische  Antikorper  vorgebeugt  werden.  Diese
toxinneutralisierenden Antikorper konnen passiv durch Behandlung mit Antikérpern von
immunisierten Spendern oder aktiv als ein Resulat der Immunisierung mit Toxoiden erworben
werden (SCHIAVO u. MONTECUCCO 1997).

Die aktive Immunisierung gegen Botulismus wird v.a. durchgefihrt, um Tiere wie Nerze,
Rinder und Schafe in stdndig gefahrdeten Gebieten zu schiitzen.

In tropischen Gebieten wie Sudafrika oder Australien werden mono- und bivalente Impfstoffe
der Typen C und D in groRer Zahl erfolgreich eingesetzt.

Der australische Impfstoff verleiht nach einmaliger Applikation bereits nach 2 Wochen eine
gute Immunitat, die 24 Monate anhédlt (BLOOD u. RADOSTITS 1989). Bei dem
stidafrikanischen  Produkt wird eine jdhrliche Wiederholungsimpfung empfohlen
(Herstellerangabe: VACCINE FACTORY ONDERSTEPOORT 1995).

Eine genaue Beschreibung zur Herstellung und Evaluierung des Impfstoffes ist bei JANSEN
et al. (1976) gegeben.

Neben den Immunisierungen gehoren aber v.a. in der Nutztierhaltung entsprechende
Managementmalinahmen in Bezug auf Auffinden von Kadavern (Weide, Heuboden, Futter-
lager), Futterwerbung und Haltung groRer Tierzahlen (einschliel3lich der unschadlichen
Beseitigung der anfallenden Exkremente) zur Prophylaxe. Bis zur Kl&rung der Herkunft des
toxischen Agens sollten Weide- und/oder kompletter Futterwechsel vorgenommen werden
(KEHLER u. SCHOLZ 1996).

Die durch Phosphormangel v.a. in tropischen Gebieten erzeugte Osteophagie bei Rindern
kann durch Zufutterung von Phosphor verhindert werden (SEIFERT 1992, 1996).

Beim Menschen wird ein pentavalenter Toxoid-Impfstoff (zu beziehen tber die CDC) in der
Regel nur bei besonders gefahrdetem Laborpersonal eingesetzt (KOZAKI et al. 1989 a).

2.3. Nachweismethoden von C. botulinum und seinen Toxinen

Der Nachweis von C. botulinum bzw. BoNT ist sowohl aus diagnostischer als auch
forensischer Sicht erforderlich. Die Diagnostik ist notwendig, um im Falle von Botulismus-
erkrankungen bei Mensch und Tier geeignete Therapiemanahmen (spezifische Antiseren)
ergreifen sowie Gefahrdungspotentiale erkennen (Lebensmittel, Futtermittel) und beseitigen



38 SCHRIFTTUM

zu konnen. Rechtliche Fragen, z. B. bzgl. Produkthaftung (Hersteller oder Lieferant der
Lebens- bzw. Futtermittel, Hihnerdung etc.) oder Entschadigungszahlungen durch die
Tierseuchenkasse sind ebenfalls nur nach genauer Ermittlung der Ursache der
Erkrankungen/Todesféalle zu kléren.

Sowohl der Nachweis als auch die Differenzierung BoNT-produzierender Bakterien auf der
Basis bakteriologischer Charakteristika ist schwierig und Kklart in der Regel nicht die oben
angefiihrten Fragen, da es sich bei Botulismus um eine Intoxikation handelt. Somit ist der
BoNT-Nachweis notig. Dieser erfolgt in der Regel mit der gegenwaértig sensitivsten
Standardmethode - dem Toxinnachweis in der Maus. Es wurden diverse In vitro-Methoden
(Prazipitationstest, Hdmagglutination, Komplementbindungsreaktion, Enzym-Immuno-Assay)
entwickelt, aber nur wenige immunologische, chemische und biochemische Methoden fiir den
Nachweis von C. botulinum und dessen Toxinen kommen der Empfindlichkeit und Spezifitat
der Méausebestimmung nahe (BATZA 1983; NEAVES u. GIBBS 1983; NOTERMANS u.
NAGEL 1989; FACH et al. 1995).
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2.3.1. Erregernachweis
2.3.1.1 Gaschromatographie

Mittels gaschromatographischer Analysen konnen zum einen kurzkettige (fliichtige)
Fettsduren und Alkohole, zum anderen zelluldre (langkettige) Fettsduren erfalit werden.
Kurzkettige Fettsduren sind genetisch determinierte ,,Schlissel-Charakteristika® anaerober
Bakterien (ALLEN et al. 1995).

GIERCKE-SYGUSCH (1987) konnte mittels Dampfraumchromatographie (Headspace-
Technik) die proteolytischen C. botulinum A, B und F sowohl von C. botulinum G
(zusammen mit C. sporogenes) als auch von C. parabotulinum abgrenzen. Durch Veresterung
langkettiger Fettsduren mit Methanol und zusétzliche Analyse der Garungsprodukte lielRen
sich die Stdamme einzelner Typen von C. botulinum nicht trennen (HEITEFUR 1991). Im
Gegensatz dazu brachte ein Methylierungsverfahren mit Atherextraktion mit einer
kommerziellen Hard- und Software (Microbial Identification System, MIS) eine gute
Zuordnung einzelner, aber nicht aller Stamme (GHANEM et al. 1991). 74-100 % der
untersuchten Clostridium spp. wurden korrekt identifiziert. BONT-produzierende Stdimme von
C. baratii und C. butyricum konnten von C. botulinum abgegrenzt werden, 17 % von
C. sporogenes wurden jedoch falschlicherweise als C. botulinum A bzw. B identifiziert.

2.3.1.2 Chemische und biochemische Methoden

Auf der Basis biochemischer Eigenschaften von C. botulinum erfolgte von SMITH und
HOBBS (1974) die Einteilung der Spezies in vier metabole Gruppen (I-1V), denen allerdings
noch andere Clostridien zugeordnet werden. Einige Stoffwechselleistungen sind bereits in
Kap. 2.1.2 beschrieben, deshalb soll an dieser Stelle nicht weiter darauf eingegangen werden.

Die Charakterisierung der Clostridien auf Basis der Kohlehydrat-Fermentation mit
traditionellen biochemischen Tests (,,Bunte Reihe*) sind tibliche Laborstandards.

Alternativ kann die Charakterisierung in ,,miniaturisierten* Systemen (API-ZYM, APl An-
Ident, Minitek, ATB 32 A Anaerobes ID etc.) erfolgen. Diese Systeme verwenden eine Viel-
zahl chromogener Substrate, um Aminopeptidasen/Glucosidasen zu testen. Sie sind einfach
im Gebrauch, bequem und schnell, zur alleinigen Identifizierung von C. botulinum sind diese
Testsysteme nach LINDSTROM et al. (1999) nicht geeignet. Ohne weiterfiihrende Unter-
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suchungen betradgt die Erkennbarkeit/Sicherheit fir Clostridium spp. nur 60-70 %
(APPELBAUM et al. 1983; NICULESCO et al. 1985; ALLEN et al. 1995). Kolonie-
morphologie, Katalase, Lipase- und Lezithinase sowie Proteolyse auf Eigelbagar nach
MCCLUNG und Nitratreduktion mussen als weitere Merkmale fur eine exakte Identifizierung
noch immer erfal3t werden (ALLEN et al. 1995; ONDERDONK u. ALLEN 1995).

OGUMA et al. (1986) klassifizierten 11 toxische und 10 atoxische Stamme von C. botulinum
C und D aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften. Die Ergebnisse variierten betrachtlich,
v. a. bei der Lipase- und Lezithinasebildung. Die Typen C und D gruppierten in alle 4
metabole Gruppen ein.

Die durch verschiedene Untersucher beschriebenen unterschiedlichen Ergebnisse identischer
Stamme von C. botulinum kdnnten nach OGUMA et al. (1986) auf die unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden der verschiedenen Labors zuriickzufuhren sein.

Aber auch unter gleichen Untersuchungsbedingungen variieren die chemischen und
biochemischen Eigenschaften verschiedener C. botulinum-Stdmme erheblich. Eine
Ausfuhrliche Abhandlung daruber findet sich bei LOCH (1999).

Im Gegensatz zu anderen Clostridien ist die Differenzierung der einzelnen Typen von
C. botulinum durch biochemische Methoden noch nicht befriedigend gelost (BOHNEL 1995).

2.3.1.3 Immunfluoreszenz

Es existieren 2 Immunfluoreszenz-Techniken, die direkte und die indirekte. Bei der direkten
Technik werden Oberflachenantigene vegetativer Zellen oder Sporen durch spezifische,
fluoreszierende Antikorper gebunden und mittels ultraviolettem Licht sichtbar gemacht. Bei
der indirekten Technik bindet ein nicht markierter Antikorper an das Oberflachenantigen.
Diese Bindung wird durch einen sekundéren, markierten Antikdrper nachgewiesen. Die
indirekte Bindung hat eine héhere Sensitivitat, da der spezifische Antikdrper mehrere Epitope
aufweist, an die die fluoreszierenden Antikorper binden kénnen (NEAVES u. GIBBS 1983).

WALKER und BATTY (1964) gelang die Differenzierung proteolytischer und nicht
proteolytischer Stéamme von C. botulinum mittels Immunfluoreszenz. Kreuzreaktionen traten
aber sowohl zwischen den Typen A, B und F, als auch zwischen den Typen C und D auf.
RIEMANN (1967) konnte toxische vegetative Zellen von Typ E von atoxischen Stdmmen mit
Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz (Antitoxin vom Pferd) differenzieren. INUKAI und
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RIEMANN (1968) verwendeten Anti-Pferd-IlgG von Kaninchen und konnten mit dieser
geénderten Technik toxische, atoxische und mindertoxische Stdmme differenzieren. Der
Nachweis fluoreszeierender Zellen gelang ihnen z. B. in sehr jungen Kulturen (6 h), die in der
Maus weniger als 100 MLD aufwiesen. Kreuzreaktionen mit anderen Toxintypen oder
anderen Clostridia spp. wurden nicht beobachtet.

Vegetative Zellen toxischer C. botulinum Typ E-Kulturen wurden von AALVIK et al. (1973)
mit Antitoxin gegen hochgereinigtes Toxin spezifisch geféarbt, Kreuzreaktionen wurden mit
dieser direkten Immunfluoreszenztechnik nicht beobachtet.

2314 PCR

Nachdem die Nukleotid-Sequenzen der strukturellen Gene der BoNT/A-F bekannt waren, war
es moglich, die Toxin-Gene in diesen Organismen mittels PCR nachzuweisen.

FRANCIOSA et al. (1994) testeten 238 Stamme von Clostridium spp. auf die Anwesenheit
von A, B und E-BoNT-Genen. Alle 79 untersuchten C. botulinum A-Stamme, 77 Typ B-
Stamme und 51 Stdmme, die BONT E produzieren (incl. C. butyricum), waren positiv in der
PCR. 8 Stamme, die BoNT/C, D, F und G produzieren, sowie 18 von 20 atoxischen
Organismen waren gegentiber den drei untersuchten Toxin-Genen in der PCR negativ.

Nach Meinung der Autoren bietet die PCR eine hilfreiche Ergédnzung, kénne aber andere
Methoden der Diagnostik des Botulismus nicht ersetzen.

Mittels PCR wiesen FACH et al. (1995) C. botulinum A, B, E, F und G-Gene in kiinstlich
kontaminierten Lebensmitteln nach (10-10° Bakterien/g). Die Korrelation der PCR-
Ergebnisse mit dem Maus-Bioassay betrug bei 84 Lebensmitteln 95,6 %.

C. botulinum-Stdmme der Typen A-E sowie nahe verwandter Stdamme wurden von SZABO et
al. (1993) untersucht. Neurotoxin-produzierende Stdmme konnten ohne Auftreten von Kreuz-
reaktionen von genotypisch verwandten atoxischen Organismen und nicht verwandten
Stdmmen unterschieden werden. Die Sensitivitdt des Tests variierte abhangig vom Typ,
erreichte aber teilweise 10 fg (Typen A, B und E), was ann&hernd 3 Clostridien-Zellen
entspricht. TAKESHI et al. (1996) erreichten fur den Nachweis der Neurotoxin-Gene-Typ A-
F eine &hnliche Sensitivitat.
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Bei kunstlich mit C. botulinum A, B und E kontaminierten Lebensmitteln, Bodenproben und
Stuhlproben von S&uglingen (SZABO et al. 1994 a), sowie bei einem Fall von Botulismus
beim Pferd (SZABO et al. 1994 b) wurde die PCR ebenfalls erfolgreich eingesetzt und
bestétigte die Ergebnisse des Maus-Bioassays.

2.3.2 Toxinnachweis

2.3.2.1 In-vivo-Methoden

2.3.2.1.1 Maus-Bioassay

Zum Nachweis von BoNT ist die Maus das empfindlichste und spezifischste Versuchstier.
Der Nachweisbereich fir Botulinum-Neurotoxine (BoNT) liegt bei 5-10 pg/mL
(DOELLGAST et al. 1993) bzw. 10-20 pg/mL (HALLIS et al. 1996). Abhangig von den
verwendeten Mdausestammen, Haltungsbedingungen und Durchfiihrungstechniken kénnen die
Ergebnisse um das 5-10fache abweichen (SCHANTZ u. KAUTTER 1978). Die i.p.
Applikation verdachtigen/toxinhaltigen Materials stellt wegen einfacher Durchfiihrbarkeit
und guter Reproduzierbarkeit die Methode der Wahl dar (NOTERMANS u. NAGEL 1989;
HATHEWAY 1995).

Extrakte einer toxinhaltigen Probe bzw. Kulturiiberstdnde werden mindestens 2 Mausen i.p.
injiziert, die bei Anwesenheit von BoNT unter typischen Zeichen (,,Wespentaille®, Cheyne-
Stokes-Atmung) innerhalb von 96 h an Botulismus verenden.

Die anschliel3ende erfolgreiche Neutralisation des Toxins in weiteren Tieren mit spezifischen
Antitoxinen ist beweisend fir die Anwesenheit von BoNT. Technische Einzelheiten zur
Toxinneutralisation finden sich bei POPOFF (1989), NOTERMANS und NAGEL (1989)
bzw. DIN 10102 (1988).

Im Lebensmittel- und Bedarfsgegenstdndegesetz 835 (1988) und in der entsprechenden DIN-
Norm 10102 ist bei der Untersuchung von Lebensmitteln tierischer Herkunft die Toxin-
neutralisation zwingend vorgeschrieben, ebenso wie bei der Qualitatskontrolle von
Impfstoffen zur Anwendung beim Menschen (Typ A, B, E) und von Antiseren zur
Anwendung am Tier (Typ C, D) (DEUTSCHES ARZNEIBUCH 1998).
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Die Toxinmenge wird quantifiziert durch entsprechende Toxin-Verdinnungen, wobei hier
I.d.R. 5 Méause pro Verdinnungsstufe benotigt werden. Die Verdunnungsstufe, bei der 50%
der Versuchstiere verenden (LDsp) wird nach der Methode von REED und MUNCH (1938)
ermittelt. Bei der ungenaueren MLD (Méuse Letale Dosis) werden nur 2 Mause pro Toxin-
verdiinnung eingesetzt (NEAVES u. GIBBS 1983).

Ein modifizierter Maus-Bioassay wurde von BOROFF und FLECK (1966) zur Titration von
Typ A-Toxin beschrieben. Nach i.v. Applikation der Toxine an Mé&use war eine deutliche
Beziehung zwischen Toxindosis und Todeszeitpunkt zu beobachten. Ahnliche Beobachtungen
machten auch LAMANNA et al. (1970) fir BoNT/A und MAYORGA et al. (1987) fur
BoNT/G.

Im Vergleich zu dem herkdmmlichen Maus-Bioassay, bei dem die letale Wirkung des Toxins
ermittelt wird, haben SESARDIC et al. (1996) den Bioassay ,,verfeinert”, in dem sie nicht die
Letalitat einer Probe, sondern den Grad der schlaffen Paralyse der Muskulatur nach s.c.
Injektion in die inguicrurale Region einer Maus ermitteln. Die in Relation zu praparierten
Referenzen erhalteten Ergebnisse der schlaffen Paralyse korrelierten mit denen des her-
kémmlichen Bioassays.

Der klassische Nachweis von BoNT durch Toxinneutralisation in der Maus hat viele
Nachteile:

er ist zeitaufwendig und es ist eine grofle Anzahl von Versuchstieren nétig, die einem nicht
unerheblichen Leidensdruck unterliegen. Selbst bei frischem Untersuchungsmaterial liefert
der Test oft keine eindeutigen bzw. falsch negative oder falsch positive Ergebnisse. Der
Maus-Bioassay ist nicht in der Lage, andere toxische Substanzen, die den unspezifischen Tod
der Maus bewirken oder mit der Neutralisation interferieren, herauszufinden (DEZFULIAN
u. BARTLETT 1984).

2.3.2.1.2 Andere Bioassays

Die Tauglichkeit der Wachtel zum Nachweis von BoNT/A und C wurde von MEHLER
(1981) untersucht. Nach intraperitonealer Injektion erwies sich die Wachtel als 21,4 mal
unempfindlicher gegentiber Typ A-Toxin, gegenuber Toxin Typ C wies sie hingegen eine 16
mal héhere Empfindlichkeit als die Maus auf. Bei Umrechnung auf das Korpergewicht ergab
sich daraus eine 112 mal grofRere Empfindlichkeit (pro kg KM) der Wachtel gegenuber
BoNT/C.
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Nach i.m.-Applikation in den M. gastrocnemius der Wachtel durch MEHLER (1981) traten
spatestens 12 h nach Applikation spezifische Muskellahmungen auf, die noch weit unter dem
letalen Grenzbereich i.p. verabreichter Toxinverdinnungen feststellbar blieben (39 pg Protein
= 1/5000 Maus i.p. LDsp). Gegeniiber der i.p. LDsy der Wachtel bedeutete dies fur Typ C
nochmals eine Steigerung um den Faktor 300.

2.3.2.2 In-vitro-Methoden

Zum Ersatz des Tierversuchs wurden verschiedene In-vitro-Methoden entwickelt, einige
erreichten auch die Sensitividt des Maus-Bioassays (DOELLGAST etal. 1993, 1994 g;
SHONE et. al. 1985). Die Immunoassays messen jedoch im Gegensatz zu einem Versuchstier
in der Regel nicht die biologische Aktivitdt des Neurotoxins. Auferdem konnen falsch
negative Ergebnisse aufgrund der antigenetischen Variationen innerhalb der einzelnen BoNT-
Typen auftreten (HALLIS et al. 1996).

2.3.2.2.1 Gel-Prazipitation-Techniken

Die Reaktion zwischen Toxin und typspezifischem Antitoxin wird durch das Auftreten von
Prézipitationsbanden im Agargel sichtbar gemacht, wobei unterschiedlich modifizierte
Techniken zur Anwendung kamen.

VERMILYEA et al. (1968) und SONNENSCHEIN (1973) wiesen BoNT mittels Agargel-
Doppeldiffusion nach. Nach Aufkonzentrierung mit Sephadex wiesen VERMILYEA et al.
(1968) 370-557 MLDso/mL der Toxintypen A, B und E nach. Als nachteilig erwiesen sich
deutliche Kreuzreaktionen zwischen Typ A und B (VERMILYEA et al. 1968;
SONNENSCHEIN 1973; SAKAGUCHI et al. 1974), zwischen Typ B und C bzw. D,
zwischen Typ C und D (SONNENSCHEIN 1973), sowie zwischen Typ E und F und Typ A
und F (SAKAGUCHI et al. 1974).

Eine von MESTRANDREA (1974) entwickelte Mikro-Kapillar-Version der Agargel-
Diffusion erbrachte eine Nachweisgrenze von minimal 100 MLD/mL nicht trypsinisierten
Toxins der Typen A, B und E. Kreuzreaktionen zwischen Typ E-Toxin und A- bzw. B-
Antitoxin wurden nicht beobachtet.
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Zur Eliminierung von Kreuzreaktionen setzten OGUMA et al. (1980) Antiseren gegen
gereinigtes Typ C1-Toxin bzw. partiell gereinigtes D-Toxin ein, wobei aber dennoch
Kreuzreaktionen auftraten. Diese Kreuzreaktionen fihrten die Autoren nicht nur darauf
zurick, dall C- und D- Stamme sowohl C1- als auch D-Toxin produzieren, sondern dal} C1-
und D- Toxine viele Homologien aufweisen.

Eine Modifizierung der Ouchterlony Doppel-Diffusions-Methode ist die deutlich
empfindlichere Uberwanderungselektrophorese, mit der NUNEZ et al. (1990) 100 LDsg
BoNT/A nachwiesen. Kreuzreaktionen wurden zwischen BoNT/A und Antitoxinen B und F
gefunden, mit Antitoxinen E und G zeigten sich keine Kreuzreaktionen.

2.3.2.2.2 Hamagglutinations-Techniken

Mit Hilfe des passiven Hamagglutinationstests erreichten JOHNSON et al. (1967) eine
Empfindlichkeit von weniger als 0,75 MLDsy fur Typ A-Toxin. FRANKE (1974) gelang mit
Hilfe der passiven Hamagglutination eine Differenzierung der BONT/A-E mit
Nachweisgrenzen im mittleren pg-Bereich, Kreuzreaktionen traten mit Kulturfiltraten von C.
perfringens Typ C und E, sowie mit C. sporogenes und C. tetani auf. VVon einer Vielzahl von
Kreuzreaktionen zwischen Antiseren und heterologen Antigenen wurde ebenfalls berichtet
(JOHNSON et al. 1967). SAKAGUCHI et al. (1974) fihrten Kreuzreaktionen zwischen
Toxin-Typ A und B, sowie zwischen Typ A und F im passiven Hamagglutinations-Hemm-
Test auf gemeinsame antigenetische (nicht-toxische) H&magglutinin-Komponenten zurick,
wahrend Typ E-F Kreuzreaktionen auf toxischen und nicht-toxischen Komponenten beruhten.

2.3.2.2.3 Komplementbindungsreaktion (KBR)

WEISS und WEISS (1988) setzten die Mikro-Warmekomplementbindungsreaktion zum
Nachweis C. botulinum-Toxinen ein. Der Toxinnachweis gelang aus bakterienfrei gefilterten
C. botulinum-Bouillonkulturen, Organ- bzw. Lebensmittelextrakten oder Blutserum innerhalb
eines Untersuchungszeitraumes von 6 Stunden. In einer Blutprobe, die einem Kaninchen 1
Stunde nach oraler Verabreichung eines Toxinfiltrates (ca. 5 MLD je g/KM) entnommen
wurde, wiesen die Autoren mittels der KBR eine 0,025 MLD nach, d.h. sie erreichten eine ca.
40 mal groRere Empfindlichkeit als in der Maus.
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1990 berichteten WEISS et al. tber den BoNT/C-Nachweis bei sechs Botulismus-Bestands-
enzootien. In Pansensaft und Leber eines verendeten Rindes konnte BoONT/C nachgewiesen
werden, wéhrend die Blutserum-Probe negativ in der KBR und im Tierversuch war. In einem
weiteren Bestand erfolgte der Nachweis von BoNT/C in Serum und Pansensaft von 2
erkrankten Féarsen am ersten Krankheitstag, am 4. bzw. 6. Krankheitstag war kein Toxin-
nachweis mehr moglich.

DUTRA et al. (1993) untersuchten in Brasilien nach der von WEISS und WEISS (1988)
beschriebenen Mikro-Warmekomplementbindungsreaktion Blutserum-, Pansensaft- und
Leberproben bei 23 akut, subakut bzw. chronisch an Botulismus erkrankten bzw. verendeten
Rindern. Bei 36 untersuchten Proben wiesen die Autoren in 31 Fallen BoNT/C, D bzw.
BoNT/CD-Komplex nach, alle genannte Proben waren im Tierversuch negativ.

Anhnliche Ergebnisse erhielten auch ALMEIDA et al. (1997) mit dieser Methode und
erreichten eine Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitdt von 57 % im Vergleich zum
Mause-Neutralisationstest.

Am Institut fir Tropentierhygiene, Gottingen wurde versucht, den Toxinnachweis mittels
KBR anhand des Arbeitsprotokolls von WEISS und WEISS (1988) nachzuvollziehen, die
Ergebnisse waren jedoch nicht reproduzierbar (BEHRENS 1996).

Mittlerweile wird die Method von WEISS und WEISS in Heidelberg zum Toxinnachweis
nicht mehr durchgefiihrt (GESSLER?).

2.3.2.2.4 Radioimmunoassay (RIA)

Die Basis des von BOROFF und SHU-CHEN (1973) entwickelten RIA war die Konkurrenz
um die Antikorper-Bindungsstelle zwischen radioaktiv-markiertem Toxin und einem nicht
markierten (,,kalten”) Toxin. Nach erfolgter AG-AK-Reaktion wurde die Radioaktivitat im
Uberstand gemessen und mittels einer Standardkurve das Verhiltnis gebundenes markiertes
Toxin : ungebundenes markiertes Toxin gegen ,kaltes* Toxin ermittelt. Der Test war hoch
spezifisch fir BONT/A, die Nachweisgrenze lag bei etwa 100 LDs.

Eine Empfindlichkeit von 80 LDsg (1ng BoNT/mL) erreichten ASHTON et al. (1985) im RIA
mit *I-markierten Antikdrpern. Obwohl BoNT/B und E viele gemeinsame antigene
Determinaten aufweisen, zeigten sie nach Hitzeinaktivierung keine Kreuzreaktionen.

¥ GESSLER, F., pers. Mitt. Gottingen, 18.6.1999
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BETLEY und SUGIYAMA (1979) verwendeten eine modifizierte Methode des RIA zur
Ermittlung von BoNT/A, in der an Antikorper gebundenes Antigen mittels Staphylokokken
Protein A von ungebundenem Antigen separiert wurde. Sie fanden in frischen
Kulturliberstanden von Typ A d&hnliche Titer von Antigenitat und Toxizitat, wéhrend bei
mehrwaochiger Lagerung der Proben die Toxizitat deutlich mehr als die Antigenitat abnahm.
Diese Ergebnisse veranlaBten die genannten Autoren zu der Schlul3folgerung, dal3
serologische Verfahren zum Nachweis von BoNT nicht immer fir genaue Ermittlungen der
Toxizitéat eingesetzt werden konnten.

2.3.2.2.5 Enzymimmunoassay (EIA)

NOTERMANS et al. (1978 b) beschrieben erstmals die von ihnen als ELISA-Double-
Sandwich bezeichnete Technik zum Toxinnachweis von C. botulinum Typ A. Die Autoren
setzten Meerrettich-Peroxidase als Konjugat ein und erreichten mit dieser Technik eine
Empfindlichkeit von 50-100 MLDsy/mL. Sie fanden keine Kreuzreaktionen zu den
Toxintypen B, C oder E und sahen diese Methode als gute Maglichkeit fiir das Screening von
Kulturfiltraten anstelle des ublichen Bioassays an. Mit der gleichen Methode gelang KOZAKI
et al. (1979) der Nachweis von BoNT/B (5000 MLDso/mL) und NOTERMANS et al. (1979)
der Nachweis von BONT/E (80 MLDsy/mL). Bei beiden Methoden traten leichte
Kreuzreaktionen mit A- bzw. B-Antikorpern auf, die KOZAKI et al. (1979) auf mangelnde
Spezifitat der verwendeten Immunglobuline oder immunologische Identitat zwischen nicht-
toxischen Komponenten zurtckfuhrte.

LEWIS et al. (1981) erreichten mit einem Double-Sandwich-ELISA mit alkalischer
Phospatase als Konjugat flir BONT/G eine Nachweisgrenze von <1 i.p. MLDso/mL. Die hohe
Empfindlichkeit fuhrten die Autoren darauf zurlck, dal} im Gegensatz zum Mause-Bioassay,
der die Gesamttoxizitét in einer Probe erfalit, mit dem ELISA auch bereits inaktiviertes Toxin
gemessen wurde. Keine Kreuzreaktionen traten mit C. botulinum B, C, D, E und F und
C. sporogenes auf, was LEWIS et al. (1981) darin begriindeten, daR zur Stimulation der 1gG-
Produktion im Kaninchen gereinigtes Toxin verwendet worden war und da3 das gewonnene
IgG chromatographisch gereinigt worden war. Kulturiberstande von C. botulinum und
C. subterminale ergaben teilweise falsch positive Resultate.

NOTERMANS et al. (1982) entwickelten einen Sandwich-ELISA, der zur Differenzierung
von C. botulinum C1 bzw. D-Toxinen gegentber anderen Toxintypen, aber nicht zur Unter-
scheidung von C1 und D eingesetzt werden konnte. Keine Korrelation sahen die Autoren
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zwischen der Toxizitat (Bioassay) der eingesetzten Kulturen und dem Ergebnissen des ELISA
(Antigen-Menge). Wegen der antigenetischen Gemeinsamkeit von Toxinen der Stdmme C
und D erscheint die Differenzierung von C1- und D-Toxin mittels ELISA fraglich (OGUMA
et al. 1980).

BATZA (1982, 1983) entwickelte einen von ihm als indirekten Sandwich-Assay*
bezeichneten ELISA fur Typ A- und C-Toxine mit einer sehr hohen Spezifitat, aber stark
schwankenden Sensitivitdten, die er auf die unterschiedlichen Reinheitsgrade und
Proteingehalte der verschiedenen Toxinpraparationen zurtckfuhrte.

DEZFULIAN und BARTLETT (1984) modifizierten einen Doppel-Sandwich-ELISA und
reduzierten die Kreuzreaktionen, indem sie Antikdrper Typ A von immunotoleranten Tieren
in ithrem ELISA einsetzen. Sie fanden Kreuzreaktionen mit BoNT/B, aber nicht mit anderen
Typen oder anderen Clostridien-Kulturiiberstanden; die Sensitivitat betrug <10 MLDso/mL.
Mit der beschriebenen Methode gelang DEZFULIAN et al. (1985) der Nachweis von
BoNT/A und B in Stuhlproben von an Botulismus erkrankten Sauglingen mit einer Spezifitat
von 96 %. Mit der gleichen Methode gelang RODRIGUEZ und DEZFULIAN (1997) der
Toxinnachweis in grinen Bohnen und Pilzen. Sie inokulierten die Lebensmittel mit C.
botulinum A, zwei Tage spater wiesen sie 10-10* LDsq nach.

Trotz affinitdtschromatographischer Reinigung der Antiseren konnten MICHALIK et al.
(1986) bei ihrem Doppel-Antikdrper-Sandwich-ELISA fir A- und B-Toxin Kreuzreaktionen
nicht eliminieren und erreichten eine Sensitivitdt von 100-300 DLM. HUHTANAN et al.
(1992) erreichten ebenfalls nicht die von DEZFULIAN und BARTLETT (1984) beschriebene
Empfindlichkeit mit einem Doppel-AK-ELISA, flhrten dies aber auf die einwdchige
Lagerung der Proben im Kihlschrank und auf den Gebrauch eines weniger sensitiven
polyvalenten Antikdrpers zurlck.

In Kulturtiberstdnden, diversen Organextrakten und Serum verschiedener Tiere sowie in
Lebensmitteln gelang THOMAS (1991) der Toxinnachweis mit einem direkten Sandwich-
ELISA mit polyklonalen Antikorpern. Die Spezifitat betrug 96%, die Sensitivitdt 70%. Bei
homologen Kulturfiltraten wurde eine Nachweisempfindlichkeit von 1072-10> MLDsg/mL
erreicht.

Monoklonale Antikorper wurden erstmals von SHONE et al. (1985) in einem direkten ELISA
fir BoNT/A eingesetzt, der eine Empfindlichkeit von 5-10 MLDsy/mL aufwies. Kreuz-
reaktionen mit BoNT/B- und E bzw. C. tetani, C. perfringens, C. difficile wurden nicht
beobachtet.



SCHRIFTTUM 49

RANSOM et al. (1993) modifizierten den von SHONE et al. (1985) entwickelten ELISA mit
polyklonalen Antikdrpern als Fang-Antikorper. Die Methode erwies sich als sehr sensitiv und
spezifisch fir den Nachweis von BoNT/A, formalinisiertes Toxoid A konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. GIBSON et al. (1987) verwendeten ebenfalls monoklonale Typ A-
Antikorper in ihrer als ,,Amplified-ELISA* bezeichneten Technik, bei der sie etwa die
Empfindlickkeit des Mause-Bioassays erreichte. Kreuzreaktionen zu B- und F-Toxinen
wurden nicht beobachtet.

POTTER et al. (1993) gelang der Nachweis von Botulinum-Toxin A, B und E mit Hilfe eines
Doppel-Antikorper-Sandwich-ELISA. Dazu setzten sie trivalente kommerzielle Antiseren
sowohl als Fang-Antikorper als auch biotinyliert als sekunddren Antikdrper ein. Der Toxin-
nachweis gelang sowohl von gereinigtem Neurotoxin als auch von inokulierten Lebensmittel-
proben. Die Sensitivitéat betrug 100%, die Spezifitat 70,6%.

EKONG et al. (1994) verglichen die von ihnen entwickelten single-site- und two-site
(=Sandwich) -Immunoassays fur den Toxinnachweis von Typ A. Der sensitivste Assay war
der two-site-capture Assay, bei dem toxinspezifische Antikorper gegen das gebundene Toxin
verwendet wurden und der Nachweis mittels affinitatsgereinigten Antikorpern und
hochtitrigen Konjugaten erfolgte.

DOELLGAST et al. (1993,1994 a, b) entwickelten einen ELISA-ELCA (Enzyme-Linked
Coagulation Assay)-Test, der auf dem Nachweis von Komplexen durch einen Festphasen-
Assay basiert. Diese Methode war sehr sensitiv fir Toxine A, B und E mit Nachweisgrenzen
im Bereich des Mause-Bioassays. Die komplizierte Natur dieses Teststystems beschrankt
jedoch nach EKONG et al. (1995) seine generellen Anwendbarkeit.

Eine Doppel-AK-Version eines Chemilumineszenz Immunosorbent Assay (CLISA) stellen
LIGIEZA et al. (1994) zum Nachweis l6slicher Antigene von C. botulinum A vor.
Spezifisches Anti-Pferd-1gG wurde an Polystrene-Kiigelchen gecoatet, das an 1gG gebundene
Toxin wurde nach Zugabe von ABEI (N-/4-aminobutyryl/N-ethyl-isoluminol)-konjugiertem
Antitoxin-1gG durch Z&hlung emittierter Lichtimpulse nachgewiesen. Die Ergebnisse des
CLISA verglichen die genannten Autoren mit Ergebnissen des von MICHALIK et al. (1986)
entwickelten ELISA und einem passiven Hamagglutinationstest, wobei der CLISA eine 10
mal hohere Empfindlichkeit aufwies (10 LDsq /mL) als die beiden anderen Methoden.

SEMLER-SCHNEIDER et al. (1988) charakterisierten C. botulinum-Toxine A-E mit der
Western-Blot-Technik. Eine Typisierung der unterschiedlichen Rohtoxine auf der Basis ihrer
Molekulargewichte im SDS-Gel war nur vergleichend moglich. Im Western-Blot mit
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gereinigten Toxinen konnten die Typen eindeutig mit homologen Antiseren differenziert
werden, Rohtoxine waren wegen der Fille der auftretenden Banden nur bedingt zu
differenzieren.

Mittels Kolonie-Immunoblot wiesen GOODNOUGH et al. (1993) BoNT in und um Kolonien
von C. botulinum A, B und E nach. BoNT wurde auf eine Nitrocellulosemembran transferiert
und mit spezifischen Antiseren detektiert. Bei zwei Stimmen von C. butyricum gelang eben-
falls der Nachweis von BoNT.

Der von OGERT et al. (1992) entwickelte Glasfaser-Biosensor zum Nachweis von BoNT ist
vom Prinzip ein zwei-Stufen-Sandwich-Immunoassay. Auf der Oberflache einer sich zum
Ende verjungenden optischen Faser wurden Toxin-spezifische Antikérper (1gG)
immobilisiert. Haben in Losung befindliche Toxine an diesen Antikorper gebunden, konnte
uber einen gegen die Epitope des Fang-Antikorpers gerichteten sekundéren, Rhodamin-
markierten Antikorper die Komplexbildung mittels Argon-Laser (514 nm) gemessen werden.
Quantitative Ergebnisse lagen innerhalb weniger Minuten vor. Die Reaktionen waren bei
einer Nachweisgrenze von 5 ng/mL BoNT/A hochspezifisch.

MENKING et al. (1994) verwendeten den Glasfaser-Biosensor sowohl als Einstufen- als auch
als Zweistufen-Assay. Im Zweistufen-Assay wurde Toxoid nicht kovalent an eine Quarz-
Faser gebunden und in Antiserum inkubiert. Flossen FITC (Fluoreszein Isothiocyanat) -
markierte sekundédre Antikorper durch die beschichteten Fasern, wurde die AK-AG-Bindung
optisch detektiert. Zugabe steigender Toxinkonzentrationen ergab eine dosisabhéangige
Abnahme der initialen Fluoreszenz. Im Einstufen-Assay wurde das Antitoxin an die Quarz-
Faser gebunden. Durch die Faser flielendes freies Toxin konkurrierte mit FITC-markiertem
Toxin um die Bindungsstelle an dem Antitoxin, was ebenfalls zu einer Abnahme der initial zu
messenden Signale fuhrte. Die Nachweisgrenze der Toxine lag im nanomolaren Bereich (50
nM).

KUMAR et al. (1994) erreichten fir BoNT-B mit der einstufigen Methode eine
Empfindlichkeit im Nanogramm-Bereich.

HALLIS et al. (1996) entwickelten eine neue Generation von Assays, die im Gegensatz zu
anderen immunologischen Methoden die biologische Aktivitdt von BONT messen.

Das Testprinzip basierte auf dem Nachweis hochspezifischer zink-abh&ngiger Endopeptidase-
Aktivitditen der Neurotoxine an den Rezeptorproteinen SNAP-25, Syntaxin und
Synaptobrevin.

Nach Peptidsynthese mittels Festphasen-Peptid-Synthesizer wurden in Meerschweinchen
Antikorper gegen diese gereinigten Peptide produziert: Fur einen BoNT/A-Assay gegen die
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C- und N-terminale Enden der Schnittstellen SNAP-25, fiir den BoNT/B-Assay gegen die C-
terminale Seite der Schnittstelle von Synaptobrevin.

Die an der Festphase immobilisierten Peptide wurden mit der toxinhaltigen Probe inkubiert.
Mittels der aus den Meerschweinchen gewonnenen Antikorper, die spezifisch an das neu
exponierte Ende des Peptids gebunden haben, wurden die Peptid-Schnittstellen nachgewiesen.
Mit  dem  Endopeptidase-Assay  erreichten  die  genannten  Autoren  eine
Nachweisempfindlichkeit fiir gereinigtes BoNT/B von 0,17 +/- 0,06 ng/mL. Keine falsch
positiven Ergebnisse lieferten BoNT/F und Tetanus-Toxin, die ebenfalls Synaptobrevin
spalten konnen. Eine dhnliche Sensitivitat wurde fiir den BoNT/A-Assay ermittelt, auch hier
wurde keine Kreuzreaktion zu anderen Toxintypen beobachtet.

Anhnliche Ergebnisse erzielten auch WICTOME et al. (1998) und SESARDIC et al. (1998)
mit einem Endopeptidase-Assay flir BONT/A und BoNT/E.

Diese neue Technik bietet nach Meinung von HALLIS et al. (1996) den Komfort von
konventionellen Immunoassays mit dem zusatzlichen Vorteil, dal die biologische Aktivitat
von BONT gemessen und keine denaturierten Toxine nachgewiesen werden. Der
Endopeptidase-Assay kommt somit dem Mause-Bioassay in der Aussagekraft néher als
andere immunologische Nachweismethoden.

2.4. Nachweismethoden von C. botulinum-Antitoxinen

Methoden zum Nachweis von Antikorpern gegen BoONT dienen dem Nachweis der
Wirksamkeit und Typisierung von Antiseren/-toxinen und der Ermittlung immunreaktiver
Wirkungen nach Impfungen, nach ,,naturlicher Exposition mit dem Antigen, oder nach dem
therapeutischen Einsatz der Neurotoxine.

Zum Nachweis von C. botulinum-Antitoxinen werden unter Verwendung bekannter und
standardisierter Typ-Toxine in der Regel modifizierte Antigen-Nachweismethoden eingesetzt
(BATZA 1982; HATHEWAY u. DANG 1994).

Die Standard-Methode zum Nachweis und zur Quantifiziereung von Antikdrpern gegen
C. botulinum ist auch hier der M&use-Bioassay (HATHEWAY u. DANG 1994).
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24.1 In-vivo-Methoden

Quialitativer Belastungsversuch (,,Challenge*)

Die sich nach einer Immunisierung mit Toxin oder Toxoidimpfstoffen entwickelte Immunitat
von Versuchstieren wird zu verschiedenen Zeitpunkten mit bestimmten Mengen Toxin
belastet. Der Immunisierungserfolg wird mit unbehandelten Kontrollen verglichen
(CARDELLA et al. 1958; FIOCK et al. 1962; HEIMSCH et al. 1970).

Diese qualitative Aussage Utber die AK-Bildung wird in Form von LDso-Werten ausgedriickt,
exakte Aussagen uber die HOhe der Antitoxintiter sind mit dieser Methode nicht mdglich.
(BATZA 1982).

APPLETON und WHITE (1959) evaluierten eine (A,B,C)-Toxoid-Vakzine in Mausen,
Meerschweinchen und Frettchen. Nach den Impfungen wurde ein Challenge an M&dusen mit
unterschiedlichen Toxinbelastungen durchgefiihrt. C. botulinum Typ D-Toxoide wurden in
Meerschweinchen, Mausen und Kaninchen auf ihre immunogen Wirksamkeit Uberpruft
(CARDELLA et al. 1960). Die Immunitat von Méausen nach Impfung mit 2 verschiedenen
kommerziellen Botulismus-Vakzinen und einem eigenen Typ C-Toxoid-Impfstoff verglich
SCHICHOWSKI (1980).

CLAYTON et al. (1995) immunisierten M&use mit einem rekombinanten Fragment von
C. botulinum Typ A aus E. coli und bestimmten die Uberlebensrate gegen einen Challenge
mit Toxin.

Quantitativer Schutzversuch (,,Neutraliationstest*)

Die Standard-Methode zum Nachweis von Botulinum-Antitoxinen ist der M&useschutz-
versuch. Diese Methode milt die Fahigkeit eines Serums, bei steigenden Verdiinnungen die
letale Wirkung des BoNT zu neutralisieren (HATHEWAY u. DANG 1994). Die Schutz-
wirkung des unbekannten Serums wird dabei mit derjenigen eines genau definierten Standard-
Antitoxins verglichen. Uber die Todesrate und die Verdiinnungsstufe konnen quantitative
Aussagen uber den Gehalt an Internationalen Einheiten (IE) des Serums gemacht werden
(BOWMER 1963).

Es wird vorrausgesetzt, dal? die Ergebnisse mit dem Immunitétslevel korrelieren und das die
Spezifitat des Schutzes von dem im Test verwendeten Toxin definiert wird (HATHEWAY u.
DANG 1994).
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Fur die Wirksamkeit von C. botulinum-Antitoxinen gema? DAB (1998) und EAB (1997)
wird ebenfalls o0.g. Standard-Methode vorgeschrieben. Die Prifung der Antitoxine erfordert
eine in Internationalen Einheiten eingestellte Standardzubereitung jedes Botulismus-
Antitoxin-Typs und geeignete Botulismus-Toxine als Testtoxine.

Standardisierte Prdparationen von C. botulinum Antitoxinen A-E wurden von BOWMER
(1963) beschrieben, der die Konzentration von Toxin und Antitoxin in Serien von Toxin-
Antitoxin-Komplexen und die Beziehung dieser Konzentrationen zu einem Standardantitoxin
als ,,Level des Tests* (L+) ausdriickte.

Eine L+-Toxindosis ist diejenige Toxinmenge, die nach Mischen mit 1 mL Standard-
Antitoxin bei 50 % der Versuchstiere (i.p.-Injektion) innerhalb 96 Stunden zum Tod fihrt.
Eine L+/10-Dosis bewirkt mit 0,1 mL Antitoxin gemischt das gleiche, usw.

Indem konstante Toxinmengen mit variablen Antitoxinmengen eingesetzt wurden, konnte die
Antitoxin-Potenz durch Mause-Bioassays ermittelt werden.

Bezlglich der Spezifitdt der praparierten Antitoxine zeigten die Antitoxin A und B keine
Schutzwirkung gegeniiber den anderen Toxinen, wohingegen Antitoxin C gegen die Toxine D
und E, Antitoxin D gegen die Toxine C und E und Antitoxin E zusétzlich gegenuber Typ D-
Toxin schutzende Wirkung (Kreuzreaktionen) aufwiesen.

Das National Institute for Medical Research setzte die 5 von BOWMER (1963) praparierten
Antitoxine als die Internationalen Standards fir C. botulinum Antitoxine A-E ein.

1 1U Antitoxin wird iblicherweise als die Menge antitoxisches Serum angesehen, die 10*
Mause-LDs; der Toxintypen A-D und 10° Méause-LDsy des Toxintyps E zu neutralisieren
vermag (HATHEWAY u. DANG 1994).

Die internationalen Standards wurden vom Internationalen Labor fiir Biologische Standards,
Statens Serum-Institut, Kopenhagen, Dédnemark aufbewahrt und zugeteilt (BOWMER 1963).
Nachdem das FAO-Zentrum in Kopenhagen seine Referenzpraparate jahrelang fur
diagnostische Zwecke abgegeben hat, stehen derzeit diese Referenzantitoxine nicht mehr zur
Verfiigung (BOHNEL et al. 1996). Die Sammlung wurde mitlerweile vom National Institute
for Biological Standards and Control (NIBSC), London Gibernommen.

FIOCK et al. (1962) versuchten in Meerschweinchen eine Korrelation zwischen Serum-
Antitoxin-Titern und der Immunitét in einem Challenge mit homologem Toxin zu ermitteln.
50 % der Meerschweinchen mit C. botulinum Typ A-Antitoxinen (bei 0,03 U/mL Serum)
(iberlebten einen Challenge mit 1x10° LDso. Bei 0,005 U/mL B-Antitoxin (iberlebten 50 %
der Meerschweinchen einen Challenge mit 6x10° LDso. Bezogen auf die Toxinneutralisation
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bedeutete dies, dalR eine Einheit Typ B-Antitoxin 4 mal so viel typspezifisches Toxin
neutralisiert wie eine Typ A-Einheit. Auf diese Ergebnisse im Meerschweinchen basierend
sahen FIOCK et al. (1962) 0,02 Typ A U/mL und 0,005 Typ B U/mL Serum als zufrieden-
stellenden Schutz fur den Menschen an.

JANSEN et al. (1976) bestimmten den Impferfolg einer seit 1950 grof3flachig in Sudafrika bei
Rindern eingesetzten Lamsiekte-Vaccine im Belastungs- und Schutzversuch in der Maus. Sie
kamen zu dem Ergebnis, daB ein Rind gegen hohe orale Toxindosen geschitzt ist, auch wenn
sich sein Antitoxin-Titer auf einem relativ niedrigen Niveau (0,02 U/mL) befindet.

2.4.2 In-vitro-Methoden

Bei der Entwicklung von In-vitro-Methoden zum Nachweis von AK gegen Botulismus muf3
beachtet werden, dal? die Antikorper, die gegen ein bestimmtes Antigen produziert wurden,
gegen eine Vielzahl von Komponenten in der Antigen-Praparation gerichtet sein kdnnen, oder
gegen verschiedene Epitope eines hochgereinigten einzelnen Proteins. Bezogen auf die
Immunreaktion gegen ein Toxin sind jedoch nur die Antikorper, die effektiv die biologische
Aktivitat des Toxins neutralisieren, relevant (HATHEWAY u. DANG 1994).

2.4.2.1 Hamagglutinations-Techniken

Mit der Passiven Hamagglutination (PHA), bei der C. botulinum Typ E-Progenitor-Toxin an
Schaferythrozyten gekoppelt wurde, wiesen SAKUGUCHI et al. (1974) Antikorper in Seren
immunisierter Tiere verschiedener Spezies nach. Antikdrper im Kaninchen wurden erstmals 9
Tage nach einmaliger Impfung mit Toxoid gefunden.

Die PHA-Titer waren proportional zu den neutralisierenden AK in den Seren, mit Ausnahme
derer, deren Proben zu einem frihen Zeitpunkt nach Erstimpfung getestet wurden, wenn ein
grolRer Anteil der AK zur IgM-Fraktion gehorten. Bei der Fraktionierung der Antikorper in
IgG und IgM wurden im frihen Stadium nach der Immunisierung nur IgM gefunden, spéater
IgM und 1gG, zum SchluB bis zum Erreichen des Antikorper-Plateaus nur 1gG. Die
Nachweisgrenze lag bei ca. 0,0002 IU/mL, der Test war ca. 50 mal sensitiver als der Test in
der Maus und spezifisch fiir Typ E-Antitoxin.
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OHISHI et al. (1979) testeten das natlirliche Vorkommen von AK gegen C. botulinum bei
aasfressenden Vogeln (Putengeier, Kréhe) und Sdugern (Kojote, Ratte) mittels der PHA und
verifizierten die Ergebnisse anhand des Serum-Neutralisationstests. 90 % der Geier-Seren,
42 % der Seren von Kréhen, 23% der Kojotenseren und 17 % der Rattenseren wiesen positive
Reaktionen z. T. gegen alle 6 Toxintypen auf. Alle PHA-positiven Seren der Geier wiesen
neutralisierende AK gegen die Typen C und D auf, wohingegen die Ubereinstimmung beider
Tests bei anderen Toxintypen bzw. bei den anderen Tierspezies zwischen 0 und 67 %
schwankten.

2.4.2.2 Radioimmunoassay (RIA)

Mit zwei Fest-Phasen Radioimmunoassays - im ersten Assay erfolgte die Bindung des
Antikorpers an Plastikrohrchen, im zweiten Assay kovalent an Bromacetylzellulose - wiesen
HABERMANN und BERNATH (1975) Typ-A Antikorper in Humanseren nach. Beide
Techniken, die auf der kompetitiven Verdrangung des markierten Toxins an den freien
Bindungsstellen des festphasengebundenen Antikorpers basieren, hatten eine Empfindlichkeit
von 0,08 IE/mL bzw. bei langerer Inkubationszeit von 0,04 IE/mL Serum und wiesen eine
gute Ubereinstimmung zu den Ergebnissen des Mause-Neutralisationstests auf.

KAMATA et al. (1986) verglichen den RIA und verschiedene ELISA-Techniken zum
Nachweis eines monoklonalen Antikorpers (E 13) gegen C. botulinum E. Wahrend beim
ELISA der monoklonale Antikérper mit dem an der Festphase gebundenen Toxoid, jedoch
nicht mit dem gebundenen Toxin reagierte, der RIA aber die direkte Bindung von E 13 an das
Toxin demonstriert hatte, schien diese Methode nach Meinung der Autoren die geeignetste
zur Titration monoklonaler Antikdrper zu sein.

2.4.2.3 Enzymimmunoassay (EIA)

Durch direkte Adsorption eines Toxins (SHONE et al. 1986; SIEGEL 1988, 1989; ELLIS
1989; JUBB et al. 1993; GREGORY et al. 1996) oder Toxoids (BATZA 1982; RUBIN et al.
1982, ADAMI 1984) an der Festphase, oder durch ,Vermittlung® der Adsorption mittels
spezifischer AntikOrper an der Festphase der Mikrotiterplatte (KAMATA et al. 1986;
DEZFULIAN et al. 1987; RANSOM et al. 1993) wurden Antikdrper in einer Probe, die die



56 SCHRIFTTUM

Epitope des Fang-Antigens erkannten, durch Enzym-konjugierte, sekundére Antikorper nach-
gewiesen.

Einen ELISA mit grob gereinigten C- und D Toxoiden als Fang-Antigen entwickelte BATZA
(1982, 1983). Ihm gelang der Nachweis von Antikorpern in Seren vakzinierter Kaninchen und
Ziegen sowie in gepoolten Mauseseren. Die Ergebnisse des ELISA erbrachten keinen
signifikanten Unterschied zu den Ergebnissen des Mause-Bioassays.

Hinsichtlich der Spezifitat, d. h. des Auftretens immunologischer Kreuzreaktionen mit
anderen Typtoxinen wurden fur Typ A keine Kreuzreaktionen mit den untersuchten B-, C-, E-
und F-Toxinen festgestellt, wadhrend Typ C-Antiserum leichte Kreuzreaktionen mit Typ F-
Toxin einging, deren Ursache ungeklért blieb. Kreuzreaktivitat mit Typ D-Toxin wurde nicht
untersucht, wiren nach BATZA (1982) jedoch zu erwarten gewesen.

RUBIN et al. (1982) testeten Serumproben von 2 S&uglingen mit Botulismus wéhrend
intestinaler Kolonisation von C. botulinum auf Antikorper gegen Botulinumtoxin mit mono-
valenten A-, B- bzw. E-Toxoiden als Fang-Antigen. Sie fanden leicht erhéhte Titer 30 und 60
Tage nach Ausbruch der Krankheit. Kreuzreaktionen zwischen den Typen A und B fihrten
die Autoren auf Reaktionen mit anderen Antigenen von C. botulinum bzw. gemeinsame anti-
genetische Bindungsstellen beider Toxine zuriick.

HATHEWAY und DANG (1994) fanden ebenfalls bei S&uglingen mit Botulismus
Antikorperentwicklung zu Rohtoxin-Praparationen im ELISA, aber nur eine der zehn Serum-
proben war im Mauseschutzversuch positiv.

Mit Hilfe einer nicht publizierten Methode der CDC wiesen GRIFFIN et al. (1997) bei einem
Patienten mit Crohn’scher Krankheit 19 Wochen nach intestinaler Kolonisation mit
C. botulinum A endogen gebildete, neutralisierende Antikorper mittels ELISA nach.

ADAMI (1984) gelang der Nachweis von Antikorpern in Serum, Milch und Kolostrum
immunisierter Ziegen mittels eines ELISA, in dem er die zur Immunisierung verwendete
Lamsiekte-Vaccine auch als Fang-Antigen einsetzte. Eine direkte Korrelation zwischen der
Hohe des im IgG-Peroxidase-ELISA gemessenen Antitoxingehaltes und der im
Mauseversuch ermittelten Schutzwirkung konnte nicht festgestellt werden. Ursache dafur war
nach Meinung des Autors, dafl in der Maus nur neutralisierende Antikdrper nachgewiesen
werden, der POD-ELISA daneben noch Antikdrper gegen andere in der Vakzine enthaltenen
Antigene erfalt.

ADAMI (1984) wies aullerdem in Seren von 7 Jungziegen, deren Mdttern immunisiert
wurden, ausschlieBlich kolostral Gbertragene Antikorper bis zur 12. Lebenswoche nach, die
der Subklasse 1gG1 angehorten.
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HERBST et al. (1987) modifizierten den von ADAMI (1984) beschriebenen ELISA und
wiesen neutralisierende Antikorper in zwei mit Lamsiekte Vaccine geimpften Hihnern nach.

SHONE et al. (1986) verwendeten gereinigte Typ A- bzw. Typ B-Toxine als Fang-Antigen
und fanden in Seren geimpfter Personen nur eine begrenzte Korrelation von ELISA-
Ergebnissen zu dem Mauseschutzversuch, niedrig-titrige ELISA-Messungen waren unzuver-
lassig, da die Proben nur knapp Gber dem cut-off-Wert lagen.

Zur Titration monoklonaler Antikorper gegen Typ E wurden verschiedene ELISA-Techniken
und der RIA von KAMATA et al. (1986) eingesetzt. Als Antigene wurden sowohl Toxine als
auch Toxoide eingesetzt. Im direkten ELISA reagierte der AntikOrper mit dem an der
Festphase gebundenen Toxoid, aber nicht mit einem an der Festphase gebundenen Toxin. Der
RIA hingegen demonstrierte auch die direkte Bindung des monoklonalen Antikorpers E13
(der im Mauseschutzversuch eine ebenso starke neutralisierende Aktivitdt wie polyklonale
Antikorper aufwies) an das Toxin.

Dieses ,,verbluffende” Ergebnis veranlaBte KAMATA et al. (1986) zu folgender Arbeits-
hypothese: E13 bindet an das Toxinmolekdl nur in Lésung. Die Bindungsstelle, an der E13 an
das Toxinmolokil bindet, ist durch die Bindung an die Plattenoberflache maskiert, und
exponiert durch Formalinisierung. Die Behandlung des Toxins mit Formalin verandert die
dreidimensionale Konformation des Toxinmolekiils und exponiert die Epitope gegenuber
E13.

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse veranlaten KAMATA et al. (1986) vor dem Einsatz
»konventioneller” ELISA-Techniken, bei denen das Antigen direkt an die Festphase
gebunden wird, abzuraten, weil positive Reaktionen hdufig nicht detektiert werden kénnten.
Beim Einsatz eines Sandwich-ELISA durch die o0.g. Autoren, bei dem an die Festphase
gebundene polyklonale Kaninchen-Antikorper die Antigene immobilisieren, gelang der
Nachweis des monoklonalen Antikdrpers E13 in gleicher Weise mit Toxin und Toxoid als
Fang-Antigen.

DEZFULIAN et al. (1987) verbesserte durch Beschichtung der Festphase mit einem
spezifischen Antitoxin anstelle eines Toxoids die Spezifitat seines Doppel-Sandwich-ELISA.
Er machte eine kinetische Studie Uber die AK-Antwort eines mit A-E-Toxoid geimpften
Probanden. Der C. botulinum Typ A Antikdrper-Nachweis gelang bereits 4 Wochen nach
Erstimpfung (2 Wo. nach Boosterung), 15 Wochen bevor neutralisierende Antikorper im
Mause-Bioassay nachgewiesen werden konnten. Die Empfindlichkeit betrug 0,125 1U/mL.
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RANSOM et al. (1993) modifizierten den von SHONE et al. (1985) entwickelten ELISA zum
Nachweis von BoONT, der wiederum modifiziert, auch zum Nachweis von Antiseren
eingesetzt wurde. Eine definierte Menge Fang-AK wurde mit einer definierten Menge BoNT
versetzt, darauf wurde das AK-haltige Serum titriert. Die Anderung der Absorption war direkt
proportional zu den Titern des Maus-Bioassays. Die Entwicklung eines solchen Assays
scheitere nach RANSOM et al. (1993) jedoch in der Regel an der Verfligbarkeit BoNT-
spezifischer Antiseren als Fang-AK.

Um den Immunstatus von Probanden, die mit pentavalentem an Aluminium-Phosphat
adsorbiertem C. botulinum-Toxoid geimpft wurden, zu bestimmen, etablierte SIEGEL (1988)
einen ELISA zum Nachweis von A- und B-Antikorpern. Die Ergebnisse des ELISA mit
gereinigtem Typ A- bzw. Typ B-Toxin als Fang-Antigen wurden im Neutralisationstest
evaluiert. Statistisch waren die Korrelationskoeffizienten beider Ergebnisse hoch (r=0,69 bei
Typ A bzw. r=0,77 bei Typ B, P<0,0001), es gab jedoch groRe Streuungen der AK-Level
innerhalb der Gruppen mit dem gleichen Impfstatus, so dal die ELISA-Ergebnisse nach
Meinung des Autors zur VVorhersage der Hohe von neutralisierenden AK nicht herangezogen
werden sollten.

1989 untersuchte SIEGEL o.g. Seren weiterhin auf neutralisierende AK gegen die Toxintypen
A (5,7-51,6 1U/mL), B (0,75-18 IU/mL) und E (0,61-10 1U/mL) in der Maus. Auch hier fand
er keine Korrelation zwischen der Hoéhe der neutralisierenden AK-Titer der verschiedenen
Toxintypen und erklérte, dal} der Titer eines Toxin-Typs nicht zur VVorhersage des Titers eines
anderen Toxintyps herangezogen werden konnte.

Einen von ELLIS (1989) entwickelten ELISA zum AK-Nachweis gegen Typ C- und D-Toxin
und seine Anwendung bei einer vermeintlichen Botulismus-Intoxikation in einer Rinderherde
in Nord-West-Australien beschrieben JUBB et al. (1993). Sie untersuchten Seren von 7 er-
krankten und 27 gesunden Rindern; 6 der erkrankten Rinder wiesen Antikdrper gegen
C. botulinum C auf, wéhrend nur 8 der 27 gesunden Tiere Antikorper aufwiesen. Durch
diesen Antikorper-Nachweis wurde die Diagnose Botulismus als Krankheits- und
Todesursache von ca. 100 Rindern einer nord-australischen Herde erhdartet. Seren und
Panseninhalt der 7 erkrankten und spéter verendeten Rinder waren im Mé&usetoxizitatstest
negativ (JUBB et al. 1993).

ELLIS (1989) konnte bereits nachweisen, dal? unvakzinierte Rinder in Botulismus-Endemie-
gebieten Antikorper gegen diese Toxine aufwiesen. Der Nachweis von Antikérpern bei
gesunden Tieren in der Studie von JUBB et al. (1993) liel} vermuten, dal subklinische
Expositionen stattgefunden hatten bzw. kranke Tiere wieder genesen waren. Eine
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Inkubationszeit von 3-7 Tagen und ein 2-3tagiger Krankheitsverlauf sollte nach Meinung der
Autoren ausreichend Zeit fur eine natirliche Antikorperbildung sein.

Da bei dem entwickelten ELISA in Meerschweinchenseren deutliche Kreuzreaktionen
zwischen Antikorpern gegen C- und D-Antigenen auftraten, die auf gemeinsame Epitope der
schweren Kette von C- und D-Neurotoxinen zurtickzufuhren waren, versuchten ELLIS et al.
(1998) polyklonale Antikorper gegen die leichte Kette der BoNT/C bzw. -D zu préparieren,
um zwischen C- und D-Antikoérpern unterscheiden zu kénnen. Es stellte sich jedoch heraus,
dalR selbst bei der Verwendung isolierter leichter Ketten als Antigen Kreuzreaktionen der
Antikorper gegentiber BoNT/C bzw. D auftraten (ELLIS et al. 1999).

GREGORY et al. (1996) entwickelten einen ELISA mit partiell gereinigten Typ C- und D-
Toxinen als Antigen. Die Evaluierung des Tests erfolgte anhand von 333 Serumproben nicht
exponierter Rinder, und in 41 Herden mit geimpften Tieren bzw. in Herden in denen
Botulismus endemisch auftrat. Sie konnten bei 66 von 68 jahrlich mit C- und D-Toxoid
geimpften Rindern Antikorper gegen C- und D-Toxine nachweisen. 87,5 % der sublethal
erkrankten Rinder wiesen 25 Tage nach Intoxikation Antikorper auf. I.d.R. war ein Abfall der
ELISA-Aktivitat zum 45. Tag zu beobachten, so dal? angenommen wurde, daf? die nattrlichen
Antikorper relativ kurzlebig waren. In Seren exponierter, ungeimpfter Rinder waren die
ELISA-Aktivitaten deutlich héher als bei Kontrollseren. 4 von 11 im ELISA positive Proben
wiesen im Tierversuch neutralisierende Antikorper auf. Die mittlere ELISA-Aktivitat der
Seren von Herden mit vermuteten aber nicht nachgewiesenen Erkrankungen war signifikant
hoher als in negativen Vergleichsherden.

Mit der von GREGORY et al. (1996) beschriebenen Methode untersuchten MAIN und
GREGORY (1996) Blutproben erkrankter und gesunder, ungeimpfter Rinder.

5 von 8 trockenstehenden und 4 von 11 laktierenden Kuhen sowie 1 von 7 Farsen wiesen
Antikorper gegen C. botulinum C auf. 9 von 19 klinisch gesunden Tieren wiesen ebenfalls
Antikorper auf. Diese Befunde deckten sich mit den Beobachtungen von GREGORY et al.
(1996), dal’ subklinische Toxinbelastungen immunogen wirkten.

DOELLGAST et al. (1994 b) modifizierten den ELISA-ELCA (Enzyme-Linked-Coagulation-
Assay) fur die Toxine A, B und E zur Messung von Antikorpern. Dabei formten Hihner-
Antikorper und RVV (Russel’s Viper Venom)-XA-markierte Pferde-Antikorper mit
Neurotoxin einen Komplex, der an der Capture-Platte an Anti-Hiihner Immunglobulin G
(IgG) gebunden wurde. Wurden nun Patientenseren mit spezifischen Antikodrpern
(unmarkiert) hinzugefugt, konkurrierten diese mit den o0.g. markierten Antikérpern. Die zu
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messende Anzahl der an die Capture-Platte gebundenen Komplexe wurde geringer. Kreuz-
reaktionen von A-, B- und E -Antikdrpern konnten nicht beobachtet werden.

SIATKOWSKI et al. (1993) untersuchten 65 Seren von 42 erwachsenen Patienten, bei denen
Botulinum-Toxin A zur Behandlung von Blepharospasmus und Torticollis eingesetzt wurde,
auf Anwesenheit von Antikorpern gegen C. botulinum mit der SLISA-Technik (Sphere-linked
immunosorbent assay). Antigen wurde an die Mikrokugelchen kovalent gebunden. Mittels
Elektronenmikroskopie erfolgte die Ausz&hlung der gebundenen goldmarkierten sekundéren
Antikorper als Indikator fiir die Serum-Antikoérper-Bindung.

57 % der Patienten wiesen AntikOrper gegen Botulinum-Toxin A auf. Zwischen dem
Antikorpertiter und der kumulativen Toxindosis, Anzahl von Injektionen oder
Behandlungsdauer konnten keine signifikanten Beziehungen beobachtet werden.

Zur Aktivitatsmessung therapeutisch eingesetzter Antitoxine entwickelten MARTIN und
SESARDIC (1998) ein auf der Basis hochspezifischer zink-abhéngiger Endopeptidase-
aktivitaten basierendes Testprinzip. Nachdem die genannten Autoren beim BoNT/A-Toxin-
nachweis demonstriert hatten, da die Endopeptidaseaktivitat durch spezifische Typ-A-
Antitoxine inhibiert wurde, setzten sie den Test zum Nachweis toxinneutralisierender
Antikorper ein. Im Vergleich zu einer Standartantitoxinpraparation erreichten die genannten
Autoren den Nachweis von 0,001 U/mL Antitoxin, was einer 10fach htheren Empfindlichkeit
als dem Maus-Bioassay entsprach.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal bei dem Versuch, mittels In-vitro-Methoden
Antikorper nachzuweisen, die die biologische Aktivitat von BoNT neutralisieren, die
Probleme schwieriger sind als beim Toxinnachweis. Die Antikorper, die in einer Serumprobe
von Interesse sind, sind unvermeidlich polyklonal. Um in Serumproben den Immunstatus
einer Person oder eines Tieres ermitteln zu konnen, ist es notwendig, die Epitope des
Toxinantigens auf nur diejenigen, die von neutralisierenden Antikdrpern wiedererkannt
werden, zu beschranken (HATHEWAY u. DANG 1994).

Fur Verlaufsuntersuchungen wihrend Immunisierungen (BATZA 1982, ADAMI 1984), zur
Evaluierung neuer Vakzinen (SIEGEL 1988), als vororientierende Methode zur Titration von
Antitoxinen (KOZAKI et al. 1989 a; EKONG et al. 1995) sowie fur epidemiologische Unter-
suchungen (GREGORY et al. 1996) scheint der ELISA eine durchaus geeignete Methode
zum Antikorpernachweis zu sein. Aussagen uber die HOhe neutralisierender Antikorper
konnen jedoch nur in der Maus gemacht werden (ADAMI 1984; KOZAKI et al. 1989 a).
Dort, wo die Verdachtsdiagnose Botulismus durch Toxinnachweis nicht immer erfolgreich
erbracht werden kann, konnen serologische Tests zum Antikorper-Nachweis ntzliche
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Hinweise zur Diagnosefindung geben (JUBB et al. 1993). Durch Kenntnis des Immunstatus
einzelner Tiere, der Herde bzw. der Region konnen friihzeitig veterindrmedizinische
Mafnahmen (z.B. Impfungen) veranlal3t werden (GREGORY et al. 1996).






MATERIAL UND METHODEN

59

3. Material und Methoden

3.1 Anzucht und Differenzierung der Clostridien-Stamme

3.1.1 Bakterienstimme

Tab. 6. Verwendete Clostridienstimme

Stamm-  Bezeichnung Toxin-Typ Herkunft Herkunfts-

Nummer bezeichnung

1028 C. botulinum * A National Collections of Type NCTC 7272
Cultures, London

1029 C. botulinum * B National Collections of Type NCTC 7273
Cultures, London

1030 C. botulinum Ca National Collections of Type NCTC 8264
Cultures, London

2145 C. botulinum C Nationales Referenzzentrum fiir REB 1455
Clostridien, Erfurt

2142 C. botulinum D (D+Cp) Institut Pasteur, Paris 1873 D

2146 C. botulinum D Nationales Referenzzentrum fir REB 1073
Clostridien, Erfurt

1032 C. botulinum 2 E National Collections of Type NCTC 8266
Cultures, London

1033 C. botulinum ! F National Collections of Type NCTC 10281
Cultures, London Langeland

1034 C. butyricum National Collections of Type NCTC 7423
Cultures, London

1084 C. baratii American Type Culture Collection, ~ ATCC 25782
Rockville

1085 C. parabotulinum American Type Culture Collection,  ATCC 17863
Rockville

1089 C. tetani American Type Culture Collection,  ATCC 10779
Rockville

1272 C. sordelli American Type Culture Collection, ATCC 233
Rockville

! proteolytisch
2 saccharolytisch
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stdmme von C. botulinum und verwandter
Clostridium spp. aus der Stammsammlung des Instituts fir Pflanzenbau und Tierproduktion in
den Tropen und Subtropen, Goéttingen sind mit ihren Original-Herkunftsbezeichnungen in
Tab. 6 aufgefihrt.

Die fir die Anzucht und Differenzierung verwendeten Medien und Reagenzien sind im
Anhang 8.1.1 aufgefthrt.

Samtliche Stdmme, die bei -80 °C in RCM (Reinforced Clostridial Medium) in der Stamm-
sammlung gelagert werden, wurden zu Beginn der Versuchsreihen in RCM tberimpft und
24 h/37 °C in einem Anaerobenbrutschrank (VT 5042 EK; HERAEUS) bei einem Vakuum
von 40 kPa angezogen. Kontaminationskontrollen wurden auf Blutagar- und DST (Disc
Sensitivity Test)-Platten durchgefiihrt (48 h/37 °C).

3.1.2 Kolonie- und Zellmorphologie

Zur Beurteilung der Morphologie und des Hamolyse-Verhaltens wurden die Stdmme zur
Erzielung von Einzelkolonien aus RCM auf Blutagar-Platten fraktioniert ausgestrichen. Die
Platten wurden anaerob 24 h/37 °C bebrutet.

Zur Beschreibung der Mikromorphologie wurden aus Einzelkolonien Objekttragerausstriche
angefertigt und sowohl nach Gram geféarbt als auch nativ im sog. ,,hdngenden Tropfen®
beurteilt.

3.1.3 Gaschromatographische Fettsdureanalyse

Die quantitative und qualitative Zusammensetzung der Bakterienzellwand stellt ein stabiles
Erkennungsmerkmal eines Bakterienstammes dar. Der spezifische Anteil langerkettiger
Fettsduren, die bei gram-positiven Bakterien vor allem in der Cytoplasmamembran lokalisiert
sind, wurde mit Hilfe gaschromatographischer Untersuchungen nach der Methode von
HEITEFUSS (1991) bestimmt.

Die Rezepte der Loésungen fur die gaschromatographischen Fettsdureanalysen sind im
Anhang 8.1.2 aufgefihrt.
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Die Stdamme wurden 48 h in RCM angezogen. Je 20 mL Zellsuspension/-kultur jeder Probe
wurden auf 2 Pyrex-Rohrchen verteilt und 15 min bei 3500 g zentrifugiert (Varifuge,
HERAEUS-CHRIST). Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet jeweils in 5 mL
physiologischer NaCl-Ldsung gewaschen.

Die abzentrifugierten Zellen wurden mit 1 mL Verseifungsreagenz resuspendiert, griindlich
gemischt und im Wasserbad 30 min/100 °C inkubiert (nach 5 min Inkubation erfolgte
nochmals griindliches Durchmischen).

Nach Abkihlung der Rohrchen im Eisbad wurde 2 mL Methylierungsreagenz zugegeben und
10 min/80 °C inkubiert.

Nach erneuter Kuhlung des Rohrcheninhaltes im Eisbad wurde zur Extraktion der Fettséure-
Methylester 1,25 mL Extraktionslésung zugesetzt und die Rohrchen 10 min auf einem
Rotationsschttler (GBL) gedreht.

Zur Trennung der walrigen von der organischen Phase wurde erneut zentrifugiert, danach
konnte die untere, walrige Phase mit einer Pasteurpipette abgezogen werden.

Die verbleibende organische Phase wurde mit 3 mL Waschreagenz 5 min gedreht, danach
nochmals zentrifugiert und dann bei -20 °C aufbewahrt, so dal} sich die walrige Phase
verfestigte. So konnte aus der organischen oberen Phase Probenmaterial entnommen werden,
ohne es mit Substanzen aus der wélirigen Phase zu kontaminieren.

Das Probenmaterial wurde im Gaschromatographen (Sigma 2000, PERKIN-ELMER) mit
Flammenionisationsdetektor Uber eine 5 %ige Phenyl-Vinyl-Methyl-Silica-Kapillarséule-54
(0121405, PERKIN-ELMER) (L&nge 25 m, Innendurchmesser 0,2 mm, Filmdicke 0,32 um)
als stationare Phase und ultrareinem Stickstoff als Tragergas analysiert.

1 uL des Probenmaterials wurde mit einer Hamiltonspritze manuell in die Saule injiziert und
mit nachfolgend aufgefuhrtem Temperaturprogramm aufgetrennt.

Anfangstemperatur: 100 °C

1. Heizrate: 4 °C/min
1. Endtemperatur: 220 °C

2. Heizrate: 30 °C/min
2. Endtemperatur: 280 °C
Injektortemperatur: 350 °C
Detektortemperatur 350 °C
Gesamtdauer der Analyse 35 min.

Anhand eines Standards (4-7080, SUPELCO) mit 28 Fettsdauremethylestern wurden der GC
und der Integrator (LCI-100, PERKIN-ELMER), der die Signale des Gaschromatographen
aufnimmt, kalibriert, d.h. jedem Peak mit seiner spezifischen Retentionszeit wurde auf dem
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Chromatogramm der entsprechende Fettsauremethylester des Standards zugeordnet. Die im

Standard enthaltenen Fettsaure-Methylester sind in Tab. 7 aufgefihrt.

Tab. 7. Fettsdure-Methylester des Eichstandards
Kodierung  Systematischer Name, Trivialname Kurzbezeichnung

1  Nonansaure 9:0
2  Decanséure 10:0
3 Undecanséure 11:0
4  2-Hydroxydecanséure 2-OH-10:0
5  Dodecanséure 12:0
6  Tridecansédure 13:0
7  2-Hydroxydodecansédure 2-OH-12:0
8  3-Hydroxydodecansdure 3-OH-12:0
9  Tetradecansdure 14:0

10  13-Methyltetradecansédure i-15:0

11  12-Methyltetradecansdure a-15:0

12  Pentadecanséure 15:0

13  2-Hydroxytetradecanséure 2-OH-14:0

14 3-Hydroxytetradecanséure 3-OH-14:0

15  14-Methylpentadecansdure 1-16:0

16  cis-9-Hexadecensdaure 16:1°

17  Hexadecansdaure 16:0

18  15-Methylhexadecansaure i-17:0

19  cis-9,10-Methylenhexadecansaure  17:0 cyc

20  Heptadecanséure 17:0

21  2-Hydroxyhexadecansaure 2-OH-16:0

22 cis-9,12-Octadecadienséure 18:2%12

23 cis-9-Octadecensaure 18:1°

24 trans-9-Octadecenséure 18:1°

25  Octadecanséure 18:0

26  cis-9,10-Methylenoctadecansédure  19:0 cyc

27  Nonadecanséure 19:0

28  Eicosansdure 20:0

i =iso n: = Anzahl der Kohlenstoffatome
a = antiiso :n = Anzahl der ungeséttigten Kohlenstoffatome
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Unbekannte Fettsduremethylester wurden aus den Retentionszeiten bekannter Standard-
komponenten uber die ,,Equivalent Chain Length* nach folgender Gleichung berechnet:

RT, - RT,
——* D .n
RT ., - RT,

ECL, = Equivalent chain length (,,Aquivalente Kettenlange“)
RT, = Retentionszeit der unbekannten Komponente
RT, = Retentionszeit Cn.o (Methylester vor unbekannter Komponente)

RT,,; = Retentionszeit C(y+1).0 (Methylester nach unbekannter Komponente)

n = Anzahl der C-Atome

Die Analysendaten wurden aus dem Integrator auf einen PC Ubertragen und mit einem
speziell fur diese Anwendung im Gottinger Institut flr Tropentierhygiene entwickelten
Softwareprogramm ,,BIS* (Bacterial Identification System) verrechnet.

Als statistische Methode wurde die Berechnung der linearen Korrelation der einzelnen
Fettsaure-Methylester-Profile Uber den Bravais-Pearson-Koeffizienten gewéhlt:

R LD Y R Y
N = (] [N -2y ()]

X,y = Variable, d.h. die Flachen einander entsprechender Peaks

N = Anzahl der Komponenten

Die lineare Korrelation mit dem Wert r = +1 bedeutet eine vollstandige Ubereinstimmung
zweier Profile, r = 0 dahingegen keine Korrelation.

3.14 Biochemische Stoffwechselleistungen

e Lezithinase- und Lipasenachweis

12 h-Kulturen aus RCM wurden auf Eigelb-Agar ausgestrichen und 48 h/37 °C anaerob
bebritet.
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Lezithinase (Phospholipase C) spaltet Lezithin in Phosphorylcholin und wasserunlésliches
Diglycerid, dadurch entsteht ein opaker, prazipitierter Hof um die Kolonie. Die Lipase spaltet
Fettsduren aus dem Lezithin, sie ist an einem perlmuttartig schillernden Glanz in der
Randzone der Kolonie zu erkennen.

e Phosphatase

Von einer bewachsenen Blutagar-Platte wurde mit einer Ose Clostridienmaterial abgetragen
und auf ein Filterpapier in einer Petrischale ausgestrichen. Zwei Tropfen Phosphatase-
Reagenz  (a-Naphthyl-1-phosphat und  Diazonium-o-dianisidin) wurden auf die
ausgestrichenen Kolonien getropft. Durch die bakterielle Phosphatase wird die
Phosphatgruppe des a-Naphthyl-1-phosphats abgespalten. Nach 1-3 Minuten verfarbt sich
phosphatase-positives Koloniematerial dunkelviolett, da sich das freie a-Naphthyl mit dem
Diazonium-o-dianisidin zu einem Azofarbstoff verbindet.

e Indoltest

Manche Mikroorganismen vermdgen Tryptophan zu Brenztraubensdure, Ammoniak und
Indol zu spalten. Amylalkohol extrahiert Indol selektiv. Indol reagiert mit 4-
Dimethylaminobenzalde-hyd zu einem dunkelroten Farbstoff.

Der zu prifende Stamm wurde 48 h in RCM, dem 0,5g/L Tryptophan zugegeben wurde,
angezogen. Danach wurde das Medium ca. 0,5 cm hoch mit Kovasc-Reagenz Uberschichtet.
Nach wenigen Minuten trat bei Anwesenheit von freiem Indol eine kirschrote Verfarbung der
Reagenzschicht auf.

e Das Rapid ID 32 A-System wurde nach Vorschrift der Fa. BIO MERIEUX, Frankreich,
angewandt.

48 h auf Blutagar anaerob gewachsene Kulturen wurden in Suspensionsmedium berfihrt, gut
gemischt und auf die vorgegebene Triibung McFarland 4 eingestellt. In die Vertiefungen der
Teststreifen wurden 55 uL der Suspension manuell pipettiert. Nach aerober Inkubation
(4 h/37 °C) erfolgte die Zugabe von Nitrat-, James- bzw. Fast Blue-Reagenz in die ent-
sprechenden Vertiefungen der Teststreifen. Nach 5 Minuten wurden alle Reaktionen mit Hilfe
der Ablesetabelle visuell abgelesen und auf dem Ergebnisblatt protokolliert.

Die binaren Informationen (+/-) wurden auf dem Ergebnisblatt in ein numerisches Profil
umgewandelt und das Ergebnis im ATB 32 A-Analytischen Profilindex (BIO MERIEUX
1989) nachgeschlagen.
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3.2 Toxine, Toxoide und Impfstoffe
321 Toxinproduktion

Ausflhrliche Angaben zu den Medien und Pufferldsungen sind im Anhang 8.1.1 aufgefihrt.
Die entsprechenden Genehmigungen zum Arbeiten mit pathogenen Clostridien, zur Zucht und
Haltung von Versuchstieren sowie zur Durchfiihrung von Tierversuchen liegen vor.

In Medienversuchen wurde zunéchst ermittelt, welches Nahrmedium flr die maximale Toxin-
ausbeute der untersuchten C. botulinum-Stdmme am geeignetsten erscheint.

RCM, TGY und MCM wurden auf ihre Eignung als Medium zur Toxinproduktion der
C. botulinum-Stdmme getestet. In Anlehnung an Angaben von DUFF et al. (1957) und
KOZAKI et al. (1974) wurden einheitliche Inkubationsbedingungen von 5 d/35 °C gewahlt.
Zunéchst wurden in 500-mL-Schraubdeckelflaschen je 250 mL RCM, TGY bzw. MCM -
Medium gefillt und autoklaviert. Diese Medien wurden jeweils mit 25 mL 24 h in RCM
anaerob bebriteter Vorkulturen der Clostridien-Stdamme beimpft und 5 d/35 °C bebrdtet.

Zur Quantifizierung wurden 0,5 mL Kulturiiberstand bei steigenden Verdunnungen mit
Gelatine-Phosphat-Puffer (HATHEWAY u. DANG 1994; POPOFF 1989) jeweils 2 Mausen*
I.p. appliziert. Auf eine umfangreiche Titration nach REED und MUENCH (1938) wurde
hierbei aus ethischen Griinden verzichtet, das Ergebnis einer einfachen Zehnerverdiinnungs-
reihe zur Ermittlung der MLD (M@duse Letale Dosis) war fiir die Medienauswahl hinreichend
aussagekréftig.

Nachdem die Medienauswahl fir jeden Stamm getroffen war, wurden 4 Kulturflaschen mit
jeweils 250 mL des geeignetsten Mediums mit 25 mL Inoculum beimpft und 5 d/35 °C
inkubiert.

Die 4 bewachsenen Flaschen eines jeden Stammes wurden gepoolt, in Reagenzréhrchen
umgefillt und in einer Kihlzentrifuge (Cryofuge 6-6, HERAEUS) 30 min bei 20800 g
zentrifugiert. Die so erhaltenen zellfreien Kulturliberstdande wurden jeweils in 50 Einfrier-
réhrchen & 2 mL portioniert, der Rest wurde in 100-mL-Glasflaschen abgefullt und bis zu
weiteren Untersuchungen bei -80 °C gelagert.

* NMRI-Méuse aus der institutseigenen Zucht; 22-25 g KM , Fiitterung mit Pellets (Erhaltungsfutter,

SNIFF); Wasser aus Selbsttranken ad libitum.



66 MATERIAL UND METHODEN

3.2.2 Toxintypisierung

Zur Ermittlung der MLD wurden 0,5 mL Kulturiiberstand bei steigenden Verdinnungen mit
Gelatine-Phosphat-Puffer jeweils 3 Mausen i.p. appliziert.

Die Spezifitat der hergestellten Typtoxine wurde ber den Neutralisationstest gepriift. Dazu
wurden kommerzielle Antiseren eingesetzt, die im Abschnitt 3.3.1 n&her beschrieben sind.
Jeweils 2 mL Kulturiberstand wurden mit 100uL der typspezifischen und der heterologen
Antitoxine versetzt und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 2 M&usen wurden jeweils 0,5 mL
I.p. injiziert, der anschlieRende Beobachtungszeitraum betrug 5 Tage.

3.2.3 Toxoidierung

Die in Kap. 3.2.1 beschriebenen zellfreien Kulturiiberstdnde der verschiedenen Typen von
C. botulinum wurden mit 0,5 % Formalin (v/v) versetzt und 5 d /37 °C unter Riihren gelagert.
Es folgte eine Kontrolle der Formalinkonzentration mit dem Formaldehyd-Test (10036,
MERCK) und ggf. nachtragliche Einstellung der Formalin-Endkonzentration auf 0,5 % (v/v).
Nach erneuter dreitagiger Inkubation wurde zur Uberprifung der Unschédlichkeit jeweils

3 Mdusen 1 mL der Toxoide i.p. injiziert und die Mduse 10 Tage beobachtet.

3.2.3.1 Toxoidimpfstoffe eigener Herstellung
Nachdem die Unschadlichkeit der in Kap. 3.2.3 beschriebenen Toxoide in Mausen getestet
worden war, wurden den 8 verschiedenen Toxoiden in einem Mischungsverhaltnis von 6:14

ein Adjuvans (Montanide®-763°) unter kréftigem Riihren auf dem Magnetriihrer zugesetzt.
Die Lagerung der Impfstoffe erfolgte bei 4 °C im Kihlschrank.

3.2.3.2  Kommerzieller Toxoid-Impfstoff

Als kommerzieller Impfstoff wurde Botulinus (Lamsiekte)-Vaccine® eingesetzt.

® SEPPIC; 75, Quai d’Orsay, 75321 Paris, Frankreich
® ONDERSTEPOORT VACCINE FACTORY: Private Bag X07, Onderstepoort 0100, Stdafrika
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Dabei handelt es sich um einen, nach der Methode von STERNE und WENTZEL (1959 zit.
von JANSEN et al. 1976) hergestellten formalinisierten, an Aluminiumhydroxyd-adsorbierten
Toxoidimpfstoff von C. botulinum Typ C und D zur Immunisierung von Rindern, Pferden,
Schafen und Ziegen gegen Botulismus.

Der Impfstoff enthélt je nach Charge 1-2,5 flocculation Units (Lf =Triibungseinheiten) von
C1 und 10-20 Lf von D-Toxoid. Die Lf ist definiert als das Aquivalent von 1000 LDsy fiir
jedes der zwei Toxine.

In Kulturfiltraten, die zur Impfstoffproduktion eingesetzt werden, kann C2-Toxoid nach der
Toxoidierung nicht gefunden werden und keine der experimentell geimpften Tiere weisen
Antikorper gegenuber C2 auf (JANSEN et al. 1976).

Die Onderstepoort-Vaccine hat sehr zufriedenstellende Resultate wahrend grol3flachiger
Feldstudien in Stdafrika gebracht (JANSEN et al. 1976). Ebenfalls gute Resultate erzielte sie
bei Feldstudien in Australien 1962 und 1963 (TAMMEMAGI u. GRANT 1967).

3.24 Quantitative Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes der zellfreien Kulturiiberstdande der C. botulinum-
Stamme, sowie der kommerziellen Botulisnus-Vaccine wurde mit der von LOWRY et al.
(1951) entwickelten Methode durchgefiihrt. (L6sungen im Anhang 8.1.3)

Ausgehend von einer Stammlosung von Albumin (2 mg/mL) wurde eine Verdinnungsreihe
zur Erstellung einer Eichkurve hergestellt.

Die Proben wurden 1:10 bzw. 1:50 vorverdunnt, so daB ihre MeRwerte im Bereich der
Eichkurve zu erwarten waren.

Die Proben und die Albuminverdiinnungen wurden alle in gleicher Weise behandelt:

100 uL Probe wurde mit 350 uL Aqua dest. gemischt, 300 uL 2 N NaOH wurden zugegeben.
540 uL der Losung 1 wurde zugegeben, gemischt und 30 min bei Raumtemperatur stehen-
gelassen. Danach erfolgte die Zugabe von 60 pL Ldsung 2 und 20min(tiges Stehenlassen bei
Raumtemperatur. 1800 pL Folinlésung (L6sung 3) wurde unter Rihren zu den Proben
zugegeben, 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach erfolgte die photometrische
Messung (Ultrospec 2000, PHARMACIA BIOTECH) bei 546 nm.

Die Berechnung der Proteinkonzentration der Proben erfolgte mit Hilfe der Extinktions-
messungen der Albumin-Eichgeraden.
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3.25 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Protein-Profile der Kulturiiberstdnde, Lyophilisate und der Botulinus-Vaccine wurden in einer
Mini-Protean-Elektrophoresekammer (BIORAD) mittels SDS-PAGE-Technik (LAMMLI
1970) angefertigt. (Puffer- und Losungen im Anhang 8.1.4)

Unmittelbar vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proben 1:1 mit
Probenpuffer (Anhang 8.1.4) verdinnt, gemischt und 3 min bei 100 °C im Wasserbad
gekocht.

Nachdem die SDS-Gele auspolymerisiert waren, wurden sie in die Kammer eingespannt und
Laufpuffer in die Kammer gefillt. Danach wurden jeweils 18 uL des Probengemisches in die
Geltaschen gefullt, vom Standard (High Molecular Weight-SDS Calibration Kit,
PHARMACIA) wurde 1 pul aufgetragen.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100V/5 min - 200V/40 min -
100V/5 min.

Bei der herkdmmlichen SDS-Elektrophorese (Tris-Glycin-HCI) ist die Auflosung fur
niedermolekulare Peptide (< 14 kDa) ungeniigend.

Um kleinere Proteine (100 bis 1 kDa) elektrophoretisch auftrennen zu kdnnen, flhrten
SCHAGGER und JAGOW (1987) ein zusétzliches Spacer-Gel ein, erh6hten die Molaritat der
Puffer und setzten anstelle von Glycin Tricin als Folge-lon ein.

Die Tricin-Gele wurden entsprechend Anhang 8.1.4 hergestellt, die Kammer wurde mit
Kathodenpuffer (innen) und Anodenpuffer (auRen) gefllt.

Wie oben beschrieben wurden die Probengemische und der Standard (SDS-6H, SIGMA) in
die Geltaschen gefullt. Es erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proteine bei 30
V/60 min - 104V/1,5 h.

3.2.6 Farbung, Dokumentation und Archivierung der Gele

Wegen der hohen Nachweisempfindlichkeit wurden die aufgetrennten Proteine mit der Silber-
farbung (Nachweisbereich 2-5 ng Protein/Bande) dargestellt. (Losungen im Anhang 8.1.4)
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Die Farbung der SDS-Gele erfolgte bei Raumtemperatur in flachen Schalen unter
gleichméBig schwenkender Bewegung auf einer Gelwippe (3013, Gesellschaft fir
Labortechnik, Burgwedel) nach folgendem Schema:

Fixierung 30 min
Waschen 3x5 min
Inkubation 30 min
Waschen 3x10 min
Silber-Reaktion 20 min
Waschen 2x1 min
Entwicklung 2-5 min
Stoppen 10 min
Waschen 3x5 min
Préaservieren > 30 min.

Nach der Fabung wurden die Gele in einem Videosystem photographiert (Gelprint 2000i,
MWG BIOTECH), auf Filterpapier ubertragen und in einem Geltrockner (Hydrotech,
BIORAD) konserviert.

Die digitalen Bilddateien wurden (ber eine kommerzielle Software (RFLPscan,
SCANALYTICS) ausgewertet.

3.3 Antitoxine
3.31 Kommerzielle Antitoxine

Seit 1994 sind keine anerkannten, internationalen Referenzseren fiir diagnostische Zwecke
auf dem europaischen Markt erhaltlich.

Das Statens Seruminstitut, Copenhagen (WHO International Laboratory for Biological
Standards) hatte nur noch ber Antitoxine der Typen B und E, die nur in besonderen Féallen
abgegeben wurden, verfiigt (BOHNEL'). Diese Seren wurden mittlerweile an das National
Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), London tibergeben und werden nur
als Referenzpréparate an Laboratorien, die therapeutische Antitoxine herstellen, abgegeben
(GESSLER?).

" BOHNEL, H.: schriftl. Anfrage 1994
8 GESSLER, F.: pers. Mitt. 1999
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Das Institut Pasteur, Paris hat ebenfalls die Produktion der Antitoxine eingestellt.

In Tab. 8 sind die in der vorliegenden Arbeit zur Verfugung stehenden Antitoxine dargestellt.

Tab. 8. Kommerzielle Antitoxine gegen verschiedene Typen von C. botulinum

Antitoxin-Typ Herkunft

A Diagnostics Pasteur; Paris

A Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad
B Diagnostics Pasteur; Paris

B Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad
C Onderstepoort Biological Products, Onderstepoort

C Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad
Ci Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad
Ca Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad

Onderstepoort Biological Products, Onderstepoort

Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad
Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad
Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad
Institute for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad

@ Mmoo

Es handelt sich zum einen um Restbestdnde der nicht mehr im Handel befindlichen
Antitoxine A und B vom Institut Pasteur, zum anderen um standardisierte Referenzseren vom
Institut for Animal Science and Health (ID-DLO), Lelystad, Niederlande.

Bei den Antitoxinen aus Onderstepoort’ handelt es sich um therapeutische Antiseren der
Typen C und D fir die Behandlung von Pferden, Rindern, Schafen und Végeln/Gefligel in
frihen Féllen von Botulismus.

3.3.2. Eigene Antitoxine

3.3.2.1  Immunisierung von Kaninchen

® Herrn Dr. H. Jager, ONDERSTEPOORT VACCINE FACTORY, sei flr die freundliche Hilfe bei
der Beschaffung gedankt.
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10 Kaninchen® wurden zur Gewinnung von Antiseren mit den im Abschnitt 3.2.3
aufgefuhrten Toxoidimpfstoffen immunisiert.

2 Kaninchen erhielten 3 mal im Abstand von 3 Wochen jeweils 0,5 mL kommerzieller
Botulinus-Vaccine s.c., 8 Kaninchen wurden mit jeweils 1 mL der in Abschnitt 3.2.3.1
beschriebenen, selbst hergestellten Impfstoffe s.c., ebenfalls 3 mal im Abstand von jeweils 3
Wochen immunisiert. Blutentnahmen (s. u.) erfolgten bis zu einer Versuchsdauer von ca. 30
Wochen.

3.3.2.2  Gewinnung der Antiseren von Kaninchen

Zur Gewinnung von Antiseren wurde bei den immunisierten Kaninchen Blut aus der
Ohrrandvene (V. auricularis) (GORDON 1981) bzw. aus der lateralen Hautvene (V. saphena
lat.) (HOLTZMANN 1994) entnommen. Die Punktionsstelle war zuvor mit 70 %igem
Athanol desinfiziert worden.

Die erste Blutprobe wurde vor der ersten Impfung entnommen (= Null-Serum), weitere 10
Blutentnahmen folgten ab der sechsten Woche im Abstand von 2 bis 4 Wochen.

Nach einer Versuchsdauer von ca. 30 Wochen wurden den Kaninchen in Sedation (Ketamin
25 mg/kg + Xylazin 3 mg/kg) durch Herzpunktion 100-150 mL Blut entnommen. Unmittelbar
danach wurden sie euthanasiert (Pentobarbital 200 mg/kg).

Die Blutproben wurden in Glasréhrchen aufgefangen, ca. 4 h bei Raumtemperatur stehen-
gelassen, bis sich der Blutkuchen abgesetzt hatte und danach 10 min bei 3000 U/min
zentrifugiert. Die erhaltene Kaninchenseren wurden in Portionen von 500 pL bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.4 Versuchsbetriebe / Bestandsuntersuchungen

Im Kreis Kassel traten seit Sommer 1991 mehrere hundert Todesfélle bei Rindern auf, die den
klinischen Verdacht Botulismus zulieRen. Im Juni/Juli 1993, bei erneutem Auftreten von
Erkrankungs- und Todesfallen gelang erstmals der Nachweis von C. botulinum-Toxin in den
Untersuchungsmaterialien, so dal} die Diagnose Botulismus als gesichert angesehen werden
konnte.

19 WeiRe Riesen aus Privatzucht, 2-3 kg KM, Haltung in Einzelkéfigen, Fiitterung mit Pellets
(Erhaltungsfutter, SNIFF) und Heu ad libitum, Wasser aus Selbsttranken ad libitum.
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Wegen das regional gehdufte Auftretens von Botulismus entschied man sich 1994, im
Rahmen eines Feldversuchs Botulinus-Toxoid-Impfstoff (Lamsiekte-Vaccine,
ONDERSTEPOORT VACCINE FACTORY) nach entsprechender Ausnahmegenehmigung
nach § 17 Tierseuchengesetzt'™" zu importieren und in den betroffenen Herden in Hessen
einzusetzen.

Alle Rinder mit einem Alter tiber 6 Monate wurden mit 2 mL s.c. vakziniert, eine Boosterung
sollte nach 4-6 Wochen erfolgen, danach folgten j&hrliche Revakzinationen.

Die Vakzinationen/Boosterungen wurden ohne lokale oder allgemeine Reaktionen sehr gut
vertragen. In den geimpften Herden traten keine neuen Falle von Botulismus auf.

Die in Tab. 9 aufgefiihrten nordhessischen Betriebe A-D haben ohne Unterbrechung an dem
Feldversuch seit Herbst 1994 teilgenommen. Die Serumproben adulter Tiere dieser Herden
représentieren Bestdnde mit mehrjéhriger Revakzination. Auferdem wurden Serumproben
2-8 d alter Kélber der Bestdnde A und C in die immunserologischen Untersuchungen mit
einbezogen, um AufschluR uber die Mdoglichkeit der Ubertragung maternaler Antikorper zu
gewinnen.

Die beiden sudhessischen Betriebe E und F wurden erstmals im Februar 1997 geimpft, die
Boosterung erfolgte im Mérz 1997.

Der Betrieb G aus dem Bereich Wesermarsch, Friesland wurde in die Untersuchungen mit
einbezogen, da dort im Sommer 1996 46 von 60 Milchkihen mit typischen Symptomen an
Botulismus verendeten (ALTMANN 1998). Hier erfolgte eine 3tdgigeVerlaufsuntersuchung
bei 5 Tieren, die seit 1 Woche Krankheitssymptome gezeigt hatten. In diesem Betrieb wurde
nicht geimpft.

341 Betriebsdaten

Daten Uber HerdengroRen, Haltung, Fitterung, Botulismus-Erkrankungen und -Impfungen
der einzelnen Rinderbesténde sind in Tab. 9 aufgefuhrt.

11817 ¢ Abs. 4 Nr. 2a des Tierseuchengesetzes in der Fassung vom 29.01.1993 (BGBI. | S. 116)
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3.4.2 Probenentnahme in den Betrieben

In den in Tab.9 aufgeflihrten Bestdnden erfolgte die Blutentnahme bei Rindern durch
Punktion der Schwanzvene (V. coccygea media), bei Kalbern durch Punktion der Drosselvene
(V. jugularis)*.

Die Serumproben wurden routineméfRig bis zum Zeitpunkt der Untersuchungen bei -80 °C
gelagert.

12 Herrn Dr. W. Becker, Staatl. Medizinal-, Lebensmittel- und Veterindrunteruchungsamt Kassel
(Betriebe A-D), Herrn F. Jacob, Staatl. Amt flr Lebensmitteliberwachung, -Tierschutz und
Veterindrwesen Gelnhausen (Betriebe E, F), sowie Herrn Dr. A. Erichsen, prakt. Tierarzt,
Nordenham und Herrn Dr. J. Altmann, Amt fur Veterindrwesen und Lebensmitteliiberwachung,
Brake (Betrieb G) sei fiir die Uberlassung der Blutproben gedankt.
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Tab. 9. Betriebsdaten verschiedener Rinderbestande
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35 Untersuchungen zum Antikdérper-Nachweis

Methodisch gliederten sich die immunserologischen Untersuchungen in die Komplement-
bindungsreaktion (KBR) und den Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).

In Tab. 10 sind die Antigene aufgefuhrt, die in beiden Testsystemen eingesetzt wurden: Es
sind die aus der eigenen Toxinproduktion gewonnenen zellfreien Kulturiiberstdnde der 8
verschiedenen C. botulinum-Stdamme und 5 nahe verwandter Clostridien-Stamme (im
Folgenden ,,Kulturiiberstande* bezeichnet), sowie die kommerzielle Botulinus-Vaccine aus
Onderstepoort, ein Toxoidimpfstoff der Typen C und D. Zusétzlich standen aus Sudafrika die
fur die Impfstoffproduktion eingesetzten, einzelnen untoxoidierten Lyophilisate der
Toxintypen C und D zur Verfiigung™.

Tab. 10. Ubersicht ber die bei der KBR und dem ELISA eingesetzten Antigene

Stamm-Nummer Bezeichnung Toxin-Typ  Herkunftsbezeichnung

1028 C. botulinum A NCTC 7272

1029 C. botulinum B NCTC 7273

1030 C. botulinum Ca NCTC 8264

2145 C. botulinum C REB 1455, Erfurt

2142 C. botulinum D (D+CB) 1873 D, INST. PASTEUR

2146 C. botulinum D REB 1073, Erfurt

1032 C. botulinum E NCTC 8266

1033 C. botulinum F NCTC 10281; Langeland

1034 C. butyricum NCTC 7423

1084 C. baratii ATCC 25782

1085 C. parabotulinum ATCC 17863

1089 C. tetani ATCC 10779

1272 C. sordelli ATCC 233

Botulinus-Vaccine C. botulinum C/D-Toxoid ONDERSTEPOORT Vaccine Factory
Lyophilisat C. botulinum C ONDERSTEPOORT Vaccine Factory
Lyophilisat C. botulinum D ONDERSTEPOORT Vaccine Factory

18 Herrn Dr. H. Jager, ONDERSTEPOORT VACCINE FACTORY, sei flr die freundliche Hilfe bei
der Beschaffung gedankt.
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Die Lyophilisate wurden einzeln in 1 mL sterilem Wasser resuspendiert und in Portionen zu
100 pL bei -80 °C eingefroren (im Folgenden als ,,Lyophilisate” bezeichnet).

Als Antitoxine dienten diverse kommerzielle Referenzseren (Tab. 11), sowie die eigenen, aus
geimpften Kaninchen gewonnenen Antiseren (Tab. 12).

Tab. 11. Ubersicht ber die bei der KBR und dem ELISA eingesetzten kommerziellen

Referenzseren

Antitoxin-Typ Herkunft Tierart Einheiten

(It. Herstellerangaben)
A Diagnostics Pasteur” Pferd > 5000 A.E./mL?
A ID-DLO? Schaf 13.400 Anti MLDsg
B Diagnostics Pasteur” Pferd 500 A.E./mL
B ID-DLO? Schaf 25.600 Anti LDso/mL
C ONDERSTEPOORT? Pferd > 1000 Units/mL
C ID-DLO? Ziege 4.418 Anti LDsy/mL
Cy ID-DLO? Kaninchen  unbekannt
Cx ID-DLO? Kaninchen  unbekannt
D ONDERSTEPOORT? Pferd > 1000 Units/mL
D ID-DLO? Schaf 17.100 Anti LDso/mL
E ID-DLO? Schaf 25.600 Anti LDso/mL
F ID-DLO? Kaninchen 20.060 Anti LDso/mL
G ID-DLO? Schaf unbekannt

D Institut Pasteur; Rue du Dr Roux, 72724 Paris, Frankreich
2 |nstitut for Animal Science and Health (ID-DLO); P.O. Box 65, 8200 AB Lelystad, Niederlande
¥ ONDERSTEPOORT Biological Products, Private Bag X07, Onderstepoort 0110, Siidafrika

4 AE./mL= Antitoxische Einheiten/mL
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Tab. 12. Ubersicht Uber die bei der KBR und dem ELISA eingesetzten Antiseren
hyperimmunisierter Kaninchen

Antiserum hyperimmunisiert mit ~ Herkunft Tierart

A 1028 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen
B 1029 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen
C 1030 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen
C 2145 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen
D 2142 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen
D 2146 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen
C/D Botulinus-Vaccine, Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen

ONDERSTEPOORT

E 1032 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen
F 1033 Tropentierhygiene; Gottingen Kaninchen

In der Tabelle 12 sind die in der KBR und im ELISA eingesetzten, aus Kaninchen gewonnenen
Antiseren (A-F) dargestellt. Die Kaninchen wurden mit den selbst hergestellten Botulinus-Toxoid-
Vakzinen (Abschnitt 3.2.3.1) bzw. einer kommerziellen Botulinus-Toxoid-Vaccine (Abschnitt 3.2.3.2)
nach dem im Abschnitt 3.3.2.1 beschriebenen Schema geimpft. Die Gewinnung der Antiseren erfolgte
gemall Abschnitt 3.3.2.2.

Die immunserologischen Untersuchungen gliederten sich in drei Bereiche:

e Ermittlung des Antikdrper-Titerverlaufs immunisierter Kaninchen

e Ermittlung moglicher Kreuzreaktionen der untersuchten Stamme bzw. Antiseren
e Ermittlung von Antikérpern in Rinderseren

a) Ermittlung des AK-Titerverlaufes immunisierter Kaninchen

Zur quantitativen Ermittlung des AK-Titerverlaufes wurden die in einem Zeitraum von ca. 30
Wochen erhaltenen Kaninchenseren (Kapitel 3.3.2.2) gegen die Kulturliberstande (Tab. 10)
der als Antigen applizierten Stdmme titriert.

b) Ermittlung von AK-Kreuzreaktionen

Zur Ermittlung kreuzreaktiven Verhaltens wurden die in Tab. 11 aufgefiihrten 13 Referenz-
seren, sowie die nach Immunisierung der Kaninchen gewonnenen 10 verschiedenen Antiseren
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(Tab. 12) aller Typen von C. botulinum gegen die Kulturtiberstande aller in Tab. 10
erwahnten C. botulinum-Stimme sowie nahe verwandter Clostridien-Stamme titriert.

¢) Ermittlung von C. botulinum-AK in Rinderseren

Seren ungeimpfter Rinder, nach erstmaliger Boosterung, nach mehrjéhriger Revakzinierung,
sowie Kélberseren von geimpften Mutterkihen (Kapitel 3.4.2) wurden zur Ermittlung des
Impferfolges durch kommerzielle Botulinus-Vaccine untersucht.

Aus einer niederséchsischen Herde standen zusatzlich Serumproben klinisch an Botulismus
erkrankter Rinder zur Verfiigung (Tab. 9).

Zur Ermittlung der Antikorpertiter bzw. des Impferfolges wurden diese Seren gegen die
stidafrikanischen Lyophilisate sowie gegen Kulturiiberstdnde von Referenzstammen der
Typen C (1030) und D (2142) titriert (Tab. 10).

3.5.1 Komplementbindungsreaktion

Die KBR ist ein indirektes Verfahren zum Nachweis von Antikdérpern, welches letztlich auf
zwei isoliert voneinander ablaufenden Reaktionen beruht: Die Primér- und die
Sekundarreaktion.

Bei der KBR wird die Tatsache ausgenutzt, dafl das Komplementsystem durch Komplexe aus
Antigenen und Antikérpern in einem komplizierten, kaskadenartigen Reaktionsprozel3
aktiviert wird (Primarreaktion, unsichtbar). Das ,,Komplementdefizit“ als Folge einer
Komplementbindung wird in der KBR durch das hédmolytische Indikatorsystem sichtbar
gemacht (Sekundarreaktion).

Trotz einer Vielzahl von Modifikationen, die die einzelnen Reaktionsschritte des Tests
betreffen, ist das Grundprinzip der ,,klassischen”“ KBR immer das gleiche. So werden fir jede
KBR mindestens 5 Komponenten benétigt: Antigen, Serum, Komplement, Erythrozyten und
Ambozeptor (alte Bezeichnung fiir einen komplementbindenden Antikorper gegen Schaf-
erythrozyten).

Zunachst wird das probeneigene Komplement durch Warmebehandlung inaktiviert. Wenn in
der Priméarreaktion Antigen und Antikorper miteinander reagieren, wird in definierter Menge
zugesetztes heterologes Komplement durch die Immunkomplexe verbraucht. Zur
Sichtbarmachung dieser Reaktion dient in der Sekundarreaktion ein Indikatorsystem, das
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hamolytische System, welches aus Schaferythrozyten und dem Ambozeptor besteht. Da der
Ambozeptor zur Auflésung der Erythrozyten ebenfalls Komplement bendétigt, kann man nach
erfolgter Reaktion aufgrund einer eingetretenen oder ausgebliebener H&molyse feststellen,
welche der beiden hintereinander ablaufenden Reaktionen Komplement verbraucht hat.

Diese theoretische Vorbetrachtung zeigt, dal3 zur exakten Versuchsdurchfiihrung eine genau
auf das System abgestimmte Menge Komplement erforderlich ist, die gerade ausreicht, eine
vollstandige H&molyse der Schaferythrozyten zu bewirken. Bei Komplementmangel wirden
negative AG-AK-Reaktionen falsch positiv erscheinen, da die Komplementmenge noch nicht
einmal fir die vollstandige Hamolyse des Indikatorsystems ausreichen wirde. Bei Komple-
mentiiberschu?  wiirden positive ~AG-AK-Reaktionen durch ,Ubersattigung” des
hamolytischen Systems zumindest teilweise falsch negativ erscheinen.

Vor jedem Versuch wurde deshalb in einem Vorversuch die geringste Komplement-
konzentration ermittelt, die in Anwesenheit des Testantigens eine vollstdndige Hamolyse des
Indikatorsystems bewirkt.

Die im folgenden beschriebene Methodik der Vor- und Hauptversuche wurde in Anlehnung
an ANTONIADIS (1971) und die von WEISS und WEISS (1988) beschriebene Methode zum
Toxinnachweis in Mikrotiter-Technik fur den Antikérpernachweis modifiziert.

3.5.1.1 Materialien

Erythrozytensuspension, Komplement, Ambozeptor und Pufferlésung wurden Uber die
Fa. VIRION, Wiirzburg bezogen. (Anhang 8.1.5)

Antigene

Als Antigene dienten die in Abschnitt 3.5 Tab. 10 aufgefuhrten Kulturiiberstande,
Lyophilisate bzw. die Botulinus-Vaccine aus Sudafrika.

Die Gebrauchsverdiinnungen der Testantigene wurden in Vorversuchen nach Abschnitt
3.5.1.2.3 ermittelt.

Seren
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Die bereits in Abschnitt 3.5 erwéhnten Kaninchen- und Rinderseren sowie kommerzielle
Antitoxine wurden fiir die KBR eingesetzt. Vor ihrem Einsatz fir die KBR wurden sie alle in
gleicher Weise vorbehandelt (s. u.)

Vorbehandlung der Antiseren, Testseren

Um den Komplementverbrauch einer spezifischen Antigen-Antikorperreaktion genau erfassen
zu konnen, ist es erforderlich, das in jedem S&ugetierserum enthaltene Komplement zu
inaktivieren. Da einzelne Komplementfaktoren thermolabil sind, gentigt eine Erwérmung des
Serums uber einen bestimmten Zeitraum (Inaktivierung), i. d. R. 30 min/56 °C.

Da jedoch leichte Speziesunterschiede bezilglich der Komplementinaktivierung bestehen,
wurden nach LENNETTE und SCHMIDT (1977) die in Tab. 13 aufgeflihrten Inaktivierungs-
bedingungen gewahit.

Die Inaktivierung der Seren erfolgte in einem Wasserbad mit 1:5 bzw. 1:10 in Veronalpuffer
vorverdinnten Seren, um eine Hitzekoagulation zu vermeiden.

Tab. 13. Inaktivierungsbedingungen fiir Seren bei der KBR (mod. nach LENNETTE
u. SCHMIDT 1977)

Spezies Inaktivierungsbedingungen
Temperatur (°C) Zeit (min)
Kaninchen 56 30
Rind 56 30
Schaf 56 15
Pferd 62 30

Serumausgangsverdinnungen von 1:16 sind sicher bewertbar, Verdinnungsstufen von 1:8
sind gut auszuwerten. Titerstufen von 1:2 sind nicht zu wahlen, da niedrige
Serumverdiunnungen eher unspezifische antikomplementére Wirkungen aufweisen kdnnen.
(LENNETTE u. SCHMIDT 1977).

Wenn Serum in Gegenwart von Komplement dessen Wirkung herabsetzt oder aufhebt, spricht
man von einer antikomplementéren Wirkung bzw. ,,Eigenhemmung* des Serums. Ursachen
der ,,Eigenhemmung“ sind z.B. ein UberschuR von Globulin, aggregierte Immunglobuline
durch wiederholtes Tauen und Gefrieren, hamolytisches Serum, bakterielle Kontaminationen
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und pathophysiologische Faktoren wie z.B. zirkulierende Immunkomplexe oder bestimmte
Pharmaka.

Durch die Erwarmung des Serums konnen neben dem Komplement hdufig auch anti-
komplementare Eigenschaften inaktiviert werden.

Zur Kontrolle der antikomplementaren Serumeigenschaften in vitro diente die bei jedem
Testsystem mitgefiihrte Serumkontrolle (ohne Antigenzugabe). Das Phanomen der Eigen-
hemmung stellte sich dabei als positive KBR-Reaktion dar.

3.5.1.1.1 Standardisierung der Erythrozytensuspension

Fur alle Versuche (Vor- und Hauptversuche) der KBR wurden Schaferythrozyten auf eine
definierte VVolumenkonzentration von 1% v/v nach DIN 58 969 Teil 10 mit dem Cyan-
hamiglobin-Verfahren eingestellt.

Zur Herstellung dieser 1%igen Erythrozytensuspension wurde die fur den Versuch benétigte
Menge des konservierten Hammelblutes 10 min bei 1000 g zentrifugiert und das Sediment
dreimal mit der zehnfachen Menge Veronalpuffer gewaschen, wobei jeweils wie oben
zentrifugiert wurde, bis der Uberstand klar war. Nach dem dritten Waschen wurde das
Sediment in Veronalpuffer aufgenommen, so dal? eine ca. 1%ige Losung entstand.

Ein Parallelansatz aus:

0,5 mL Erythrozytensuspension plus 3 mL Transformationslosung (Anhang 8.1.5) wurde gut
geschittelt und mindestens 20 min bei Zimmertemperatur stehengelassen. Danach folgte
10minatiges Zentrifugieren bei 1000 g.

Die Konzentration von Cyanhamiglobin im Uberstand wurde in einer Kiivette von 1 cm
Schichtdicke (67741, SARSTEDT) bei 546 nm gegen die Transformationsldsung in einem
Spektralphotometer (Ultrospec 2000, PHARMACIA BIOTECH) gemessen.

Eine Extinktion von 0,2 entsprach einer 1-% (v/v) -Suspension von Schaferythrozyten in der
Ausgangsldsung.

Eine Korrektur der Erythrozyten-Ausgangssuspension erfolgte nach der Gleichung

=
— .V |-V =X
Ey

Ex = gemessene Extinktion
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Ey = die fur die gewiinsche Erythrozytenkonzentration bekannte Sollextinktion,
hier Ey = 0,2
V = Volumen der Erythrozyten-Suspension in mL

X = Menge des Veronalpuffers (mL), der dem Ansatz zugegeben werden muR,
um den Sollwert zu erreichen

Die Korrektur nach o.g. Formel ist nur bei Ausgangssuspensionen mit Extinktionswerten bis
1,0 moglich.

Da die 1%ige Erythrozytensuspension bei 4 °C nur begrenzt haltbar ist, wurde sie max. 4
Tage fiir die Versuche eingesetzt, solange der Uberstand klar war.

3.5.1.1.2 Ambozeptor

Der kommerzielle Ambozeptor (Anhang 8.1.5) sollte nach Herstellerangaben mit Veronal-
puffer auf eine Gebrauchsverdiinnung von 1:2500 flr jeden Versuchsansatz frisch verdinnt
werden.

In einem Ambozeptor-Vorversuch (Abschnitt 3.5.1.2.1) wurde geprift, ob sich diese
Verdlnnung als optimale Dosis zur Sensibilisierung der Eythrozyten auch fiir den Einsatz in
der hier vorgestellten Methodik eignet.

3.5.1.1.3 Herstellung des hdmolytische Systems

Die auf 1% eingestellte Erythrozytensuspension wurde zu gleichen Teilen mit der im
Vorversuch (Abschnitt 3.5.1.2.1) ermittelten Ambozeptor-Gebrauchsverdinnung fur jeden
Versuchsansatz frisch gemischt.
Zur Sensibilisierung der Erythrozyten wurde das hdmolytische System 15 min bei 37 °C unter
vorsichtigem Rihren inkubiert.

3.5.1.2 Vorversuche zur Methodik

3.5.1.2.1 Ambozeptor-Vorversuch
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Die Ambozeptor-Auswertung erfolgte in der Weise, dal? fallende Mengen des hamolytischen
Ambozeptors in Gegenwart von konstanten Mengen des Komplements, des Veronalpuffers
(als Ersatz fur Antigen und Serum) und der Erythrozyten getestet wurden. Es wurde zunéchst
eine Ambozeptor-Vorverdinnung von 1:100 in Veronalpuffer (VP) hergestellt. Mit dieser
Vorverdinnung erfolgten in 10-mL-Glasrohrchen die weiteren Ambozeptor-Verdinnungen
von 1:2000 bis 1:6500, wie in Abb. 5 dargestellt. Von diesen Gebrauchsverdiinnungen
wurden jeweils 25 uL in einem Parallelansatz in die Vertiefungen einer 96-Loch-Rundboden-
Mikrotiterplatte (82.1582, SARSTEDT) pipettiert. Jeweils 25 uL einer 1%igen Erythro-
zytensuspension, Veronalpuffer und Komplement (Anhang 8.1.5) (It. Herstellerangaben in
einer Verdinnung von 1:40) wurden ebenfalls zu den Ambozeptor-Verdiinnungen hinzu-
pipettiert.

Die Mikrotiterplatte wurde auf einem Plattenschiittler (541303, HEIDOLPH) gut geschittelt,
abgedeckt und 30 min/37 °C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Zentrifugation
(Varifuge, HERAEUS) der Platte 5min bei 350 g und die visuelle Auswertung der
Ergebnisse.

Eine hamolytische Einheit ist die hochste Ambozeptor-Verdiinnung, die noch eine komplette
Hamolyse bewirkt. In den weiteren Vorversuchen sowie in den Hauptversuchen wurde mit 2
hamolytischen Einheiten gearbeitet.

Ambozeptor mL 01 01 01 O01 O1 O1 01 01 01 01
(1:100 in VP verdinnt)
Veronalpuffer mL 19 24 29 34 39 44 49 54 59 64

R EEE

ul 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

1%ige Erythrozyten- \| 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Suspension

Veronalpuffer ub 50 50 50 50 50 50 50 50 50 @50
Komplement-Verd. uL 25 25 25 25 25 256 25 26 25 25

Abb.5. Ambozeptor-Titration

In der Abbildung 5 ist der Ambozeptor-Vorversuch dargestellt. 1:100 in Veronalpuffer (VP) vorver-
dinnter Ambozeptor (Anhang 8.1.5) wurde entsprechend Abschnitt 3.5.1.2.1 in 10 mL Glasréhrchen
mit VP auf Gebrauchsverdiinnungen von 1:2000-1:6500 weiter verdinnt. Jeweils 20 uL dieser
Gebrauchsverdiinnung wurden in Rundboden-Mikrotiterplatten pipettiert. Hinzugeflgt wurden jeweils
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25 pL Erythrozytensuspension (Abschnitt 3.5.1.1.1), VP und 1:40 in VP verdinntes Komplement
(Komplement-Verd.). Nach grindlichem durchmischen, inkubieren (30 min/37°C) und zentrifugieren
(5 min bei 350 g) erfolgte die Auswertung der Ergebnisse visuell.

In dem Ambozeptor-Vorversuch wurden weiterhin drei in der Abb. 5 nicht dargestellte
Erythrozyten-Kontrollen mit angesetzt:

e 100 uL Veronalpuffer + 25 pL 1%ige Erythrozytensuspension
e 75l Veronalpuffer + 25 uL Ambozeptor ?  + 25 uL 1%ige Erythrozytensuspension
e 75 uL Veronalpuffer + 25 uL Komplement + 25 pL 1%ige Erythrozytensuspension

7 i.d. Verdiinnung 1:1000

Samtliche Kontrollen durften keine Hamolyse zeigen.

3.5.1.2.2 Komplement-Vorversuch

Der Komplement-Vorversuch dient der Feststellung der Komplement-Gebrauchsdosis und
muf3 daher in Gegenwart der im Hauptversuch verwendeten Antigene erfolgen.

Es wurden zundchst Komplement-Vorverdinnungen von 1:35, 1:40, 1:45 und 1:50 in
Veronalpuffer (VP) hergestellt. Die so im Makrosystem (Rohrchen) hergestellten
Komplementverdiinnungen wurden zusammen mit verschiedenen Antigenverdiinnungen im
Abschnitt 3.5.1.2.3 zur Ermittlung der optimalen Antigen-Gebrauchsverdiinnung eingesetzt.

Die korrekte Einstellung der Komplement-Gebrauchsverdinnung wurde mit abgestuften
Komplement-Kontrollen, die 2, 1, 0,5 bzw. 0,25 Einheiten Komplement enthielten, gepruft.
Die Komplementverdiinnung, die noch eine vollstdndige Lyse ergibt, wird als 1 Komplement-
Einheit bezeichnet.

3.5.1.2.3 Antigen-Vorversuch

Von besonderer Bedeutung fur die KBR ist die Art und Weise der Antigeneinstellung. Die
entscheidende Einschétzung des Antigens beruht auf Ermittlung seiner direkt komplement-
verbrauchenden als auch seiner spezifisch antigenen Eigenschaften. Beides ist in
Abhangigkeit des Komplements zu sehen.
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Fur die Antigeneinstellung wurde die sog. Schachbrett-Titration herangezogen, wonach
steigende Antigenverdiinnungen gegen steigende Verdiinnungen der homologen** Kaninchen-
seren getestet wurden. Dies ermoglichte die Feststellung des optimalen Verhéltnisses
zwischen Antigen und Serum, d.h. die hochste Antigenverdiinnung, die gerade noch in der
Lage war, die kleinste meRbare Antikérpermenge zu binden.

Die Titrierung der eingesetzten Antigene (Tab. 10) erfolgte mit 7 unterschiedlichen Ver-
dinnungsstufen. Daflir wurden zuerst die Antigene im Makrosystem (Rohrchen) in Veronal-
puffer verdinnt (Tab. 14).

Tab. 14. Antigen-Verdlnnungsstufen zur Ermittlung der Antigen-Gebrauchsverdiinnungen

Verdlnnungsstufe  Kulturlberstande Lyophilisate Botulinus-
Vaccine
1 1:10 1:10 pur
2 1:20 1:100 1:5
3 1:40 1:500 1:10
4 1:80 1:1000 1:50
5 1:160 1:2500 1:100
6 1:320 1:5000 1:1000
7 1:640 1:10000 1:10000

Nachdem die in Tab. 14 aufgefuhrten AG-Gebrauchsverdiinnungen hergestellt wurden,
erfolgten alle weiteren Arbeitsschritte in 96-Loch-Rundboden-Mikrotiterplatten.

Pro Antigen wurden 4 Mikrotiterplatten nach dem in Abb. 6 aufgezeichneten Schema
identisch beschickt.

25 uL Veronalpuffer (VP) wurden in die Vertiefungen der Spalten 2-7 vorgelegt.

25uL 1:5 vorverdinntes homologes Serum wurde in die Vertiefungen der Spalten 1 und 2
pipettiert. Ab Spalte 2 erfolgte eine Serumtitration bis Spalte 7 mit 25 uL, so daf} Serum-
verdunnungen von 1:5 (Spalte 1) bis 1:320 (Spalte 7) entstanden.

1% Hierbei sind - und dies soll auch im Folgenden beibehalten werden - unter ,,homologen Seren® die
Kaninchenseren zu verstehen, die gegen die zur Vakzinierung eingesetzten Antigene titriert
wurden.
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25 pL der in Tab. 14 beschriebenen Antigenverdinnungsstufen (1-7) wurden in die Kavitaten
1-7 der Reihen A-G pipettiert, in Reihe H wurde nur Veronalpuffer zu den Serum-
verdiinnungen zugegeben.

Jeweils eine der im Abschnitt 3.5.1.2.2 (Komplement-Vorversuch) beschriebenen 4 Komple-
mentverdinnungen (1:35-1:50) wurde auf einer der 4 zuvor identisch beschickten Mikrotiter-
platten eingesetzt.

Dabei wurden 25 puL der Komplement-Vorverdinnung in alle Kavitaten der Spalten 1-7
pipettiert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AG- je 25 uL Serumverdinnung AG- Komplement-
Ver- Kon- Einheiten
diinnun trolle
g
je25uL 15 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 2 1 172 1/4

I O moooOw>
~ o b wN R

VP

Abb. 6.  Arbeitsschema fur Antigen-Vorversuch

Abbildung 6 zeigt die Plattenbelegung fiir den Antigen-Vorversuch. Die Reihen A-G waren mit den in
Tab. 14 aufgefiihrten Antigenverdiinnungen belegt, Reihe H diente der Serumkontrolle und war ohne
AG-Zusatz. In den Spalten 1-7 erfolgte die Serumtitration (Seren sh. Tab. 12): 25 uL 1:5 vorverdiinnte
Seren (Spalte 1) wurden in einer geometrischen Verdinnung in Veronalpuffer (VP) bis zu einer
Verdinnung von 1:320 (Spalte7) titriert. Spalte 8 diente der Antigenkontrolle, der Serumanteil wurde
durch VP ersetzt. 25 uL der in Abschnitt 3.5.1.2.2 ermittelten Komplementverdiinnung wurde in alle
Kavitaten der Spalten 1-8 zugefuigt. Spalten 9-12 dienten der Komplementkontrolle. Dort erfolgte eine
Komplement-Titration in VP, so daB8 2, 1, ¥2 und ¥ Komplement-Einheiten (sh. 3.5.1.2.2) vorgelegt
worden waren.

1 Komplementeinheit ist definiert als die Komplement-Verdinnung, die noch eine vollstandige
Hamolyse des Indikatorsystems bewirkt. Nach der Komplementtitration in den Spalten 9-12 wurden
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jeweils 25 plL Antigenverdiinnung und VP zugegeben. Die weitere Versuchsdurchfihrung und
Auswertung erfolgte gemal Abschnitt 3.5.1.2.3.

In Spalte 8 wurden eventuelle direkt komplementverbrauchende bzw. hdmolytische Eigen-
schaften des Antigens ermittelt. Der Serumanteil wurde hierbei durch Veronalpuffer ersetzt.
Die Kavitaten enthielten 25 uL Veronalpuffer, 25uL der jeweiligen Antigenverdinnung und
25 uL Komplementverdiinnung.

Die Spalten 9-12 dienten der Komplement-Kontrolle: 25 ulLVeronalpuffer wurde in die
Spalten 10-12 vorgelegt und 25uL. Komplementverdiinnung in die Spalten 9 und 10 pipettiert.
Nun erfolgte eine Komplement-Titraton mit 25uL von Spalte 10-12. Danach wurden jeweils
25 uL der jeweiligen Antigenverdiinnung und 25 pL VP zu den Spalten 9-12 pipettiert.

Aus dieser Komplement-Titration ergab sich in Spalte 9 die im Testsystem eingesetzte
Komplementkonzentration (2 Komplement-Einheiten), Spalte 10 enthielt die Halfte
(1 Komplement-Einheit), Spalten 11 und 12 enthielten jeweils ¥ bzw. ¥z Komplement-
Einheit.

Die Mikrotiter-Platten wurden auf dem Plattenschittler grindlich geschittelt, mit einem
Mikrotiterplatten-Deckel verschlossen und tber Nacht im Kuhlschrank bei 4 °C inkubiert.
Am néchsten Tag erfolgte die Herstellung des hdmolytischen Systems. Dieses wurde ebenso
wie die Mikrotiterplatten des Vortages 15 min bei 37 °C inkubiert.

50uL des hamolytischen Systems wurden in alle Kavitaten (mit Ausnahme der Spalte 8) der
Mikrotiterplatten pipettiert. In die Spalte 8 wurden 50 pL eines Gemisches aus gleichen
Teilen VP und 1%iger Erythrozytensuspension (ohne Ambozeptor) pipettiert.

Die Mikrotiterplatten wurden grundlich geschiittelt, mit einem Deckel verschlossen und
30 min bei 37 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation 5 min bei 350 g und sofortige
Ablesung der Ergebnisse mit blofiem Auge.

Die Ergebnisse der Vorversuche wurden nach folgendem Schema bewertet (Prozentsatz der
vorhandenen nicht hamolysierten Erythrozyten):

0% vollstdndige Hamolyse, rote transparente Flissigkeit ohne Bodensatz.

25 % roter, transparenter Uberstand, geringe Mengen Erythrozyten am Boden.

50 % rotlicher, transparenter Uberstand, deutlicher Bodensatz aus Erythrozyten.

75 % leicht rot-gelb getonter Uberstand, starker Bodensatz aus Erythrozyten.

100% keine Hamolyse, klarer Uberstand, starker Bodensatz aus Erythrozyten (Knopf)

A W N R O
11
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Die hochste Antigen-Verdunnung, die mit der hochsten Serumverdiinnung eine vollstandige
Hemmung der Hamolyse anzeigt, wird als 1 Antigen-Einheit bezeichnet. Im Hauptversuch
wurde mit 2 Antigen-Einheiten gearbeitet.

Diejenige Komplement-Verdiunnung, die noch eine vollstandige Lyse ergibt, wird als 1
Komplement-Einheit bezeichnet. Im Hauptversuch wurden 2 Komplement-Einheiten
eingesetzt, so daf eine 100%ige Reserve bestand.
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3.5.1.3  Nachweis von C. botulinum-Antikdrpern

Der Nachweis von Antikdrpern in den verschiedenen Seren erfolgte quantitativ, d.h. in
Probenverdinnungsreihen.

Die fur den Hauptversuch bendtigten Reagenzien, Materialien und Geréte wurden bereits in
3.5.1 dargestellt.

Die Kaninchenseren wurden 1:10 in Veronalpuffer, die Rinderseren und die kommmerziellen
Antiseren 1:5 in Veronalpuffer vorverdinnt und inaktiviert.

Die Antigene und das Komplement wurden in den durch die AG-Vorversuche (Abschnitt
3.5.1.2.3) ermittelten Gebrauchsverdiinnungen eingesetzt.

In jedem Hauptversuch wurden folgende Kontrollen mitgefuhrt:

e Serumkontrolle: (Spalte 1); die Serumprobe darf in der niedrigsten Verdinnung keine
Komplementinaktivierung ausldsen.

o Negativ-Serum:  am Versuchsende muB vollstandige Hamolyse eingetreten sein.

e Positiv-Serum:  am Versuchsende muf bei einer bestimmten Serumverdunnung eine
vollstandige Hemmung der Hamolyse sichtbar sein.

e Komplement-Kontrolle: Am Versuchsende muf3 die Komplement-Gebrauchsverdiinnung

(2 Komplement-Einheiten) und die Halfte der Komplement-Gebrauchs-

verdiinnung (1 Komplement-Einheit) eine vollstdndige Hamolyse auf-
weisen, der Hamolysegrad der %2 bzw. ¥ Komplement-Einheit soll
idealerweise 50 % betragen.

¢ Antigen-Kontrolle: Das Antigen darf keine direkt komplementverbrauchenden bzw.

hamolytischen Eigenschaften aufweisen.

Testansatz 1. Tag:

Puffervorlage: In 96-Loch-Rundboden-Mikrotiterplatten wurden 25 puL Veronalpuffer (VP) in
die Vertiefungen der Spalten 2-12 vorgelegt.

Im Parallelansatz wurden 25 pL des vorverdinnten Serums in die Spalten 1, 2 und 3
pipettiert.

Serum-Titration: Ab der dritten Spalte erfolgte die Serum-Titration mit jeweils 25 pL bis zur
Spalte 12, die letzten 25 uL der Serumverdiinnung wurden verworfen.

Antigenzugabe: 25 pL der Antigen-Gebrauchsverdinnung wurden in alle Vertiefungen der
Spalten 2-12 pipettiert.
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Komplementzugabe: 25 uL der Komplement-Gebrauchsverdiinnungen wurde in alle Ver-
tiefungen der Mikrotiterplatten hinzugegeben.

Auf der letzten Mikrotiterplatte eines Versuchsansatzes befanden sich die Komplement-
kontrolle und die Antigenkontrolle in der Reihe G._

Komplementkontrolle: 25 uL VP wurden in die Vertiefungen G9-G12 pipettiert. 25 uL der
Komplementgebrauchsverdunnung wurden in G9 und G10 pipettiert, beginnend mit G10
erfolgte eine Komplement-Titration bis G12. Jeweils 25 uL Antigen-Gebrauchsverdinung
und VP (statt Serum) wurden den Vertiefungen G9-G12 hinzugeftigt.

Antigenkontrolle: Die Antigenkontrolle befand sich in den Vertiefungen G1/G2. Jeweils 25
uL VP, Antigen-Gebrauchsverdiinnung und Komplement-Verdinnung wurden in die
Vertiefungen pipettiert.

Die Platten wurden grundlich auf einem Plattenschittler geschiittelt, mit dem Deckel ver-
schlossen und uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Testansatz 2. Tag:

Zugabe des hamolytischen Systems: Das frisch zubereitete hamolytische System (3.5.1.1.3)
und die Mikrotiterplatten mit den Ansédtzen des Vortages wurden 15 min/37 °C inkubiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 50 uL des hdmolytischen Systems in alle Vertiefungen
(Serumtitration und Komplementtitration) der Mikrotiterplatten.

Nur bei der Antigenkontrolle wurden jeweils 25 uL der 1%igen Erythrozytensuspension und
VP (anstelle von Ambozeptor) in die Kavitaten pipettiert.

Inkubation: Die Mikrotiterplatten wurden unmittelbar nach dem Beschicken fur 25-30 min bei
37 °C inkubiert. Die Inkubation war beendet, wenn die Komplementkontrolle bei 2- und
1 Komplement-Einheiten 100 % Hamolyse aufwies.

Zentrifugation und Auswertung: Die Platten wurden 5 min bei 350 g zentrifugiert und die
Ergebnisse gemal 3.5.1.3.1 ausgewertet.

3.5.1.3.1 Photometrische Bestimmung der 50-%-Hamolyse und Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte photometrisch (Digiscan, ASYS HITECH) bei einer
Wellenlange von 405 nm. Zu diesem Zweck muften die Uberstande aus den Rundboden-
Mikrotiterplatten in Flachboden-Mikrotiterplatten (475094, NUNC) Uberpipettiert werden.
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Mengen von 80 uL konnten, ohne dafl man Gefahr lief, sedimentierte Erythrozyten aufzu-
schwemmen, problemlos aus den Vertiefungen der Rundbodenplatten entnommen werden
und in neue Flachbodenplatten Uberpipettiert werden, in die zuvor 80 uL VP in jede
Vertiefung pipettiert worden waren. Durch die Verdiinnung des Uberstandes zu gleichen
Teilen mit Veronalpuffer war eine genauere photometrische Messung dieser Kkleinen
Volumina moglich.

Die hochste Verdinnung der Serumprobe, die zu einer 50%igen Lyse des hdmolytischen
Systems geflihrt hat, wurde photometrisch anhand einer Hamolyse-Eichkurve bestimmt (s.u.).
Die Ermittlung der 50%igen Lyse des hamolytischen Systems erfolgte ebenfalls
photometrisch anhand einer Eichgeraden.

Parallel zum Hauptversuch wurde dazu im Makrosystem an jedem Versuchstag jeweils
1 Rohrchen mit 100 % Lyse und 1 Rohrchen mit 0 % Lyse des h&molytischen System
hergestellt.

Fur 100 % Hamolyse wurden die Reaktionskomponenten der Komplementkontrolle mit
2 Komplement-Einheiten eingesetzt, d.h.

1 mL Komplement
+ 1 mL Antigen-Gebrauchsverdinnung
+ 1mL VP

Fur 0 % Hamolyse wurde das Komplement durch VP ersetzt, d.h.

2 mL VP
+ 1 mL Antigen-Gebrauchverdinnung

Mit den RoOhrchen wurde in gleicher Weise verfahren wie mit den Mikrotiterplatten im
Hauptversuch, d. h. sie wurden ber Nacht bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert, am nachsten
Tag wurde h&molytisches System, in diesem Fall 2 mL hinzugefugt. Parallel zu den
Mikrotiterplatten wurden die Rohrchen 25-30 min/37 °C inkubiert und dann 5 min bei 1000 g
zentrifugiert.

Nun erfolgte die Mischung der beiden Rohrchen in Zehnerschritten nach folgendem Schema:

100 % Hamolyse 0 % Hamolyse
0 Teile + 10 Teile = 0 % Hamolyse
1 Teil + 9 Teile = 10 % Hamolyse
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9 Teile + 1 Tell = 90 % Hamolyse
10 Teile + O Teile = 100 % Hamolyse

Von dieser Hdmolyse-Verdinnungsreihe wurden jeweils 80 uL der Verdunnungen in die
Vertiefungen einer 96-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatte pipettiert, in die, wie bei den
Serumtitrationen auch, 80 uL VP vorgelegt worden waren.

Gemeinsam mit den Mikrotiterplatten der Serumproben erfolgte die Ablesung der Ergebnisse
photometrisch.

Mit den gemessenen Extinktionen der Hamolyseverdinnungen wurde eine Eichgerade
erstellt, auf der die Extinktion fir 50-%-H&molyse ermittelt werden konnte.

Der Titer (positives Testergebnis) ist der reziproke Wert der hdchsten Verdinnung der
Serumprobe, die zu einer 50%igen Lyse der Erythrozyten gefihrt hat.

Fur die Ermittlung der Antikorper-Titer wurden zunéchst die Mittelwerte der Extinktionen
der im Doppelansatz gemessenen Serumproben berechnet. Danach konnte durch
logarithmische Interpolation dieser Mittelwerte die Serumverdinnung ermittelt werden, die
dem Wert der 50-%- Hamolyse der Eichgeraden entsprach.

3.5.1.3.2 AK-Nachweis in Seren immunisierter Kaninchen

Zur quantitativen Ermittlung des AK-Titerverlaufes wurden Seren von Kaninchen (Tab. 12)
untersucht, die gegen verschiedene Typen von C. botulinum hyperimmunisiert worden waren.
Die Serumproben der zwei mit der kommerziellen Botulinus-Vaccine immunisierten
Kaninchen wurden gegen die Lyophilisate der Typen C und D titriert, die Serumproben der 8
anderen immunisierten Kaninchen wurden gegen die Kulturtiberstdnde der als Antigen
applizierten Stamme titriert.

Als Negativ-Seren dienten die vor der Impfung erhaltenen Null-Seren der Kaninchen.

Vor der Titration wurden alle Kaninchenseren 1:10 in Veronalpuffer verdinnt und inaktiviert.

Die Vorgehensweisen der Serumtitration und Auswertung der Ergebnisse sind in den
Abschnitten 3.5.1.3. bzw. 3.5.1.3.1 dargestellt.



MATERIAL UND METHODEN 93

3.5.1.3.3 Nachweis von AK-Kreuzreaktionen

Zur quantitativen Ermittlung kreuzreaktiven Verhaltens wurden die Kaninchenseren und
C. botulinum-Referenzseren (Tab. 11 und Tab. 12, Abschnitt 3.5) in die Untersuchungen mit
einbezogen.

Von den Kaninchenseren wurden jeweils die erste und die letzte Serumprobe 1:10 in VP
verdiinnt und in dem Test eingesetzt, die Vorverdinnungen der kommerziellen Referenzseren
betrugen 1:5.
Als Antigene dienten die in Tab. 10 Abschnitt 3.5 aufgefuhrten Kulturtiberstande aller
C. botulinum-Typen und nahe verwandter Stdmme sowie die Lyophilisate von C. botulinum
Typ C und D.

Die Vorgehensweisen der Serumtitration und Auswertung der Ergebnisse sind in den
Abschnitten 3.5.1.3. bzw. 3.5.1.3.1 dargestellt.

3.5.1.3.4 AK-Nachweis in Rinderseren

Die in Abschnitt 3.5 aufgefiihrten Rinderseren wurden 1:5 in Veronalpuffer vorverdiinnt und
inaktiviert.

Als Antigene wurden die Lyophilisate von C. botulinum C und D sowie die Kulturtiberstande
der Referenzstdmme C (1030) und D (2142) eingesetzt (Tab. 10).

Die Vorgehensweisen der Serumtitration und Auswertung der Ergebnisse sind in den
Abschnitten 3.5.1.3. bzw. 3.5.1.3.1 dargestellt.

3.5.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein erstmals von ENGVALL und PERLMAN (1971) beschriebenes
immunologisches Nachweisverfahren mit breitem Anwendungsspektrum im Gesamtbereich
der Naturwissenschaften. Zum Nachweis von Antikdrpern gegen C. botulinum wurde das
Verfahren von RUBIN et al. (1982) eingefuhrt.

Der ELISA ist ein Testsystem, bei dem ein Antigen (oder AG-Gemisch) bzw. ein Antikorper
(oder AK-Gemisch) an eine feste Phase gebunden wird. Im weiteren Testablauf dient er dem
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Nachweis der korrespondierenden Antikorper bzw. Antigene. Die Antigen- bzw. Antikdrper-
Reaktion wird direkt oder Uber Folgereaktionen mit enzymmarkiertem AntikOrper, Antigen
oder sonstigen enzymmarkierten Reaktionspartnern nachgewiesen.

Es finden somit zwei Reaktionen statt: die immunologische und die enzymatische; die
Konzentration des Analyten wird tber die Aktivitatsmessung eines Markerenzyms ermittelt.

Unter dem Begriff ELISA werden viele verschiedenartig aufgebaute Testsysteme zusammen-
gefalt; in der vorliegenden Arbeit wurde die Technik des indirekten ELISA zum Nachweis
von Antikdrpern gegen C. botulinum angewendet, das Grundprinzip ist in Abb. 7 dargestelt.
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1. Bindung von Antigen
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2. Zugabe von Immunseren
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4. Substratzugabe

Abb. 7. Indirekter ELISA

Im sog. indirekten ELISA wird das Antigen an die Festphase gebunden. Die Reaktion
vorhandener Antikorper einer Probe gegen dieses Antigen wird mit einem markierten, gegen
den gebundenen AntikOrper gerichteten Antiimmunglobulin  nachgewiesen. Die
Enzymaktivitat nach Substratzugabe zeigt die Menge der gebundenen und damit vorhandenen
Antikorper an.
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3.5.2.1 Materialien

Die Auswahl der Puffer geschah in Anlehnung an die von KEMENY (1994) beschriebene
Methode. Angaben (ber die verwendeten Materialien, Pufferlésungen und Reagenzien siehe

Anhang 8.1.6.

Verdlinnungsmedium:
Beschichtungspuffer:
Waschflussigkeit:

Blockierungspuffer:
teilzunehmen
Enzymmarkierter Antikorper:

Substratpuffer und Substrat:

Stopplésung:

Antigene

Als Antigene wurden die

PBS-Puffer

Bicarbonat-Beschichtungspuffer

zur Entfernung aller nicht immunologisch gebundener
Reaktionspartner

Substanzen, die die freien Bindungsstellen an der festen Phase
fur die folgenden spezifischen Reaktionspartner unzugénglich
machen ohne an den immunologischen Reaktionen

Alkalische Phosphatase (AP)-konjugiert

Indikatorsystem des Tests, liefert ein photometrisch mef3bares
Signal

NaOH; zur irreversiblen Beendigung der Reaktion nach einer
bestimmten Zeit.

in Abschnitt 3.5 Tab. 10 aufgefiihrten Kulturiiberstande,

Lyophilisate bzw. die stidafrikanische Botulinus-Vaccine eingesetzt.
Die Gebrauchsverdiinnungen der Testantigene wurden im Vorversuch nach Abschnitt

3.5.2.2.2 ermittelt.

Seren

Die verwendeten Kaninchen-

Abschnitt 3.5 aufgefihrt.

und Rinderseren, sowie die kommerziellen Antiseren sind in

3.5.2.1.1 Allgemeines Testprinzip

Alle Pipettierschritte erfolgten mit einer 8-Kanal Pipettierhilfe (Matrix Impact, INTEGRA).
Die Mikrotiterplatten wurden wahrend der einzelnen Inkubationsschritte mit Folie (Sealing
Tape 236269, NUNC) abgeklebt.
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Angaben (ber die verwendeten Materialien, Pufferlésungen und Reagenzien siehe Anhang

8.1.6.

Beschichtungsantigen in Carbonatpuffer verdiinnen und 100 puL der Verdiinnung in jede

lagern:
waschen:

blockieren:

waschen:

Seren:
vorverdinnen.

pipettieren.

inkubieren:
waschen:

Konjugat:

inkubieren:
waschen:

Substrat:
inkubieren

stoppen:

messen:

Kavitat der Mikrotiterplatte pipettieren.
Platten abdecken und Gber Nacht (ca. 18h) bei +4 °C inkubieren.
Platten 3x mit 200 uL Waschpuffer/Kavitat manuell waschen, ausschlagen.

100 uL Blockierungspuffer in jede Kavitat der Mikrotiterplatten pipettieren;
2 h /37 °C auf Wippe blockieren.

Platten 3x mit 200 uL Waschpuffer/Kavitat manuell waschen, ausschlagen.

Zur  Serum-Titration  Testseren 1:10 in  Probenverdinnungspuffer

100 pL Probenverdiinnungspuffer/Kavitat in die Reihen 2-12 vorlegen.
100 pL vorverdunnte Serumproben in Kavitdten der Reihen 1 und 2

Serumtitration mit 100 uL ab Reihe 2 bis 12, die letzten 100 uL verwerfen.
1 h/37 °C auf Wippe (3013, Gesellschaft flr Labortechnik, Burgwedel).

Platten 3x mit 200 uL Waschpuffer/Kavitat manuell waschen, ausschlagen.

AP-markierte Antikorper in PBS-Puffer (entsprechend der versch. Angaben)
vorverdunnen und 100 pL/Kavitét hinzuftigen.
1 h/37 °C auf Wippe (s.0.).

Platten 3x mit 200 uL Waschpuffer/Kavitat manuell waschen, ausschlagen.

100 pL Substrat/Kavitat zugeben.
1 h/37 °C auf Wippe (s.0.).

Zugabe von 50 puL 3M NaOH/Kavitét.

Photometrische Messung der Platten bei 405 nm gegen 490 nm (Digiscan,
ASYS HITECH).



98 MATERIAL UND METHODEN

3.5.2.2  Vorversuche zur Methodik
3.5.2.2.1 Auswahl der geeigneten Mikrotiterplatten

Die Adsorption des l6slichen Antigens an die Festphase der Mikrotiterplatten ist ein
bestimmender Faktor flr die Sensitivitat und Prézision des ELISA. Polystyrene ist haufig das
geeignetste und am weitesten verbreitete Material fiir die Antigenadsorption.

Polysorp®- und Maxisorp®-Immuno-Platten (NUNC, Wiesbaden), beides Polystyrene-
Immunoplatten, sollten fur den hier vorgestellten ELISA untersucht werden.

Waéhrend die Polysorp®- Oberflache Uberwiegend hydrophobe Bindungsstellen aufweist, hat
die Maxisorp®-Oberflache auBerdem noch hydrophile Gruppen, so daB ein feines
Maschenwerk hydrophiler und hydrophober Bindungsstellen entsteht. Somit haben die
Maxisorp®-Platten eine hohe Affinitat zu hydrophilen, polaren Gruppen, wéhrend Molekiile
mit hydrophoben Charakter eine hohere Affinitat zu der Polysorp®-Oberflache haben.

Zunéchst wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Eignung der Maxisorp®-Immuno-
Rundboden-Platten (469914, NUNC) untersucht, da sie in dem hiesigen Institut fur einen
ELISA zum Nachweis von Antikérpern gegen C. septicum eingesetzt werden (ROTH™).
Polysorp®-Platten, sowohl mit Rundboden (475434, NUNC) als auch mit Flachboden
(475094, NUNC), wurden in die Untersuchungen mit einbezogen.

Alle 3 Platten-Typen wurden mit einem positiven Kaninchenserum bzw. Rinderserum auf un-
spezifische Bindungen untersucht.

Die Reihen A-C wurden mit 100uL 1:20 in Beschichtungspuffer (8.1.6) vorverdinntem
Kulturiiberstand von C. botulinum Typ D (2142) (Tab. 10) beschichtet. Die Reihe D diente als
Serumkontrolle, um mdgliche unspezifische Reaktionen des Serums mit der Polystyrene-
Oberflache darstellen zu kdnnen und wurde daher nicht mit Antigen gefullt. Die erste Spalte
diente als Leerwertkontrolle (,,Blank*) und wurde weder mit Antigen noch mit Serum geftllt,
sondern enthielt nur Probenpufer (s.u.).

Nach dem Beschichten, Blockieren und Waschen der Platten wurden 100uL Probenpuffer in
die Spalten 1 und 3-12 vorgelegt und 100 uL der 1:10 vorverdinnten Seren in die Spalten 2
und 3 pipettiert. Ab Spalte 3 erfolgte die Titration von jeweils 100 uL Serum bis zur Spalte
12.

> ROTH, F.: pers. Mitt., Géttingen 1997
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Nach Inkubation, Waschen, Zugabe von Konjugat, erneutem Waschen und Substratzugabe
erfolgte die photometrische Auswertung der Ergebnisse (Digiscan, ASYS HITECH; DigiWin-
Programm V2.0).

Die Polysorp®- Oberflache erwies sich nach den Vorversuchen als am besten geeignet zum
Nachweis von C. botulinum-AK und wurde somit in den folgenden Versuchen (s.u.)
eingesetzt.

3.5.2.2.2 Ermittlung der optimalen Antigenverdiinnung

Die optimale Antigenkonzentration in einem ELISA liegt normalerweise im Bereich von
1ug-10pg/mL Protein (KEMENY 1994); es werden jedoch auch hdhere Konzentrationen
eingesetzt. Idealerweise sollten alle Bindungsstellen der festen Phase wéhrend des
beschichtens mit Antigen-Molekiilen besetzt sein. Von Nachteil ist ein ,,overcoaten” mit
Antigen, denn der angestrebte Antigen-Monolayer kann dadurch nicht aufrechterhalten
werden und sich wahrend des Tests losende Antigene konnen die Sensitivitdt und
Reproduzierbarkeit des ELISA reduzieren.

Fur jeden Versuchsansatz wurde eine ,,Schachbrettitration* durchgefiihrt, um die zur
Adsorption an die feste Phase optimalen Antigenverdiinnung zu ermitteln und optimale
Verhaltnisse zwischen Antigen und Serum festzustellen.

Die zu ermittelnde Antigenkonzentration ist gewohnlich die Menge, Uber der keine oder nur
eine geringfiigige Erhéhung der Antikorperbindung zu beobachten ist, keine unspezifischen
Extinktionen bei negativen Kontrollseren auftreten und sich negative und positive Seren
deutlich abgrenzen lassen.

C. Dbotulinum-Kulturiiberstdnde, die sudafrikanische Botulinus-Vaccine, sowie die
Lyophilisate der Toxintypen C und D wurden auf ihre optimale Beschichtungs-Verdiinnung
im ELISA entsprechend der in Tab. 15 aufgefuhrten Verdinnungsstufen untersucht.

100uL dieser in Beschichtungspuffer vorverdinnten Antigene wurden in jede Kavitat der
Polysorp®-Platten pipettiert und Gber Nacht im Kihlschrank inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Platten gewaschen, danach die Kavitdten der Spalten 2-12 mit 100 uL Proben-
verdunnungspuffer gefillt. Nach Zugabe von 100 uL der 1:10 vorverdiinnten, positiven und
negativen Rinder- und Kaninchenseren in die Spalten 1 und 2, erfolgte eine Titration bis zur
Spalte 12 der Mikrotiterplatten.
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Nach Inkubation, Waschen, Zugabe von Konjugat, erneutem Waschen und Substratzugabe
erfolgte die Auswertung der Platten mit dem Photometer.

Tab. 15. Verdinnungsstufen der unterschiedlichen Antigene im ELISA

Verdlnnungsstufe Kulturiiberstéande Lyophilisate Botulinus-Vaccine
1 1:10 1:25 pur

2 1:20 1:50 1:5

3 1:40 1:100 1:10

4 1:80 1:200 1:50

5 1:320 1:400 1:100

6 1:640 1:1600 1:1000

7 1:1280 1:3200 1:10000

8 1:2560 1:6400 1:100000

Dargestellt sind die zum Beschichten der ELISA-Polysorp®-Platten eingesetzten unterschiedlichen
Verdiinnungen der als Antigen eingesetzten C. botulinum-Kulturiiberstande, der siidafrikanischen
Botulinus-Vaccine, sowie die Lyophilisate der Toxintypen C und D (Tab. 10). Die Antigene wurden in
Beschichtungspuffer (8.1.6) entsprechend den Angaben der Tab. 15 verdiinnt, um die fur das jeweilige
Antigen optimale Antigenverdiinnung gemaR 3.5.2.2.2 ermitteln zu kdnnen.

3.5.2.2.3 Bestimmung des Cut-off-Wertes fiir den ELISA

Der Cut-off-Wert ist die Unterscheidungsgrenze zwischen negativen und positiven Proben,
bei der ein Minimum an falsch-positiven und/oder falsch-negativen Ergebnissen erzielt wird.

Der Cut-off-Wert ist der arithmetische Mittelwert der Kontroll-/Normalseren plus der
dreifachen Standardabweichung.

Der Schwellenwert berechnet sich aus dem arithmetischen Mittelwert der Kontroll-/Normal-
seren plus der einfachen Standardabweichung. Zwischen diesen liegende Werte/Extinktionen
werden als zweifelhaft beurteilt (JARK 1996).

Zur Bestimmung der Cut-off-Werte und der Schwellenwerte wurden 20 Kaninchen- und 100
Rinder-Normalseren in einer Vorverdinnung von 1:40 gegen den Kulturiiberstand des
Referenzstammes Typ D (2142) (Tab. 10) im ELISA untersucht.
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3.5.2.3  Nachweis von C. botulinum-Antikdrpern

Der Nachweis der Antikorper in den verschiedenen Seren erfolgte quantitativ, d.h. durch
Probenverdinnungsreihen.

Die fir den Hauptversuch benotigten Reagenzien und Materialien wurden bereits im Kapitel
3.5.2 dargestellt und sind im Anhang 8.1.6 beschrieben.

Die Antigene wurden in den durch die Vorversuche (3.5.2.2.2) ermittelten Gebrauchsver-
dinnungen eingesetzt.

Kaninchen-, Rinder- und kommerzielle Antiseren wurden 1:10 in Probenverdinnungspuffer
(8.1.6) vorverdiinnt.

Allgemeine Durchfiihrung:

In die Kavitaten von 96-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatten wurden 100uL der entsprechend
in Beschichtungspuffer vorverdiunnten Antigene/Botulinum-Toxine einpipettiert. Die Platten
wurden mit Folie abgedeckt und tiber Nacht (16-18h) bei 4°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Platten dreimal mit 200 uL. Waschpuffer gewaschen.

100 pL des Blockierungspuffers wurde in jede Kavitét einpipettiert und 2 h bei 37 °C auf der
Wippe blockiert. Nach dem Blockieren folgte erneut dreimaliges Waschen.

Die blockierten und gewaschenen Platten wurden fur die Ermittlung der Antikorpertiter
geimpfter Rinder bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert, wéhrend die Platten
zur Ermittlung der Antikorpertiter geimpfter Kaninchen und zur Ermittlung der Kreuz-
reaktionen zum sofortigen Gebrauch beschichtet wurden.

Die Testseren wurden mit Probenverdiunnungspuffer 1:10 vorverdiinnt. 100uL Proben-
verdunnungspuffer wurde in die Kavitaten A-H der Spalten 2-12 vorgelegt und 100uL der
vorverdinnten Testseren in die Reihen 1 und 2 pipettiert. Ausgehend von der zweiten Spalte
wurde durch Uberfilhren von jeweils 100 puL in die folgende Spalte eine geometrische
Verdlnnungsreihe bis in die Reihe 12 (Serumverdiunnug 1:20480) erstellt. Wichtig war
hierbei die griindliche Durchmischung der kleinen Volumina und die restlose Entleerung der
Pipettenspitzen bei jedem Schritt. Alle Serumproben wurden in zweifachen Ansétzen titriert.

Als Kontrollen wurden Seren ungeimpfter (negativ) und geimpfter Tiere (positiv) eingesetzt,
mit denen analog zu den Testseren verfahren wurde. Eine Antigenkontrolle (ohne Serum) lief
bei jedem Versuchsansatz in der letzten Reihe einer Mikrotiterplatte mit.

Die Platten wurden erneut mit Folie abgedeckt und auf der Wippe bei 37 °C inkubiert.



102 MATERIAL UND METHODEN

Nach einer Stunde wurden die nicht gebundenen Bestandteile durch dreimaliges Waschen mit
200 pL Waschpuffer entfernt. Nach Zugabe von 100uL in PBS nach Herstellerangaben vor-
verdunntem, alkalische-phosphatase-konjugiertem, speziesspezifischem Anti-Immunglobulin-
Konjugat in jede Kavitat der Mikrotiterplatte wurden die Platten abermals mit Folie ver-
schlossen und 1 h/37 °C auf der Wippe inkubiert. Uberschiissiges Konjugat wurde durch
erneutes dreimaliges Waschen aus den Kavitaten entfernt. Nach Zugabe von 100uL Substrat -
geldst in Substratpuffer - in jede Kavitdt wurden die Platten erneut abgedeckt und bei 37 °C
inkubiert.

Die Enzymreaktion wurde nach 1 h Inkubation bei 37 °C durch Zugabe von 50 uL 3M NaOH
gestoppt.

Die Messung der Farbreaktion erfolgte bei 405 nm gegen 490 nm.

3.5.2.3.1 AK-Nachweis in Seren immunisierter Kaninchen

Zur quantitativen Ermittlung des Antikorper-Titerverlaufs wurden Seren von Kaninchen
untersucht, die gegen verschiedene Typen von C. botulinum hyperimmunisierter worden
waren (Abschnitt 3.3.2.1).

Die Serumproben der mit der kommerziellen Botulinus-Vaccine geimpften Kaninchen
wurden gegen die Lyophilisate der Typen C und D titriert, die Serumproben der 8 anderen
geimpften Kaninchen wurden gegen die Kulturiberstdande der als Antigen applizierten
Stamme titriert (Tab.10).

In der Regel wurden die Kaninchenseren 1:10 in Probenpuffer vorverdiinnt, in Einzelféllen,
bei denen die Antikdrpertiter deutlich oberhalb der Serumverdiinnungen von 1:20480 lagen,
wurde der Versuch mit Serumvorverdinnungen von 1:20 bzw. 1:40 wiederholt.

Als Negativ-Seren dienten die vor der Impfung erhaltenen Serum-Proben der Kaninchen.
Diese wurden in gleicher Weise wie die Testseren 1:10 in Probenpuffer verdiinnt und analog
zu den Testseren titriert.

Die allgemeine Durchfuhrung der Serumtitration ist in Abschnitt 3.5.2.3 aufgefuhrt, die
Auswertung der Ergebnisse erfolgt gemal Abschnitt 3.5.2.4.
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3.5.2.3.2 Nachweis von AK-Kreuzreaktionen

Zur quantitativen Ermittlung kreuzreaktiven Verhaltens wurden die Seren hyperimmunisierter
Kaninchen (jeweils die erste und die letzte Serumprobe) und C. botulinum-Antitoxine in die
Untersuchungen mit einbezogen.

Alle eingesetzten Testseren wurden 1:10 mit Probenverdinnungspuffer vorverdinnt.

Als Antigene dienten die in Tab. 10 Abschnitt 3.5 aufgefuhrten Kulturtberstande aller
C. botulinum-Typen und nahe verwandter Stdamme, sowie die Lyophilisate von C. botulinum
Typ C und D.

Die allgemeine Durchfuhrung der Serumtitration ist in Abschnitt 3.5.2.3 aufgefuhrt, die
Auswertung der Ergebnisse erfolgt gemal Abschnitt 3.5.2.4.

3.5.2.3.3 AK-Nachweis in Rinderseren

Die in Abschnitt 3.5 aufgefiihrten Rinderseren wurden 1:10 in Probenpuffer vorverdiinnt.
Als Antigene wurden Lyophilisate von C. botulinum Typ C und D eingesetzt, sowie Kultur-
uberstédnde der Referenzstamme C (1030) und D (2142).

Die allgemeine Durchfuhrung der Serumtitration ist in Abschnitt 3.5.2.3 aufgefuhrt, die
Auswertung der Ergebnisse erfolgt geméal Abschnitt 3.5.2.4.

3.5.2.4  Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung aller Mikrotiterplatten erfolgte photometrisch.

Aus den gemessenen Extinktionen der in zweifachen Ansétzen titrierten Serumproben in den
Hauptversuchen der Abschnitte 3.5.2.3.1 bis 3.5.2.3.3 wurden die Mittelwerte bestimmt.
Durch logarithmische Interpolation. der Extinktionen der Serumverdinnungen erfolgte die
Berechnung der hdchsten Serumverdiinnung, bei der die Extinktion tiber dem Cut-off-Wert
bzw. tiber dem Schwellenwert lag™.

Der Antikorpertiter der Testseren entspricht dem Reziprokwert dieser Serumverdiinnungen.
Serumverdiinnungen, deren Extinktionen ber dem Schwellenwert und unter dem Cut-off-

' Herrn F. Hame, Gesellschaft fiir wissenschaftliche Datenverarbeitung, Gottingen (GwDG), sei fiir
die freundliche Hilfe bei der statistischen Auswertung der Reader-Daten gedankt.
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Wert lagen, wurden nach JARK (1996) als zweifelhaft bewertet. Serumverdiinnungen mit
Extinktionen unter dem Schwellenwert waren negativ.

3.5.25 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des ELISA

Intra-Assay-Variation

Zur Ermittlung der Intra-Assay-Variation wurde eine Mikrotiterplatte exemplarisch mit dem
Antigen Typ D (2142) (Tab. 10) wie in dem Hauptversuch (3.5.2.3) in einer Verdlinnung von
1:80 beschichtet. Ein positives Rinderserum aus dem Bestand C (Tab. 9) wurde 1:40 in
Probenpuffer vorverdiinnt. 100 pL dieses vorverdiunnten Serums wurde in jede Vertiefung der
Mikrotiterplatte pipettiert und methodisch wie in Abschnitt 3.5.2.3 weiter behandelt. Das
arithmetische Mittel, die Standardabweichung (S) und der rel. Variationskoeffizient (\Vr) der
Extinktionen wurden ermittelt.

Inter-Assay-Variation

Um die Wiederholbarkeit der serologischen Ergebnisse darzustellen, wurden bei gleicher
Plattenbelegung an 5 verschiedenen Tagen 8 Rinderseren (7 positive, 1 negatives) gegen das
Antigen Typ D (2142) (Tab. 10) methodisch wie in Abschnitt 3.5.2.3.titriert. Das
arithmetische Mittel, die Standardabweichung (S) und der rel. Variationskoeffizient (\Vr) der
Antikorper-Titer wurden ermittelt.
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4 Ergebnisse
4.1 Differenzierung der Clostridien-Stamme
4.1.1 Kolonie- und Zellmorphologie

Die Kolonie- und Zellmorphologie der untersuchten Clostridien-Stamme ist in Tab. 16
dargestelit.

Die Kolonien der untersuchten Clostridien-Stamme waren alle klein bis mittelgroR und
zeigten haufig einen unregelmaRig gewellten Rand. Die Koloniefarbung variierte zwischen
hellbeige bis hellgrau. Alle untersuchten Clostridien-Stamme verursachten eine vollstandige
Hamolye auf der Oberflache der Blutagar-Platten.

In der Gramféarbung verhielten sich die Clostridienstamme gram-positiv, C. tetani (1089)
verhielt sich bereits nach 24 h gramlabil. Sporenbildung trat bei allen Clostridien-Stammen
auf. In der Regel waren die Zellauftreibungen subterminal zu beobachten, bei C. tetani (1989)
neben subterminal auch terminal. Bis auf C. baratii und C. tetani waren alle untersuchten
Clostridien-Stamme beweglich.

Die umseitig stehende Tabelle 16 zeigt die Kolonie- und Zellmorphologie der untersuchten Stdamme
von C. botulinum und C. spp. mit den im Institut fir Pflanzenbau und Tierproduktion in den Tropen
und Subtropen, Gottingen vergebenen Stamm-Nummern. lhre Original-Herkunftsbezeichnungen sind
der Tab. 6 zu entnehmen. Alle Stdamme, die fraktioniert auf Blutagar-Platten ausgestrichen wurden,
wurden in ihrer Makromorphologie beurteilt und verursachten eine vollstandige Hadmolyse (+) auf der
Oberflache der Blutagar-Platten. In der Gramfarbung verhielten sich die Clostridien gram-positiv (+)
bzw. gramlabil (+/-). Sporenbildung war bei allen untersuchten Stdmmen zu beobachten, die
Zellauftreibungen waren i.d.R. subterminal (ST) zu beobachten, aber auch terminal (T), zentral (Z)
oder polymorph (P). Bis auf die unbeweglichen (-) Stdimme C. baratii und C. tetani waren alle
anderen im sog. ,,hdngenden Tropfen* untersuchten Stdmme beweglich (+).
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Tab. 16. Kolonie- und Zellmorphologie der untersuchten Clostridien-Stamme



ERGEBNISSE 107

4.1.2 Gaschromatographische Fettsdureanalyse

Die Fettsdureverteilung der untersuchten Stamme, wie sie vom Integrator aufgrund der
Retentionszeit und des Fettsaurestandards bestimmt wurde, ist in den Abb. 8 - Abb. 15 fur die
Referenzstdmme von C. botulinum dargestellt.

Nicht als Diagramm dargestellt sind die Fettsdureprofile der untersuchten C. spp. Diese
konnen bei GIERCKE-SYGUSCH (1987), HEITEFUSS (1991) bzw. im Atlas ,,Gas
Chromatography - Bacteria Identification System* (PERKIN-ELMER) eingesehen werden.

Die Typen von C. botulinum (C.b.) wurden mittels computergestutzter Auswertung der
Chromatogramme  differenziert. Die lineare Korrelation der gaschromatographisch
bestimmten Fettsduremuster ist in Tab. 17 angegeben. Die statistische Auswertung gibt
Hinweise auf die taxonomische Stellung der Typen zueinander.

Die umseitig dargestellten Abbildungen 8-15 zeigen die Fettséureverteilung der untersuchten
C. botulinum-Referenzstdmme (3.1.1), wie sie vom Integrator aufgrund der Retentionszeit und des
Fettsdurestandards (Tab. 7) nach der Methode von HEITEFUSS (1991) gemdaR Abschnitt 3.1.3
bestimmt wurde.
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Abb. 8. Fettsduremuster C. botulinum A (1028) — Legende sh. Seite 105

Abb. 9. Fettsduremuster C. botulinum B (1029) — Legende sh. Seite 105
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Abb. 10. Fettsdauremuster C. botulinum C (1030) — Legende sh. Seite 105

Abb. 11. Fettsduremuster C. botulinum C (2145) — Legende sh. Seite 105
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Abb. 12. Fettsauremuster C. botulinum D (2142) — Legende sh. Seite 105

Abb. 13. Fettsduremuster C. botulinum D (2146) — Legende sh. Seite 105
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Abb. 14. Fettsauremuster C. botulinum E (1032) — Legende sh. Seite 105

Abb. 15. Fettsduremuster C. botulinum F (1033) — Legende sh. Seite 105
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Tab. 17. Ubereinstimmung der Fettsauremuster der verschiedenen Clostridien-Stamme
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C.b. F (1033), C. tetani (1089) und C. parabotulinum (1085) wiesen die grokten Uberein-
stimmungen der Fettsduremuster zu C. b. A (1028) auf, wahrend z.B. C.b. B (1029) und
C.b. E (1032) deutlich geringere Ubereinstimmungen zeigten.

Mit C.b. B (1029) korrelierten vor allem C.b. C (1030), C.b. D (2142) und C.b. A, eine
deutlich geringere Korrelation war zu den anderen C. spp. zu beobachten.

Die nachste Verwandtschaft -bezogen auf die Fettsduremuster- zu C.b. C (1030) wiesen C.b.
B (1029), C.b. F (1033) und C. tetani (1089) auf, der zweite C.b. C-Stamm (2145) lag mit
r = 0,927 noch hinter C.b. A (1028) und C.b. D (2142).

Bei C.b.C (2145), bestand die groBte Ubereinstimmung der Fettsauremuster mit
C. parabotulinum (1085), C.tetani (1089) und C.b. A (1028), gefolgt von den beiden
Stammen C.b. D (2142, 2146).

Die beiden Stamme von C.b. C (2145, 1030) wiesen die grofite Korrelation zu C.b. D (2142)
auf, gefolgt von C.b. B (1029), C.b. D (2126) und C.b. F (1033), eine deutlich geringere
Korrelation bestand zu den anderen C. spp.

C.b. C (2145) und C.b. D (2142) zeigten die hochste Korrelation zu C.b. D (2146), gefolgt
von C.b. F (1033), C. tetani (1089) und C. parabotulinum (1085).

C.b. E (1032) wies gegentber allen verrechneten Referenzstdmmen nur eine geringe
Korrelation (r = <0,8) auf.

Mit C.b. F (1033) wiesen C. tetani (1089), C.b. A (1028) und die beiden C.b. C (2145, 1030)
die grokte Ubereinstimmung der Fettsauremuster auf.

Zu C. parabotulinum (1085) wiesen v.a. C.b. C (2145), C.b. A (1028) und C. tetani (1089)
hohe Korrelationskoeffizienten auf.

C.b. F (1033), C.b. A (1028) und beide C.b. C-Stamme (2145, 1030) korrelierten in ihrer
Fettsdaurezusammensetzung deutlich mit C. tetani (1089).

Zu C. butyricum (1034) und C. sordelli (1272) zeigten sich allgemein nur leichte
Korrelationen von C.b. B (1029) und C.b. C (1030), zu C. baratii (1084) war eine leichte
Korrelation von C. sordelli (1272) zu beobachten, Korrelationen mit C. botulinum waren

gering.
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4.1.3 Biochemische Stoffwechselleistungen

In Tab. 18 sind die Differenzierungsmerkmale der untersuchten Clostridien-Stdmme aufge-
fuhrt, die im ,,Makrosystem® ermittelt wurden. Alle Stdmme wuchsen strikt anaerob und
waren phosphatase-negativ. Lipase bildeten alle C. botulinum-Stamme, Lezithinase dagegen
nicht. Von den Botulinum-Stdmmen bildete nur C. botulinum Typ C (1030) Indol.

Tab. 18. Stoffwechselleistungen der untersuchten Clostridien-Stamme

Stamm-

aerob anaerob | Phosphatase Lipase Lecithinase Indol
Nummer

1028 -

1029 -

1030 -

2145 -

2142 -

2146 -

1032 -

+l+ |+ |+ |+ |+ |+]+

1033 -

1034 —

1084 -

I
I
+
I

1085 -

1089 -

+l+ |+ [+ [+ |F [+ ]|+ |+ |+]+]|+]|+
|

1272 -

+ positiv — negativ

Die Ergebnisse der miniaturisierten enzymatischen Reaktionen des Rapid ID 32 A-ldentifi-
zierungssystems flir Anaerobier sind in Tab. 19 dargestellt.

Anhand der numerischen Profile konnten die Stamme C. botulinum Typ A (1028), Typ B
(1029) und Typ D (2146) mit Hilfe des ATB 32 A-Analytischen Profilindex (BIO
MERIEUX, 1989) gemaR der Beschreibungen in Abschnitt 3.1.4 als C. botulinum 2
identifiziert werden. Die Stdimme C. botulinum Typ C (1030) und Typ D (2142) reagierten
nur bei Indol positiv. Die Auswertung dieses numerischen Profils ergab entweder die
Zuordnung zu C. tetani oder C. bifermentans.
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Tab. 19. Ergebnisse des Rapid ID 32 A

Stoffwechselleistungen 1028 | 1029 | 1030 | 2145 | 2142 | 2146 | 1032 | 1033

Ure UREase - - - - - - | -] -

ADH [ Arginin-DiHydrolase - - - - — - - -

aGal |a-GAlLactosidase - - - - - - _ _

BGal |B-GALactosidase - - - - - - - -

BGp B-Galactosidase 6-Phosphat - - - - - - - -

aGlu |a-GLUcosidase + + - - - + + +

BGlu |B-GLUcosidase - - - - - _ _ +

oAra | a-ARAbinosidase - - — - — — _ _

BGur |B-GlucURonidase - - - - - - - _

BNag | B-N-Acety-Glucosaminidase - - - - - - - -

MNE | MaNnosE Fermantation - - - - - - + _

RAF | RAFfinose Fermentation - - - +/- | - - - -

GDC | Glutaminsaure-DeCarboxylase - - - - - - - -

aFUC |a-FUCosidase - — — - — — _ _

NIT NITratproduktion - - - - - - - _

IND INDolproduktion - - + - + - _ _

PAL | ALkalische Phosphatase - - - - - - - -

ArgA | Arginin Arylamidase - - - - - - - -

ProA | Prolin Arylamidase - - - - _ _ _ _

LGA |LeucylGlycin Arylamidase - - - - — - - _

PheA | Phenylalanin Arylamidase - - - - - - - -

LeuA |Leucin Arylamidase - - - - - - - —

PyrA | Pyroglutaminsaure Arylamidase | — - - - - - - -

TyrA | Tyrosin Arylamidase - - - - - - - -

AlaA | Alanin Arylamidase - - - - - - - -

GlyA | Glycin Arylamidase - - - - - - - -

HisA [Histidin Arylamidase - - - - - - - _

GGA | Glutamyl Glutamat Arylamidase | — - - - - - - -

SerA | Serin Arylamidase - - - - - - - _

Dargestellt sind die nach der Methode von Abschnitt 3.1.4 erhaltenen Ergebnisse der miniaturisierten
enzymatischen Reaktionen des Rapid ID 32 A-ldentifizierungssystems (BIO MERIEUX) fiir die
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untersuchten Referenzstdmme von C. botulinum (Abschnitt 3.1.1; Tab. 6). Die Ergebnisse wurden mit
+ (positiv), +/— (zweifelhaft) und — (negativ) auf dem Ergebnisblatt protokolliert.

C. botulinum Typ C (2145) reagierte bei der Raffinose-Reaktion zweifelhaft, jedoch war
anhand des Profil-Index weder mit positiver noch mit negativer Raffinose-Reaktion eine
Auswertung moglich. Weder C. botulinum E (1032) noch C. botulinum F (1033) lieferten
auswertbare Ergebnisse mit den Rapid ID 32 A.

Fur die Stdmme 1030 und 2142 (C. botulinum C bzw. D) ergab sich nach den Ergebnissen des
Rapid ID 32 A und der im ,,Makrosystem* erhaltenen Information keine Lezithinase zu bilden
die Zuordnung zu C. tetani.

4.2 Toxine und Toxoidimpfstoffe

4.2.1 Toxinproduktion und -typisierung

Die Pathogenitéat der untersuchten Clostridien-Stamme ist in Tab. 20 mit den fir die Toxin-
produktion geeignetsten Medien wiedergegeben. Zur Vervollstandigung der Aufstellung sind
die Lyophilisate der Toxintypen C und D mit aufgefiihrt, obwohl sie nicht an den Medien-
versuchen beteiligt waren.

Die Toxinausbeute war bei allen untersuchten Stdmmen von C. botulinum in MCM
(modifiziertes Kochfleischmedium) deutlich geringer als bei den anderen in Abschnitt 3.2.1
eingesetzten Medien. Der C. botulinum C-Stamm (1030) war in RCM (Reinforced Clostridial
Medium) und MCM atoxisch, wies jedoch noch eine geringe Toxizitat in TGY (Trypticase-
Glucose-Yeast)-Medium auf. C. butyricum, C. baratii und C. parabotulinum bildeten keine
nachweisbaren Neurotoxine.

Mit Ausnahme eines Stammes konnten alle zellfreien Kulturiberstande mit den
typspezifischen Antiseren (Abschnitt 3.3.1, Tab. 8) neutralisiert werden, Antiseren der
anderen Typen waren dahingegen in der Toxinneutralisation negativ.

Das BoNT von C. botulinum D (2146) liel? sich weder mit Typ D Antiseren aus Lelystad noch
Onderstepoort neutralisieren. Nur Antiseren von Typ A neutralisierten das Toxin.

Nach den Ergebnissen der Toxinneutralisation muf3 somit der Stamm 2146 als C. botulinum A
definiert werden. Bei allen anderen Stdmmen konnte die Typzugehorigkeit durch Toxin-
neutralisation bestatigt werden.
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Tab. 20. Medien, Pathogenitat und Toxintypisierung

Stamm/Typ Medium | Pathoge- | MLD/mL Toxinneutralisation

nitéat Al A?|BY|C*|D?| D3| E?| F?

1028 |C.b. A TGY tox. 2Xx10% | + |+ | = | = | * | =] =] *
1029 [C.b.B TGY tox. 2x10% | = | *+ |+ | = | x| = | =] =
1030 |C.h.C RCM tox. 2x10° | — | x| = |+ || =] ==
2145 [C.b.C RCM tox. 2x10% | = | x| = |+ || =] ==
C.b.C Lyophilis.| tox. [>2x10° | = | = | = |+ | * | =] -] *

2142 |C.b.D TGY tox. 2x10° | = |+ | = | = |+ | +]-]|*
2146 |[C.b.D RCM tox. 2x108 |+ |+ | =|=|=|=]=|=
C.b.D Lyophilis.| tox. |>2x10° | — | * | = | = | = |+ | -] *

1032 |C.b.E TGY tox. 2x10% | = | = | = | = | =] =]+ |=
1033 |C.b.F TGY tox. 2% (0 i I B R I I B (R
1034 |C. butyric. | RCM atox. * 2 R B I R N I
1084 |C. baratii RCM atox. * O O N I I
1085 |[C. parabot. | RCM atox. * O B O I R R I
1089 |C. tetani RCM tox. * N N
1272 | C. sordelli RCM tox. * O O I I I I

Dargestellt sind die nach den Versuchen von Abschnitt 3.2.1 fiir die Toxinbildung der untersuchten
Clostridienstamme (Tab. 6) geeignetsten Medien RCM (Reinforced Clostridial Medium) und TGY
(Trypticase-Glucose-Yeast). In die Pathogenitatsprifungen mit einbezogen wurden die
resuspendierten Lyophilisate (Lyophilis.) der Toxintypen C und D (Abschnitt 3.5, Tab. 10). Dabei
erwiesen sich die Kulturiiberstdnde aller Typen von C. botulinum sowie C. tetani und C. sordelli als
toxisch (tox.) in der Maus, C. butyricum, C. baratii und C. parabotulinum waren atoxisch (atox.). Die
Ermittlung der MLD (Méduse Letale Dosis) und die Toxinneutralisation erfolgte gemaR 3.2.2, wobei
die in Abschnitt 3.3.1 aufgefuihrten kommerziellen Antitoxine von

! Institut PASTEUR

2 |D-DLO, Lelystad

3 ONDERSTEPOORT
eingesetzt wurden.
Eine erfolgreiche Toxinneutralisation ist mit ,+“ gekennzeichnet, ,—“ bezeichnet eine nicht
erfolgreiche Toxinneutralisation durch die eingesetzten Antitoxine.
Nicht ermittelte MLD bzw. Toxinneutralisationen sind mit ,,*“ gekennzeichnet.
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4.2.2 Quantitative Proteinbestimmung

Die Ergebnisse der Gesamtproteinbestimmung nach LOWRY (1951) sind in Tab. 21 dar-
gestelit.

Tab. 21. Quantitative Proteinbestimmung

Antigen Proteingehalt (mg/mL)
1028 14,17
1029 14,06
1030 12,37
2145 11,62
2142 35,10
2146 9,86
1032 29,35
1033 16,29
1034 11,22
1084 12,30
1085 10,03
1089 11,12
1272 9,21
Lyophilisat Typ C 35,25
Lyophilisat Typ D 31,34
Botulinus-Vaccine 0,85
Uberstand 0,42
Bodensatz 1,29

Dargestellt ist der nach LOWRY et al. (1951) ermittelte Proteingehalt der in Tab. 10 aufgefiihrten
Kulturtberstande der C. botulinum-Stdmme, sowie der kommerziellen Botulinus-Vaccine.

Die Berechnung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe der Extinktionsmessungen einer
Albumin-Eichgeraden (L&sungen im Anhang 8.1.3) gemaR Abschnitt 3.2.4.

423 SDS-PAGE
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Die SDS-PAGE Protein-Profile der Kulturiberstande und Lyophilisate nach der
Silberfarbung sind in den Abb. 16 und Abb. 17 grafisch dargestellt. Molekulargewicht-
Standards liefen in den duBeren Lanes mit, die Grolken (kDa) der Markerbanden sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. Die Position des BoNT ist durch eine gestrichelte Linie bei 150 kDa
markiert.

In der elektrophoretischen Auftrennung zeigten die Kulturiiberstdnde und Lyophilisate eine
Vielzahl von Variationen in ihren Proteinmustern. Dennoch war es mdglich, eine gewisse
,»Gruppeneinteilung” vorzunehmen: die Kulturtiberstande von C. botulinum C und D zeigten
untereinander deutlich weniger Variationen als zu den anderen Typen von C. botulinum. Im
elektrophoretischen Proteinmuster von C. botulinum ,,D* (2146) war mit bloBem Auge
erkennbar, dal} er sich deutlich von den anderen Typen C und D unterscheidet und mehr
Gemeinsamkeiten zu den Proteinprofilen der Typen A, B und F aufwies.

Weder mit Glycin, noch mit Tricin als Tragersubstanz konnten in der Botulinus-Vaccine aus
Onderstepoort l6sliche Proteine nachgewiesen werden.

Die umseitig dargestellten Abbildungen 16 und 17 zeigen die gemal Abschnitt 3.2.5 angefertigten
SDS-PAGE Protein-Profile der Kulturiiberstande von C. botulinum und verwandten C. spp., sowie der
Lyophilisate C und D und der kommerziellen Botulinus-Vaccine aus Onderstepoort (Tab. 10) nach der
Silberfarbung (Puffer und Losungen im Anhang 8.1.4). Molekulargewicht-Standards (8.1.4) liefen in
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den duBeren Lanes mit, die Grolen (kDa) der Markerbanden sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die
Position des BoNT ist bei 150 kDa durch eine gestrichelte Linie markiert.
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Abb. 16. SDS-PAGE Protein-Profile von C. botulinum A, B, E und F sowie C. spp. nach
Silberfarbung — Legende sh. Seite 117

Abb. 17. SDS-PAGE Protein-Profile von C. botulinum C und D sowie der C/D-Botulinus-
Vaccine nach Silberfarbung — Legende sh. Seite 117
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4.3 Serologische Untersuchungen zum Nachweis von AK gegen C. botulinum

43.1 Komplementbindungsreaktion (KBR)

4.3.1.1 Vorversuche zur Methodik

4.3.1.1.1 Ambozeptor-Vorversuch

In Ambozeptor-Verdiinnungsreihen von 1:2000 bis 1:6500 war bei einer Verdiinnung von
1:5000 gerade noch eine vollstandige Hamolyse erkennbar, bei einer Ambozeptor-
Verdlnnung von 1:5500 bildete sich am Boden der Mikrotiterplatte nach Zentrifugation
bereits ein kleiner Bodensatz aus Erythrozyten.

Die Erythrozytenkontrollen zeigten keinerlei Hamolyse.

Eine hdmolytische Einheit ist die hochste Ambozeptor-Verdinnung, die noch eine komplette
H&molyse bewirkt, in diesem Falle 1:5000. In den weiteren Testansatzen wurde mit 2 hdmo-
Iytischen Einheiten gearbeitet, das heil3t es wurden Ambozeptor-Gebrauchsverdiinnungen von
1:2500 eingesetzt.

4.3.1.1.2 Komplement- und Antigen-Vorversuch

Die Ergebnisse der Antigen- und Komplement-Titration werden exemplarisch an der Titration
des Kulturtiberstandes von C. botulinum Typ C (1030) in Tab. 22 dargestellt, bei der eine
Komplement-Konzentration von 1:40 eingesetzt wurde.

In den Spalten 1-7 sind die Serumtitrationen gegen fallende Antigenkonzentrationen der
Reihen A-G dargestellt.

Die hdchste Antigen-Verdunnung, die mit der hochsten Serumverdiinnung keine Hamolyse
der Erythrozyten anzeigt, wird als eine Antigen-Einheit bezeichnet. In dem dargestellten
Beispiel war dies bei einer Antigenverdinnung von 1:160 mit einer Serumverdinnung von
1:160 der Fall. Im Hauptversuch wurde mit zwei Antigen-Einheiten gearbeitet, d.h. mit einer
Antigenverdinnung von 1:80.

Die Komplementkontrolle zeigte, dal die im Testsystem eingesetzte Menge Komplement
(zwei Komplementeinheiten) eine 100%ige Hamolyse des Indikatorsystems bewirkte und
eine 100%ige Reserve aufwies, da eine Komplement-Einheit ebenfalls zur vollstandigen
H&molyse der Erythrozyten gefiihrt hatte.
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In der Serumkontrolle (Reihe H) war eine 100%ige Hamolyse der Erythrozyten erkennbar,
die Komplementkontrolle dieser Reihe verhielt sich genau so wie in den Reihen mit
verschiedenen Antigenkonzentrationen.

H&molytische bzw. antikomplementdre Eigenschaften des Antigens waren nicht zu
beobachten (Spalte 8).

Tab. 22. Ergebnis der Antigen- und Komplementtitration am  Beispiel des
Kulturiiberstandes von C. botulinum C (1030)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AG- Serumverdinnung AG- | Komplementeinheiten
Verd. | 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320| Kontr| 2 1 12 1/4
A |1:10 4 4 4 3 2 0 0 4 0 1 2 4
B [1:20 4 4 4 4 3 0 0 4 0 0 2 4
C [1:40 4 4 4 4 4 3 2 4 0 0 2 4
D [1:80 4 4 4 4 4 4 3 4 0 0 2 4
E [1:160 | 4 4 4 4 4 4 3 4 0 0 2 4
F |1:320 | 4 4 4 4 4 3 2 4 0 0 2 4
G [1.640 | 4 4 4 4 4 3 1 4 0 0 2 4
H VP 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 2 4
0 =0% vollstdndige Hamolyse, rote transparente Flissigkeit ohne Bodensatz.
1 = 25% roter, transparenter Uberstand, geringe Mengen Erythrozyten am Boden.
2 =50% rétlicher, transparenter Uberstand, deutlicher Bodensatz aus Erythrozyten.
3 =75% leicht rot-gelb getonter Uberstand, starker Bodensatz aus Erythrozyten.
4 = 100% keine Hamolyse, klarer Uberstand, starker Bodensatz aus Erythrozyten.
VP = Veronalpuffer

Tabelle 22 zeigt die Plattenbelegung der Schachbrett-Titration des Antigen-Vorversuchs gemaf
Abschnitt 3.5.1.2.3. Die Reihen A-G waren mit den in Tab. 14 aufgeflhrten Antigenverdiinnungen
belegt, Reihe H diente der Serumkontrolle und war ohne Antigen-Zusatz. In den Spalten 1-7 erfolgte
die Serumtitration (Seren sh. Tab. 12). Spalte 8 diente der Antigenkontrolle (AG-Kontr.), der
Serumanteil wurde durch VP ersetzt. 25 pL der in Abschnitt 3.5.1.2.2 ermittelten
Komplementverdiinnung wurde in alle Kavititen der Spalten 1-8 zugefligt. Spalten 9-12 dienten der
Komplementkontrolle. Dort erfolgte eine Komplement-Titration in VP, so dal 2, 1, % und Y4
Komplement-Einheiten (3.5.1.1.2) vorgelegt worden waren. Nach der Komplementtitration in den
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Spalten 9-12 wurden jeweils 25 pL Antigenverdinnung und VP zugegeben. Die weitere
Versuchsdurchfiihrung und Auswertung erfolgte gemafi Abschnitt 3.5.1.2.3.

Zusammenfassend aus den Vorversuchen ergaben sich die in Tab. 23 aufgefiihrten Antigen-
und Komplementkonzentrationen fur den Einsatz in den folgenden Hauptversuchen:

Tab. 23. Antigen- und Komplementverdiinnungen fur den Hauptversuch

Antigene AG- Komplement-
Verdlnnung Verdlnnung

Kulturiiberstan 1028 1:80 1:45

d

1029 1:80 1:45

1030 1:80 1:40

2145 1:80 1:45

2142 1:80 1:40

2146 1:80 1:45

1032 1:80 1:40

1033 1:80 1:40

1034 1:80 1:40

1084 1:80 1:40

1085 1:80 1:40

1089 1:80 1:45

1272 1:80 1:40

Lyophilisat Typ C 1:1000 1:40

TypD 1:1000 1:40

Dargestellt sind die aus den Ergebnissen der Tab. 22 bzw. Abschnitt 3.5.1.2.3 ermittelten Antigen- und
Komplementverdiinnungen, die bei den unterschiedlichen in den folgenden Hauptversuchen
eingesetzten Antigenen (Kulturliberstande von C. botulinum und Lyophilisate der Typen C und D)
zum Einsatz kamen.

Die kommerzielle Botulinus-Vaccine aus Sudafrika wurde in den Vorversuchen der KBR
sowohl pur, als auch in Verdiunnungen bis 1:10000 eingesetzt.

In den Konzentrationen bis zu einer Verdinnung 1:100 zeigte sich sowohl in der Antigen-
Kontrolle als auch bei den Serumtitrationen eine Agglutination der Erythrozyten am
Plattenboden zusammen mit einem triib-rétlichen Uberstand in den Vertiefungen der Platten.
Die Komplementkontrollen waren nicht auswertbar.
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Auch eine Antigenverdiinnung von 1:1000 bewirkte in der Antigen-Kontrolle und den
Serumverdinnungen eine Agglutination der Erythrozyten. Bei verschiedenen Komplement-
Verdunnungen war keine Hdmolysehemmung erkennbar.

Erst bei einer Verdinnung des Antigens von 1:10000 wurde das Phdnomen der Agglutination
der Erythrozyten nicht mehr sichtbar, jedoch zeigte sich sowohl bei der Antigenkontrolle als
auch bei den Serumtitrationen und der Komplementkontrolle eine 100%ige Hamolyse der
Erythrozyten.

Nach den Ergebnissen der VVorversuche mit der kommerziellen Botulinus-Vaccine wurde der
Impfstoff als ungeeignet fiir den Einsatz als Antigen in der KBR eingestuft.

4.3.1.2 Nachweis von C. botulinum-Antikérpern
4.3.1.2.1 AK-Nachweis in Seren immunisierter Kaninchen

Zur quantitativen Ermittlung des AK-Titerverlaufs immunisierter Kaninchen wurden jeweils
10 in einem Zeitraum von ca. 30 Wochen erhaltene Serumproben gegen die Kulturiiberstdnde
der als Antigen applizierten Typen von C. botulinum titriert.

Die Serumproben der mit Botulinus-Vaccine (Onderstepoort) geimpften Kaninchen (Nr. 1
u. 2) wurden gegen die Lyophilisate C und D titriert.

Die Ergebnisse der AK-Titrationen sind in der Tab. 37 (Anhang 8.2) aufgefiihrt, in Ab-
hangigkeit vom zeitlichen Verlauf der Blutentnahmen sind die AK-Titer in den Abb. 18 a-c
grafisch dargestellt.

Zur besseren Ubersicht bei der Vielzahl der Antiseren erfolgte eine ,,Gruppeneinteilung® in
die eigenen Impfstoff-Typen A, B, E, F (), eigenen Impfstoff-Typen C und D (b) und die
kommerzielle C/D-Vaccine (c).

Diese Einteilung soll auch im Folgenden bei anderen Abbildungen beibehalten werden.

Alle geimpften Kaninchen zeigten eine in der KBR melbare Immunreaktion auf die
applizierten Impfstoffe. Keine nachweisbaren Antikorper enthielten die vor der
Immunisierung genommenen Serumproben (= Null-Seren), alle im Testsystem mitgefuhrten
Kontrollen reagierten fehlerfrei.
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Bei den mit eigener Vakzine geimpften Kaninchen bewegten sich zum Zeitpunkt der ersten
Blutabnahme etwa um den flnfzigsten Versuchstag die AK-Titer zwischen 106 (bei
C. botulinum ,,D*/2146) und 2776 (fur C. botulinum D/2142).

Im Vergleich zu den Stdmmen A (1028), B (1029), ,,D* (2146), E (1032) und F (1033) waren
die AK-Titer beider Typen C (1030, 2145) durchschnittlich um 1, Typ D (2142) sogar ca. 5
geometrische Verdinnungsstufen hoher. Diese Diskrepanz in der AK-TiterhOhe setzte sich in
etwa bis zum Versuchsende fort.

Unabhéngig von der Titerh6he konnte bei allen geimpften Tieren etwa um den 100sten
Versuchstag (ca. 5. Blutentnahme) ein deutlicher und kontinuierlicher Abfall der AK-Titer
beobachtet werden. Ausgehend von den héchsten AK-Titern ca. 4 Wochen nach der Grund-
immunisierung sind die AK-Titer bis zum Versuchsende (ca. 210 d) um 3-4 Verdinnungs-
stufen ihrer urspriinglichen Hohe abgesunken.

Die AK-Titer der mit kommerzieller Botulinus-Vaccine geimpften Kaninchen waren wéhrend
der gesamten Versuchsdurchfiihrung deutlich geringer (15-62) als bei den oben genannten,
befanden sich aber wahrend des gesamten Verlaufs auf relativ gleichbleibendem Niveau.
Signifikante Unterschiede in der AK-HOhe gegenuber Toxin-Typ C zum einen und D zum
anderen waren bei beiden Kaninchen nicht zu beobachten.

Die auf den folgenden 3 Seiten dargestellten Abbildungen 18 a - 18 c zeigen die Kinetik des
Antikorpertiterverlaufs immunisierter Kaninchen. Es wurden jeweils 10 in einem Zeitraum von ca. 30
Wochen erhaltene Serumproben (sh. Abschnitt 3.3.2.1) gegen die Kulturliberstande der als Antigen
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applizierten Typen von C. botulinum titriert. Die Serumproben der mit einer kommerziellen Botulinus-
Vaccine (3.2.3.2) geimpften Kaninchen (Kan. 1 und Kan. 2) wurden gegen die Lyophilisate C und D
titriert (Abb. 18 c).
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Abb. 18 a. AK-Titerverlauf (KBR) nach Immunisierung mit eigenen C. botulinum A-, B- und
F-Toxoiden — Legende sh. Seite 123
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Abb. 18 b. AK-Titerverlauf (KBR) nach Immunisierung mit eigenen C. botulinum C- und D-
Toxoiden — Legende sh. Seite 123
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Abb. 18 c. AK-Titerverlauf (KBR) nach Immunisierung mit sudafrikanischer C/D-Toxoid-
Vaccine — Legende sh. Seite 123
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4.3.1.2.2 Nachweis von AK-Kreuzreaktionen

Kreuzreaktionen diverser kommerzieller und selbst gewonnener Antiseren gegen
verschiedene Typen von C. botulinum und C. spp. sind in der Tab. 38 (Anhang 8.2)
aufgefiihrt, in den Abb. 19 a-d sind sie grafisch dargestellt.

Von den Kaninchenseren wurden jeweils die erste (1) und die letzte (10) Serumprobe in die
Untersuchungen mit einbezogen, alle reagierten entsprechend mit ihren homologen - zur
Vakzinierung eingesetzten Antigenen.

Auch bei diesem Versuchsansatz zeigte sich, dafl die Hohe der AK-Titer zu einem friihen
Zeitpunkt der Blutabnahme bei allen Tieren um ein vielfaches hoher ist als zum Versuchsende
(sh. Tab. 38, Anhang 8.2).

Zur Ubersichtlicheren Darstellung sind in den Abb. 19 a-d jeweils nur die AK-Titer der ersten
Serumproben berticksichtigt.

Typ A-Antiserum (1028) reagierte mit Typ B (1029) in etwa gleicher Intensitat wie mit dem
homolgen (d.h. zur Vakzinierung eingesetzten) Antigen. Kreuzreaktionen waren zu
beobachten mit ,,D* (2146) und Typ F (1033). Mit allen eingesetzten C. spp. gab es leichte
Kreuzreaktionen.

Typ B (1029) reagierte etwas mit Typ A (1028) und ,D* (2146), ggr. Uber der
Nachweisgrenze mit dem Lyophilisat C und den nahe verwandten Clostridien-Stammen.

Deutliche Reaktionen zeigten beide Typ C-Antiseren (1030 und 2145) sowohl mit den
Vertretern des gleichen Typs (incl. Lyophilisat C) als auch zu Typ D (2142 und Lyophilisat
D).

Wéhrend Antiserum C (2145) mit weiteren Typen von C. botulinum keine Kreuzreaktionen
aufwies, ging Typ C-Antiserum (1030) mit Typ E- (1032) und F- (1033) Stdmmen und mit
den verwandten Clostridien-Stdammen Kreuzreaktionen ein.

Typ D (2142) reagierte sowohl mit seinem homologen Antigen als auch mit dem Typ D-
Lyophilisat. Es reagierte nicht mit dem ,,vermeintlich“ anderen Typ ,,D* (2146).

Das andere Antitoxin ,,D* (2146) ging auller mit dem homologen AG keine weiteren
Reaktionen mit C- oder D-Typen ein. Deutliche Kreuzreaktionen ergaben sich aber zu Typ A
(1028) und B (1029) - mit fast der gleichen Titerhéhe wie zu dem homologen Antigen.



132 ERGEBNISSE

Keine Kreuzreaktionen zeigte Typ E (1032) mit C. botulinum A, B, D und -F. Nur leichte
Reaktionen waren mit dem Lyophilisat C und mit den verwandten Clostridien-Stdammen zu
beobachten.

Typ F (1033) wies deutliche Kreuzreaktionen mit A (1028) und B (1029) auf, ebenso hohe
Titer waren auch bei C. parabotulinum nachweisbar, die anderen verwandten Stdimme zeigten
nur leichte Reaktionen.

Die Antiseren der mit der kommerziellen Vaccine geimpften Kaninchen reagierten nur mit
ihren homologen Antigenen, knapp tber der Nachweisgrenze mit C. tetani und C. sordelli.

Die kommerziellen Antiseren A, B, D, E und G zeigten in der KBR keine Reaktionen - noch
nicht einmal zu den typspezifischen Antigenen.

Das C1-Antiserum (Lelystad) reagierte knapp uber der Nachweigrenze mit Typ C (2145 und
Lyophilisat C), C2 reagierte nur mit Lyophilisat C.

Mit dem homologen Typ F (1033) reagierte das kommerzielle Antiserum F in gleicher
Intensitat wie mit Typ B, (1029), ,,D“ (2146) und C. parabotulinum.
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Die auf den folgenden 4 Seiten dargestellten Abbildungen 19 a - 19 d zeigen Kreuzreaktionen diverser
kommerzieller (Tab. 11) und selbst gewonnener Antiseren (Tab. 12) gegen verschiedene Typen von
C. botulinum und C. spp. (Tab. 10), die gemaR der Beschreibungen in Abschnitt 3.5.1.3.3 ermittelt
wurden. Von den Kaninchenseren ist jeweils die erste nach Vakzinierung entnommene Serumprobe in
den Abbildungen grafisch dargestellt.
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Abb. 19 a. Kreuzreaktionen (KBR) verschiedener Antiseren mit C. botulinum A, B, E und F
— Legende sh. Seite 128
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Abb. 19 b. Kreuzreaktionen (KBR) verschiedener Antiseren mit C. botulinum C
— Legende sh. Seite 128
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Abb. 19 c. Kreuzreaktionen (KBR) verschiedener Antiseren mit C. botulinum D
— Legende sh. Seite 128
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Abb. 19 d. Kreuzreaktionen (KBR) verschiedener Antiseren mit diversen C. spp.-Stdmmen
— Legende sh. Seite 128
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4.3.1.2.3 AK-Nachweis in Rinderseren

Die in Abschnitt 3.5 aufgefiihrten Rinderseren wurden gegen die Lyophilisate C und D sowie
gegen die Kulturliberstande von C. botulinum C (1030) und D (2142) titriert.

Bei keinem der aufgefuhrten Rinderseren konnten in der KBR Antikdrpertiter ermittelt
werden. Alle in den Testsystemen mitgefiihrten Kontrollen reagierten fehlerfrei.

4.3.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

4.3.2.1 Vorversuche zur Methodik

4.3.2.1.1 Auswahl der geeigneten Mikrotiterplatten

Die Eignung der Maxisorp®-Rundboden-Platte, Polysorp®-Rundboden- und Flachboden-
Platten zum Nachweis von C. botulinum-Antikdrpern in einem indirekten ELISA sollte
untersucht werden.

Die Ergebnisse der photometrischen Messungen (405nm gegen 490nm) aller 3 Platten sind in
den Tab. 31 und Tab. 32 (Anhang 8.2) wiedergegeben.

Alle 3 Platten-Typen wurden mit einem positiven Kaninchenserum bzw. Rinderserum auf un-
spezifische Bindungen untersucht.

Die Extinktionen der Serumkontrollen (jeweils Reihe D der Tab. 31 und Tab. 32) waren
sowohl bei den Kaninchen- als auch bei den Rinderseren bei Verwendung der Maxisorp®-
Platten um ein etwa 8faches hoher als die der Leerwertkontrollen (Spalte 1), die nur
Probenpuffer (8.1.6) enthielten. Die Serumkontrollen gingen mit der Maxisorp®-Oberflache
unspezifische Bindungen ein.

Bei Verwendung der Polysorp®-Platten zeigten sich bei den Serumkontrollen bei
Verdunnungen von 1:10 nur geringgradige unspezifische Reaktionen mit der Oberflache der
Mikrotiterplatte. Bei Serumverdunnungen ab ca. 1:160 wurden mit den Serumkontrollen von
Kaninchen und Rindern die Extinktionen der Leerwertkontrollen erreicht.
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Bei Maxisorp®-Platten war die Extinktion der positiven Kaninchenseren (Reihen A-C) im
Vergleich zu der Serumkontrolle (Reihe D) 2-4fach hoher, bei Polysorp®-Platten erreichten
sie teilweise die 10fache Hohe. Bei Verwendung von positiven Rinderseren wurde der
Unterschied noch deutlicher, dort wurde mit Polysorp®-Platten teilweise die 30fache Hohe
im Vergleich zur Serumkontrolle erreicht.

Bei Rundbodenplatten mit positiven Kaninchenseren wurden trotz bichromatischer Messung
bei steigenden Serumverdiinnungen (teilweise bis 1:320) steigende Extinktionen beobachtet,
die erst bei hohen Serumverdiunnungen langsam abfielen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle weiteren Versuche mit den Polysorp®-Flachboden-
platten durchgefihrt.

4.3.2.1.2 Ermittlung der optimalen Antigenverdiinnung

Die in Abschnitt 3.5 beschriebenen Kulturiiberstande, die Botulinus-Vaccine aus Sudafrika,
sowie die flir die sudafrikanische Impfstoffproduktion eingesetzten untoxoidierten
Lyophilisate der Toxintypen C und D wurden auf ihre optimale Coating-Verdiinnung
untersucht.

Die Antigenauswertung erfolgte unter Einbeziehung positiver (+) und negativer (-)
Kaninchen- und Rinderseren und ist exemplarisch am Beispiel von C. botulinum Typ-D-
Kulturiiberstand (2142) und Lyophilisat C in den Tab. 33- Tab. 36 (Anhang 8.2) dargestellt.

In allen Antigenauswertungen war die Diskriminierung der negativen im Vergleich zu den
positiven Kaninchen- und Rinderseren gegeben. Bei Antigenkonzentrationen >1:40 wurden
die Unterschiede zwischen den Extinktionen der positiven und negativen Kaninchenseren am
deutlichsten. Ab Antigenkonzentrationen >1:80 (bei Antigen 2142) bzw. >1:200 (bei
Lyophilisat) war ein deutlicher Abfall der Extinktionen bei positiven Kaninchenseren zu
erkennen, so daB als sichere Gebrauchsverdinnung eine Antigenverdinnung von 1:80 in
Coating-Puffer in Betracht kam.

Die Extinktionen positiver Rinderseren wiesen ebenfalls ab Antigenkonzentrationen >1:40
deutliche Unterschiede im Vergleich zu negativen Seren auf. Bei Antigenverdinnungen
>1:320 bzw. >1:400 war ein deutlicher Abfall der Extinktionen zu beobachten, so daf? als
sichere Gebrauchsverdinnung eine Antigenverdiinnung von 1:200 in den Tests fir
Rinderseren zum Einsatz kam.
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Vergleichsuntersuchungen mit den anderen in Tab. 10 Abschnitt 3.5 aufgefuhrten Kultur-
Uberstdnden bzw. mit dem Lyophilisat Typ D zeigten das gleiche Verhalten wie die
exemplarisch aufgefuhrten Antigene, so dal zusammenfassend die in den weiteren Versuchs-
ansatzen verwendeten Antigen-Gebrauchsverdiinnungen in der Tab. 24 aufgefuhrt sind.

Tab. 24. Fir den ELISA eingesetzte Antigen-Gebrauchsverdinnungen

Seren Kaninchenseren Rinderseren
) und kommerzielle

Antigene C. botulinum-Antiseren
C. botulinum -Kulturtiberstande aller 1:80 1:200
Toxintypen
Kulturliberstande nahe verwandter 1:80 -
Clostridien
C. botulinum-Lyophilisate C und D der 1:80 1:200
stdafrikanischen Impfstoffproduktion
Botulinus-Vaccine (Onderstepoort) ungeeignet ungeeignet

Trotz der verschiedensten Verdiinnungen (pur bis 1:100000) der stidafrikanischen Botulinus-
Vaccine, konnten weder bei Kaninchen- noch Rinderseren Unterschiede der Extinktionen
zwischen negativen und positiven Seren gemessen werden, so da der Einsatz der
kommerziellen Vaccine zum Nachweis von C. botulinum-AK fir den ELISA nicht mdéglich
war.

4.3.2.1.3 Bestimmung der Cut-off-Werte fur den ELISA

Mittelwert und Standardabweichung der Extinktionen von 20 Kaninchen- und 100 Rinder-
Normalseren wurden zur Bestimmung der Cut-off-Werte gemal Abschnitt 3.5.2.2.3 ermittelt.
Die Ergebnisse sind in Tab. 25 aufgefuhrt.
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Tab. 25. Bestimmung der Cut-off- und der Schwellenwerte fur den ELISA

neg. Seren Mittelwert ~ Standardabw. (S) cut-off Schwellenwert
Kaninchen 0,074 0,010 0,10 0,08
Rind 0,066 0,026 0,14 0,09

4.3.2.2 Nachweis von C. botulinum-AK

4.3.2.2.1 AK-Nachweis in Seren immunisierter Kaninchen

Zur quantitativen Ermittlung des AK-Titerverlaufs immunisierter Kaninchen wurden jeweils
10 in einem Zeitraum von ca. 30 Wochen erhaltene Serumproben gegen die Kulturtiberstdnde
der als Antigen applizierten Typen von C. botulinum titriert. Die Serumproben der mit
Botulinus-Vaccine (Onderstepoort) geimpften Kaninchen (Nr. 1 und 2) wurden gegen die
Lyophilisate C und D titriert. Die Ergebnisse der AK-Titrationen sind in Tab. 39 (Anhang
8.2) aufgeflihrt, in den Abb. 20 a-c in Abh&ngigkeit zu dem zeitlichen Verlauf der
Blutabnahme grafisch dargestelit.

Alle geimpften Kaninchen zeigten im ELISA mel3bare Immunreaktionen auf die applizierten
Impfstoffe. Die Null-Serumproben wiesen in den Verdinnungen von 1:10 bis 1:20480 keine
nachweisbaren Antikorper auf.

Zum Zeitpunkt der ersten Blutabnahme dominerte bei den mit eigener Vakzine geimpften
Kaninchen Typ B (1029) mit einem AK-Titer von 53809. Eine geometrische Verdlinnungs-
stufe darunter lagen die Typen C (1030) und D (2142), bis zu 5 Verdunnungsstufen darunter
die restlichen Antiseren mit dem niedrigsten AK-Titer von 1393.

Mit Ausnahme von Typ E (1032) zeigten alle Tiere bis etwa zum Zeitpunkt der flinften
Blutentnahme einen Anstieg der AK-Titer-Hohe. Danach folgte ein deutlicher Abfall bis etwa
zur 7. Blutentnahme, bei der etwa wieder die Hohe der Ausgangstiter erreicht wurde.

Ab der 7. Blutabnahme sanken die AK-Titer bis zum Versuchsende deutlich unter ihre
urspringliche Hohe.

Nur bei Typ E (1032) konnte (iber die gesamte Versuchdauer ein von der ersten Blutabnahme
stetig fallender AK-Titer beobachtet werde.
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Die Hohe der AK-Titer bei den mit kommerzieller Botulinus-Vaccine immunisierten
Kaninchen war wahrend der gesamten Versuchdurchfihrung z. T. bis 7 Verdlnnungsstufen
geringer als z. B. bei Typ B (1029). Auch hier war zu beobachten, daB sich der hochste AK-
Titer zwischen der 3. und 5. Blutabnahme befand, danach fielen die AK-Titer bis zum
Versuchsende deutlich unter die Titer der ersten Blutabnahme ab.

Die auf den folgenden 3 Seiten dargestellten Abbildungen 20 a - 20 ¢ zeigen die Kinetik des
Antikorpertiterverlaufs immunisierter Kaninchen. Es wurden jeweils 10 in einem Zeitraum von ca. 30
Wochen erhaltene Serumproben (sh. Abschnitt 3.3.2.1) gegen die Kulturliberstande der als Antigen
applizierten Typen von C. botulinum titriert. Die Serumproben der mit einer kommerziellen Botulinus-
Vaccine (3.2.3.2) geimpften Kaninchen (Kan. 1 und Kan. 2) wurden gegen die Lyophilisate C und D
titriert (Abb. 20 c).
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Abb. 20 a. AK-Titerverlauf (ELISA) nach Immunisierung mit C. botulinum A-, B-, E- und F-
Toxoiden — Legende sh. Seite 137
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Abb. 20 b. AK-Titerverlauf (ELISA) nach Immunisierung mit C. botulinum C- und D-
Toxoiden — Legende sh. Seite 137
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Abb. 20 c. AK-Titerverlauf (ELISA) nach Immunisierung mit stidafrikanischer C/D-Toxoid-
Vaccine — Legende sh. Seite 137
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4.3.2.2.2 Nachweis von AK-Kreuzreaktionen

Kreuzreaktionen diverser kommerzieller und selbst gewonnener Antiseren gegen
verschiedene Typen von C. botulinum und C. spp. sind in der Tab. 40 (Anhang 8.2)
aufgefiihrt, in den Abb. 21 a-d sind sie grafisch dargestellt.

Jeweils die erste (1) und letzte (10) Serumprobe der Kaninchen wurde in dem Test eingesetzt.
Alle Seren reagierten entsprechend deutlich mit ihren homologen - zur Vakzinierung einge-
setzten Antigenen (Tab. 40).
Zur Ubersichtlicheren Darstellung sind in den Abb. 21 a-d jeweils nur die AK-Titer der ersten
Serumproben berticksichtigt.

Typ A-Antiserum (1028) zeigte deutliche Kreureaktionen zu Typ B (1029) und leichte zu Typ
F (1033). Zu dem vermeintlichen Typ ,,D* (2146) waren die AK-Titer sogar hoher als zu dem
homologen Antigen.

Typ B zeigte deutliche Kreuzreaktionen zu Typ A (1028) und Typ ,,D* (2146), méRige zu
Typ F (1033) und geringe zu den anderen Typen von C. botulinum.

Beide Typ C-Antiseren (1030, 2145) reagierten deutlich mit anderen Stdmmen des gleichen
Toxintyps, leichte Kreuzreaktionen waren auch mit Typ D und anderen Toxintypen
nachzuweisen.

Typ D (2142) zeigte Kreuzreaktionen zu allen Typ-C-Antigenen, die AK-Titer lagen teilweise
noch oberhalb der homologen AK-Titer-HOhe. Zu den beiden anderen D-Typen (2146,
Lyophilisat) und Typ B zeigten sich maRige, zu Typ A und F leichte Kreuzreaktionen. Keine
Kreuzreaktionen zeigten beide D-Typen zu C. botulinum E (1032).

Deutliche Kreuzreaktionen zeigte Typ ,,D* zu den Stdmmen A (1028) und B (1029), leichte
Reaktionen zu Typ C und -F.

Nur sehr geringe Kreuzreaktionen zeigte Typ E (1032) mit A, B, C und F-Stdmmen.

Typ F wies deutliche AK-Titer zu A (1028), B (1029) und ,D“ (2146) auf. Leichte
Kreuzreaktionen bestanden ebenfalls zu den anderen Typen von C. botulinum.

Die kommerziellen Antitoxine A und B (Lelystad und Pasteur) verhielten sich nahezu gleich.
Sie gingen deutliche Kreuzreaktionen zu A- bzw. B-Stdmmen und Typ ,,D* (2146) ein,
zeigten aber auch zu den anderen Stdmmen von C. botulinum leichte Kreuzreaktionen.
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Die kommerziellen Typ C Antitoxine verhielten sich relativ spezifisch zu C-Antigenen,
wiesen aber ebenfalls leichte Kreuzreaktionen auf.

Deutliche Kreuzreaktionen zu Typ C-Stammen zeigten die kommerziellen Typ D-Antitoxine.
AK-Titer oberhalb der homologen Antigene ergaben sich fur C. botulinum Typ E (1032).

Antitoxin-Typ E (Lelystad) ging leichte Kreuzreaktionen zu allen eingesetzten Antigenen ein.

Typ F-Antitoxin (Lelystad) wies mittelgradige Kreuzreaktionen gegenuber A, B und ,,D*
(2146) auf, Typ G reagierte etwas mit allen C. botulinum-Stdmmen, besonders mit Typ E
(1032).

Zu den verwandten Clostridien-Stdmmen zeigten alle ,eigenen Antiseren“, und mit
Ausnahme von C1 (Lelystad) alle kommerziellen Antiseren mehr oder weniger starke
Kreuzreaktionen.

Zu C. parabotulinum wiesen v.a. die Antiseren A (1028, Lelystad und Pasteur) und B (1029,
Lelystad und Pasteur) sehr deutliche Kreuzreaktionen auf. Nur leichte bis keine Kreuz-
reaktionen waren von allen Antiseren gegeniiber C. baratii zu beobachten.

Die auf den folgenden 4 Seiten dargestellten Abbildungen 21 a - 21 d zeigen Kreuzreaktionen diverser
kommerzieller (Tab. 11) und selbst gewonnener Antiseren (Tab. 12) gegen verschiedene Typen von
C. botulinum und C. spp. (Tab. 10), die gemaR der Beschreibungen in Abschnitt 3.5.2.3.2 ermittelt
wurden. Von den Kaninchenseren ist jeweils die erste nach Vakzinierung entnommene Serumprobe in
den Abbildungen grafisch dargestellt.
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Abb. 21 a. Kreuzreaktionen (ELISA) verschiedener Antiseren mit C. botulinum A, B, E und
F — Legende sh. Seite 142
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Abb. 21 b. Kreuzreaktionen (ELISA) verschiedener Antiseren mit diversen Stdmmen von
C. botulinum C — Legende sh. Seite 142
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Abb. 21 c¢. Kreuzreaktionen (ELISA) verschiedener Antiseren mit diversen Stdammen von
C. botulinum D — Legende sh. Seite 142
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Abb. 21 d. Kreuzreaktionen (ELISA) verschiedener Antiseren mit diversen C. spp.-Stdmmen
— Legende sh. Seite 142
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4.3.2.2.3 AK-Nachweis in Rinderseren

Die Ergebnisse der Untersuchungen auf Antikorper in Rinderseren (sh. Tab. 9) mittels ELISA
sind in den Tab. 26-Tab. 28 dargestellt.
Tab. 26 umfalt die an dem Feldversuch teilgenommenen Betriebe A-F mit Serumproben

ungeimpfter, 1-, 2- und 3-fach geimpfter Rinder.
In

Tab. 27 sind Serumproben von Kélbern der Betriebe A und C aufgefuhrt, deren Mutterkiihe
an dem Impfprogramm teilgenomen haben.

Serumproben Kklinisch an Botulismus erkrankter Rinder aus dem Bestand G sind in Tab. 28
dargestelit.

In den Bestéanden, die an dem Feldversuch teilnahmen, waren die Unterschiede unge-
impfte/geimpfte Tiere deutlich:

11 der 14 nicht grundimmunisierten Rinder wiesen Uberhaupt keine nachweisbaren AK
gegenliber C. botulinum C und D auf, die 3 anderen hatten je nach verwendetem Antigen
keine, vereinzelt zweifelhafte oder knapp tber der Nachweisgrenze liegende AK-Titer.

Im ersten Jahr wiesen nach der Grundimmunisierung 8 der geimpften Rinder (n=13) eine
deutlich nachweisbare AK-Bildung auf, 3 der Rinder zeigten - je nach verwendetem Antigen
keine oder nur zweifelhafte AK-Bildung.

Alle Rinder, die im 2. bzw. 3. Jahr geimpft wurden, hatten je nach verwendetem Antigen in
der Regel eine deutlich meRRbare Antikdrperbildung gegeniiber C. botulinum C bzw. D.

6 der 8 untersuchten Kélberseren hatten Antikdrper gegentber C. botulinum C bzw. D, in 2
Proben konnten keine Antikodrper nachgewisen werden.

Bei den erkrankter Rindern konnten zwischen dem 7. und 9. Krankheitstag keine Antikérper
gegenlber dem Kulturtiberstand C (1030) nachgewiesen werden. Negative bzw. zweifelhafte
Ergebnisse ergaben sich gegenuber Lyophilisat C und dem Kulturliberstand D (2142). Nur
vereinzelt traten leicht positive Ergebnisse mit Lyophilisat D auf.
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Tab. 26. AK-Titer (ELISA) in Rinderseren nach Vakzinierung mit Botulinus-Vaccine aus

Onderstepoort
verwendete Antigene
Lfd.- Betrieb Alter d. jahrliche 1030 (C) |Lyophil. C| 2142 (D) |Lyophil. D
Nr. Rinder | Vakzinierung
(3ahre) 1 2 3 Titer Titer Titer Titer

1 A 4112 X X X 154 273 73 122
2 8 1/4 X X X | zweifelh. | zweifelh. 95 256
3 2 3/4 X X 260 460 97 259
4 3 X X 149 249 57 334
5 6 1/2 X X X 19 41 | zweifelh. 279
6 2 3/4 X X 23 | zweifelh. | zweifelh. 38
7 21/2 - - - | zweifelh. | zweifelh. 0 | zweifelh.
8 81/2 X X X 65 232 33 544
9 5 X X X 25 61 | zweifelh. 527
10 6 1/4 X X X 37 17 11 197
11 B 81/2 X X X 0 12 0 66
12 51/2 X X X 157 184 63 50
13 41/2 X X X 428 630 237 430
14 6 1/4 X X X 147 164 32 145
15 4 X X X 76 106 39 210
16 4 X X X 20 100 11 480
17 C 4112 X X X 109 23 24 89
18 11 X X X 147 144 37 345
19 51/4 X X X 519 381 54 116
20 14 1/2 X X X 388 267 71 699
21 16 X X X 106 27 | zweifelh. 89
22 9 X X X 163 98 49 181
23 81/2 X X X 238 105 52 208
24 93/4 X X X 181 | zweifelh. | zweifelh. | zweifelh.
25 D 4 X X X 128 304 78 656
26 3/4 -? - - | zweifelh. 30 0 | zweifelh.
27 91/2 X X X 170 138 65 309
28 41/2 X X X 95 83 22 398
29 61/2 X X X 225 254 98 213
30 5 X X X 175 195 71 200
31 11 X X X 41 72 | zweifelh. | zweifelh.
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Tab. 26 Forts.

AK-Titer (ELISA) in Rinderseren nach Vakzinierung mit Botulinus-Vaccine
aus Onderstepoort

verwendete Antigene

Lfd.- Betrieb Alter d. jahrliche 1030 (C) |Lyophil. C| 2142 (D) |Lyophil. D
Nr. Rinder | Vakzinierung
(3ahre) 1 2 3 Titer Titer Titer Titer

33 D 41/2 X X X 62 36 22 | zweifelh.
34 51/4 X X X 200 110 29 206
35 5 X X X 163 24 | zweifelh. 104
36 6 1/2 X X X 99 39 | zweifelh. 159
37 6 1/2 X X X 141 116 52 484
38 1/2 - - - 0 0 0 0
39 1/2 - - - 0 0 0 0
40 3/4 - - - 0 0 0 0
41 3/4 - - 0 0 0 0
42 1/12 - - - 0 0 0 0
43 E 13/4 X - - 35 27 11 28
44 13/4 X - - 20 16 | zweifelh. 33
45 13/4 X - - 19 38 13 63
46 13/4 X - - 34 73 34 175
47 13/4 X - - | zweifelh. 29 0 | zweifelh.
48 13/4 X - - 19 69 | zweifelh. 64
49 1/2 - - - 0 0 0 0
50 1/2 - - - 0 0 0 | zweifelh.
51 1/2 - - - 0 0 0 0
52 1/2 - - - 0 0 0 0
53 F 5 X - - 45 93 11 65
54 4 X - - 11 70 | zweifelh. 315
55 5 X - - 0 | zweifelh. | zweifelh. 0
56 6 X - - 0 0 0 24
57 5 X - - 42 27 11 88
58 5 X - - 19 40 14 15
59 8 X - - 0 0 | zweifelh. 0
60 1/2 - - - 0 0 0 0
61 1/2 - - - 0 0 0 0
62 1/2 - - - 0 0 0 0

155
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— Legende siehe Seite 150
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In der Tabelle 26 auf Seite 148/149 sind die Serum-AK-Titer ungeimpfter (-) und geimpfter (X) Rinder
aus den Bestanden A-F (Tab. 9) dargestellt, die gemaR Abschnitt 3.5.2.3.3 gegen die Kulturlibersténde
von C. botulinum C (1030) und D (2142), sowie die Lyophilisate C und D ermittelt wurden.
Serumverdiinnungen, deren Extinktionen tber dem Schwellenwert und unter dem Cut-off-Wert lagen,
wurden als zweifelhaft (zweifelh.) bewertet (3.5.2.4).

*) z. Zt. der Blutabnahme

Tab. 27. AK-Titer (ELISA) ungeimpfter Kalber

verwendete Antigene
Lfd.- Betrieb | Alter d. 1030 (C) |Lyophil. C| 2142 (D) |Lyophil. D
Nr. Rinder *)
(Tage) Titer Titer Titer Titer

63 A 2 30 39 0 26
64 8 0 0 0 0
65 3 35 40 | zweifelh. 36
66 4 96 114 21 48
67 8 279 690 48 89
68 C 7 0 0 0 0
69 4 138 150 27 865
70 5 278 141 26 75

Dargestellt sind die Serum-AK-Titer von Kélbern aus den Betrieben A und C (sh. Tab. 9), die gemaR
Abschnitt 3.5.2.3.3 gegen die Kulturiiberstdnde von C. botulinum C (1030) und D (2142), sowie die
Lyophilisate C und D ermittelt wurden. Serumverdiinnungen, deren Extinktionen Uber dem
Schwellenwert und unter dem Cut-off-Wert lagen, wurden als zweifelhaft bewertet (3.5.2.4).

*) z. Zt. der Blutabnahme
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Tab. 28. AK-Titer (ELISA) in Seren Kklinisch an Botulismus erkrankter Rinder

verwendete Antigene

Lfd.- |Betrieb Rinder- Tag der 1030 (C) [Lyophil. C| 2142 (D) |Lyophil. D
Nr. Nr. Erkrankung
Titer Titer Titer Titer

71 G 1 7. 0 | zweifelh. 0 13
72 2 1. 0 0 0 | zweifelh.
73 3 7. 0 | zweifelh. | zweifelh. 73
74 4 7. 0 0 0 | zweifelh.
75 5 7. 0 0 0 | zweifelh.
76 6 7. 0 0 0 0
77 2 8. 0 0 0 0
78 3 8. 0 | zweifelh. | zweifelh. 102
79 4 8. 0 0 0 | zweifelh.
80 5 8. 0 | zweifelh. 0 13
81 2 Q. 0 0 0 0
82 3 9. 0 0 0 41
83 5 9. 0 | zweifelh. 0 11

Dargestellt sind die Serum-AK-Titer von 6 Klinisch an Botulismus erkrankten Rindern aus dem
Bestand G (sh. Tab. 9) am 7., 8. und 9. Krankheitstag. Die AK-Titer wurden gemaR Abschnitt
3.5.2.3.3 gegen die Kulturiiberstdnde von C. botulinum C (1030) und D (2142), sowie die Lyophilisate
C und D ermittelt. Serumverdinnungen, deren Extinktionen tber dem Schwellenwert und unter dem

Cut-off-Wert lagen, wurden als zweifelhaft bewertet (3.5.2.4).

Die AK-Titer ungeimpfter und geimpfter Rinder, sowie der Ké&lberseren sind vergleichend
bezogen auf die in ELISA verwendeten Antigene in den Abb. 22-Abb. 25 dargestellt.
In die Darstellungen bzw. statistischen Auswertungen gingen sog. zweifelhafte Titer mit
einem ,,angenommenen Antikorpertiter von 5 ein.
Die Werte, die sehr weit von einem Verteilungsmuster entfernt waren, wurden als AusreiRer
und Extremwerte bezeichnet, wenn sie die nachfolgend aufgefiihrten Bedingungen erfullten:

Ausreiller = Datenpunktwert > 1,5+«H + OBW

Extreme = Datenpunktwert> 3«H + OBW,

wobei H die Hohe der Box
und OBW den oberen Wert fiir die Box = das 75-%-Perzentil darstellt.
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Abb. 22. Darstellung der AK-Titer bezogen auf C. botulinum C (1030) — Legende sh. S. 154

Abb. 23. Darstellung der AK-Titer bezogen auf Lyophilisat Typ C — Legende sh. S. 154
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Abb. 24. Darstellung der AK-Titer bezogen auf C. botulinum D (2142) — Legende sh. S. 154

Abb. 25. Darstellung der AK-Titer bezogen auf Lyophilisat Typ D — Legende sh. S. 154
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In den Abbildungen 22-25 auf den Seiten 152/153 sind die Serum-Antikorpertiter ungeimpfter, 1-, 2-
und 3fach geimpfter Rinder der Betriebe A-F vergleichend bezogen auf die verwendeten Antigene
(Kulturtiberstdnde von C. botulinum C (1030) und D (2142), sowie die C. botulinum-Lyophilisate C
und D) dargestellt. In die statistischen Berechnungen gingen die sog. zweifelhaften AK-Titer mit
einem ,,angenommenen Titer* von 5 ein. Sehr weit von dem Verteilungsmuster entfernt liegende
Werte wurden als Ausreiller (Datenpunktwert > 1,5xH + OBW) und Extremwerte (Datenpunktwert >
3*H + OBW) bezeichnet, dabei stellt H die Héhe der Box und OBW den oberen Wert fir die Box =
das 75-%-Perzentil dar ( sh. Abschnitt 4.3.2.2.3).

4.3.2.3 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Intra-Assay-Variation

Die Reproduzierbarkeit der ELISA-Ergebnisse ist in Tab. 29 dargestelit.

Tab. 29. Intra-Assay-Variation

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,124 0,118 0,091 0,093 0,084 0,088 0,086 0,101 0,940 0,135 0,134 0,128
0,125 0,108 0,101 0,088 0,103 0,093 0,103 0,096 0,100 0,125 0,141 0,127
0,137 0,108 0,100 0,090 0,096 0,099 0,095 0,086 0,098 0,109 0,131 0,130
0,134 0,108 0,105 0,083 0,095 0,103 0,088 0,093 0,094 0,103 0,103 0,123
0,147 0,121 0,102 0,091 0,102 0,085 0,087 0,087 0,111 0,127 0,136 0,103
0,140 0,115 0,111 0,090 0,100 0,089 0,099 0,081 0,092 0,084 0,131 0,127
0,120 0,109 0,100 0,096 0,101 0,090 0,090 0,107 0,091 0,106 0,127 0,126
0,130 0,117 0,094 0,093 0,088 0,088 0,087 0,114 0,092 0,102 0,103 0,119

ITOGTTMmMoOoOm®@>»

Zur Ermittlung der Intra-Assay-Variation sind in Tabelle 29 exemplarisch die Extinktionen (405 nm
gegen 490 nm) eines 1:40 in Probenpuffer vorverdinnten positiven Rinderserums (Bestand D, Tab. 9)
dargestellt, das in alle Kavitdten (Reihen A-H, Spalten 1-12) der mit dem Antigen C. botulinum D
(2142) beschichteten Mikrotiterplatte pipettiert wurde.

Fur einen 96fachen Ansatz wurden folgende Werte ermittelt:
arithmetisches Mittel: 0,114
Standardabweichung (S): 0,09
rel. Variationskoeffizient (Vr): 7,73 %
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Inter-Assay-Variation

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des ELISA ist in Tab. 30 dargestellt.

Tab. 30. Inter-Assay-Variationen
Serum AK-Titer Mittel- S Vr
Nr. Tagl Tag2 Tag3 Tag4 Tag5b wert (%)
1 113,71 126,03 138,39 103,46 123,84 | 121,09 13,20 4,9
2 246,02 241,47 227,88 126,28 136,93 | 195,71 | 59,02 13,5
3 213,57 103,99 232,39 166,38 154,43 | 174,15 | 50,79 13,0
4 404,08 412,23 382,69 284,15 270,53 | 350,74 | 68,04 8,7
5 63,20 57,10 66,38 38,69 42,85 | 53,65 12,31 10,3
6 238,35 144,92 226,27 103,28 149,19 | 172,40 | 57,72 15,0
7 136,43 144,13 179,11 11496 131,87 | 141,30 | 23,69 7,5
8 0 0 0 0 0

Um die Wiederholbarkeit serologischer Ergebnisse darzustellen, sind in Tabelle 30 die Antikdrper
(AK)-Titer dargestellt, die bei gleicher Plattenbelegung an 5 verschiedenen Tagen mit 7 positiven (Nr.
1-7) und 1 negativen (Nr. 8) Rinderserum gegen das Antigen Typ D (2142) titriert wurden. Der
Mittelwert, die Standardabweichung (S) und der rel. Variationskoeffizient (\Vr) der AK-Titer wurden
ermittelt.

Die Antikdper-Titer der 7 positiven Rinderseren wiesen eine durchschnittliche Abweichung

von 10,4 % auf.
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8.2 Tabellenanhang

Tab. 31. Vergleich der Mikrotiterplatten mit positiven Kaninchenseren

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

U-Platte Maxisorp®

A 0,049 0,838 {0,999 | 1,316 | 1,488 | 1,567 | 1,590 | 1,484 | 1,250 | 1,074 | 0,751 | 0,442

B 0,051 (0,762 | 0,994 | 1,298 | 1,433 | 1,526 | 1,525 | 1,409 | 1,220 | 1,042 | 0,659 | 0,419

C 0,048 0,847 |0,983| 1,295 (1,475|1,527 | 1,536 | 1,363 | 1,240 | 1,010 | 0,538 | 0,344

D 0,049 | 0,418 | 0,235 | 0,154 | 0,103 | 0,079 | 0,065 | 0,058 | 0,050 | 0,052 | 0,05 | 0,051

F-Platte Polysorp®

A 0,036 | 0,494 | 0,522 | 0,520 | 0,516 | 0,486 | 0,403 | 0,327 | 0,263 | 0,212 | 0,139 | 0,098

B 0,034 | 0,516 | 0,553 | 0,552 | 0,505 | 0,486 | 0,408 | 0,355 | 0,267 | 0,203 | 0,143 | 0,099

C 0,037 | 0,529 | 0,550 | 0,544 | 0,520 | 0,484 | 0,421 | 0,362 | 0,285 | 0,202 | 0,145 | 0,091

D 0,035 | 0,051 | 0,045 | 0,040 | 0,038 | 0,037 0,038 | 0,037 | 0,036 | 0,035 | 0,036 | 0,035

U-Platte Polysorp®

A 0,050 | 0,888 | 0,994 | 1,078 | 1,124 | 1,145 1,129 | 1,006 | 0,902 | 0,747 | 0,532 | 0,360

0,048 | 0,928 | 0,968 | 1,099 | 1,125 | 1,105 | 1,094 | 1,045 | 0,955 | 0,792 | 0,549 | 0,376

B
C 0,051|0,847 (1,013 1,104 1,139 (1,158 | 1,156 | 1,081 | 0,978 | 0,771 | 0,615 | 0,424
D 0,050 | 0,079 | 0,076 | 0,067 | 0,061 | 0,060 | 0,055 | 0,054 | 0,051 | 0,056 | 0,053 | 0,053

In der Tabelle 31 sind die in den ELISA-Vorversuchen ermittelten Extinktionen (405 nm gegen 490
nm) von 3 verschiedenen Mikrotiterplatten (3.5.2.2.1) dargestellt. Alle 3 Platten-Typen wurden mit
einem positiven Kaninchenserum auf unspezifische Bindungen untersucht. Die Reihen A-C wurden
mit 100uL 1:20 in Beschichtungspuffer (8.1.6) vorverdinntem Kulturiiberstand von C. botulinum Typ
D (2142) (Tab. 10) beschichtet. Die Reihe D diente als Serumkontrolle, um mdgliche unspezifische
Reaktionen des Serums mit der Polystyrene-Oberflache darstellen zu kénnen und wurde daher nicht
mit Antigen gefullt. Die erste Spalte diente als Leerwertkontrolle (,,Blank®) und enthielt nur
Probenpuffer.

Nach dem Beschichten, Blockieren und Waschen der Platten erfolgte eine Serumtitration in den
Reihen A-D von Spalte 2 (Serumverdinnungl:10) bis zur Spalte 12 (Serumverdiinnung 1:10240).
Nach Inkubation, Waschen, Zugabe von Konjugat, erneutem Waschen und Substratzugabe erfolgte die
photometrische Messung der Extinktionen (Digiscan, ASYS HITECH; DigiWin-Programm V2.0).
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Tab. 32. Vergleich der Mikrotiterplatten mit positiven Rinderseren

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

U-Platte Maxisorp®

A |[0,051]2,834|2900|2647|2,015|1,322{0,741|0,376 | 0,225 | 0,153 | 0,119 | 0,099

B [0,050|2917 2,736 (2,554 |1,799| 1,298 | 0,719 | 0,395 | 0,234 | 0,145 | 0,111 | 0,102

C 10,052 2,636 |2527|2,3551,711|1,104 | 0,641 | 0,364 | 0,221 | 0,151 | 0,118 | 0,100

D 0,049 0,400 | 0,270 | 0,210 | 0,100 | 0,068 | 0,061 | 0,057 | 0,064 | 0,056 | 0,059 | 0,056

F-Platte Polysorp®

A |[0,037]1,039| 0,93 |0,614|0,422 | 0,222 | 0,159 | 0,103 | 0,075 | 0,057 | 0,050 | 0,043

B [0,034]1,198 0,976 | 0,588 | 0,384 | 0,229 | 0,142 | 0,100 | 0,071 | 0,055 | 0,050 | 0,046

C 10,034 1,160 |0,920| 0,592 | 0,386 | 0,246 | 0,157 | 0,096 | 0,065 | 0,054 | 0,046 | 0,044

D 0,036 0,047 |0,041|0,035 0,036 |0,033|0,035 (0,032 | 0,033 | 0,033 | 0,033 | 0,033

U-Platte Polysorp®

A 0,048 2,840 | 2,460 | 2,095 | 1,590 | 1,051 | 0,637 | 0,397 | 0,236 | 0,175 | 0,159 | 0,149

0,050 | 2,700 | 2,460 | 2,087 | 1,501 | 0,937 | 0,523 | 0,308 | 0,228 | 0,157 | 0,138 | 0,124

B
C 10,049 (2,543 |2,251|1,989 | 1,429 | 0,987 | 0,605 | 0,346 | 0,217 | 0,169 | 0,153 | 0,135
D 0,048 | 0,063 | 0,060 | 0,055 | 0,051 | 0,050 | 0,050 | 0,046 | 0,047 | 0,049 | 0,047 | 0,048

In der Tabelle 32 sind die in den ELISA-Vorversuchen ermittelten Extinktionen (405 nm gegen 490
nm) von 3 verschiedenen Mikrotiterplatten (3.5.2.2.1) dargestellt. Alle 3 Platten-Typen wurden mit
einem positiven Rinderserum (3.5) auf unspezifische Bindungen untersucht. Die Reihen A-C wurden
mit 100uL 1:20 in Beschichtungspuffer (8.1.6) vorverdiinntem Kulturiiberstand von C. botulinum Typ
D (2142) (Tab. 10) beschichtet. Die Reihe D diente als Serumkontrolle, um mdogliche unspezifische
Reaktionen des Serums mit der Polystyrene-Oberfldche darstellen zu kénnen und wurde daher nicht
mit Antigen geflllt. Die erste Spalte diente als Leerwertkontrolle (,,Blank*) und enthielt nur
Probenpuffer.

Nach dem Beschichten, Blockieren und Waschen der Platten erfolgte eine Serumtitration in den
Reihen A-D von Spalte 2 (Serumverdiinnung1:10) bis zur Spalte 12 (Serumverdiinnung 1:10240).
Nach Inkubation, Waschen, Zugabe von Konjugat, erneutem Waschen und Substratzugabe erfolgte die
photometrische Messung der Extinktionen (Digiscan, ASYS HITECH; DigiWin-Programm V2.0).
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Tab. 33. Ergebnisse der Antigenauswertung von C. botulinum D (2142) mit positiven und
negativen Kaninchenseren

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AG-Verdinnung 1:10

— 10,104 0,087 | 0,076 | 0,067 | 0,063 | 0,054 | 0,049 | 0,041 | 0,040 | 0,036 | 0,034 | 0,032

+ 0,290 0,280 | 0,260 | 0,220 | 0,169 | 0,150 | 0,126 | 0,111 | 0,080 | 0,068 | 0,047 | 0,040

AG-Verdinnung 1:20

— 10,095|0,089 | 0,071 | 0,063 | 0,060 | 0,051 | 0,051 | 0,039 | 0,040 | 0,031 | 0,032 | 0,029

+ |0,320|0,298 | 0,273 | 0,235 | 0,190 | 0,155 | 0,138 | 0,115 | 0,099 | 0,073 | 0,051 | 0,036

AG-Verdinnung 1:40

- 10,118 0,098 | 0,076 | 0,056 | 0,053 | 0,048 | 0,042 | 0,039 | 0,036 | 0,032 | 0,026 | 0,022

+ |0,520|0,516 | 0,510 | 0,493 | 0,457 | 0,415 | 0,364 | 0,286 | 0,213 | 0,101 | 0,062 | 0,045

AG-Verdinnung 1:80

- 10,100 0,078 | 0,067 | 0,057 | 0,054 | 0,046 | 0,040 | 0,039 | 0,034 | 0,029 | 0,026 | 0,024

+ 0,500 0,492 | 0,486 | 0,480 | 0,460 | 0,434 | 0,393 | 0,332 | 0,242 | 0,160 | 0,094 | 0,063

AG-Verdinnung 1:160

- 10,100| 0,08 | 0,068 | 0,060 | 0,052 | 0,045 | 0,040 | 0,034 | 0,033 | 0,030 | 0,031 | 0,024

+ 0,463 | 0,466 | 0,458 | 0,453 | 0,432 | 0,409 | 0,360 | 0,300 | 0,223 | 0,136 | 0,080 | 0,057

AG-Verdinnung 1:320

— 10,109 0,085 | 0,072 | 0,060 | 0,060 | 0,042 | 0,040 | 0,040 | 0,034 | 0,034 | 0,030 | 0,025

+ 0,460 | 0,453 | 0,440 |0,415| 0,411 | 0,394 | 0,352 | 0,292 | 0,212 | 0,120 | 0,064 | 0,036

AG-Verdunnung 1:1280

- 10,105| 0,081 | 0,057 | 0,048 | 0,035 | 0,034 | 0,032 | 0,032 | 0,030 | 0,026 | 0,027 | 0,025

+ |0,446 | 0,453 | 0,456 | 0,434 | 0,420 | 0,368 | 0,283 | 0,220 | 0,160 | 0,104 | 0,068 | 0,050

AG-Verdinnung 1:2560

- 10,102 | 0,08 | 0,054 | 0,05 | 0,039 | 0,035 | 0,034 | 0,032 | 0,029 | 0,028 | 0,028 | 0,025

+ 0,420 0,420 | 0,411 0,406 | 0,373 | 0,320 | 0,253 | 0,200 | 0,160 | 0,106 | 0,067 | 0,047
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Dargestellt sind die Extinktionen aus den ELISA-Vorversuchen (3.5.2.2.2) zur Ermittlung der
optimalen Antigenverdinnung zur Beschichtung der Mikrotiterplatten. In die Kavitdten der
Mikrotiterplatten wurde der in Beschichtungspuffer (8.1.6) vorverdinnte Kulturiiberstand von C.
botulinum D (2142) entsprechend den dargestellten AG-Verdiinnungen (sh. auch Tab. 15) vorgelegt.
Auf den beschichteten Platten erfolgte eine Serumtitration (Serumverdinnung 1:10 in Spalte 1 bis
1:20480 in Spalte 12) mit einem positiven (+) und einem negativen (=) Kaninchenserum.
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Tab. 34. Ergebnisse der Antigenauswertung von C. botulinum D (2142) mit positiven und
negativen Rinderseren

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AG-Verdinnung 1:10

— 10,095|0,091 | 0,073 | 0,055 | 0,053 | 0,049 | 0,045 | 0,039 | 0,035 | 0,037 | 0,033 | 0,030

+ 0,320 0,252 | 0,200 | 0,143 | 0,109 | 0,095 | 0,067 | 0,050 | 0,050 | 0,040 | 0,035 | 0,034

AG-Verdinnung 1:20

— 10,093|0,089 | 0,071 | 0,055 | 0,055 | 0,050 | 0,044 | 0,039 | 0,034 | 0,038 | 0,033 | 0,029

+ |0,3490,280 | 0,209 | 0,156 | 0,119 | 0,095 | 0,076 | 0,055 | 0,052 | 0,047 | 0,036 | 0,035

AG-Verdinnung 1:40

- 10,121 0,099 | 0,073 | 0,060 | 0,050 | 0,046 | 0,041 | 0,036 | 0,035 | 0,032 | 0,026 | 0,022

+ 0,806 |0,628 | 0,403 | 0,261 | 0,175 | 0,122 | 0,089 | 0,062 | 0,053 | 0,048 | 0,037 | 0,032

AG-Verdinnung 1:80

— 10,104 0,079 | 0,066 | 0,057 | 0,044 | 0,047 | 0,041 | 0,038 | 0,036 | 0,034 | 0,032 | 0,021

+ 0,894|0,682|0,473|0,311| 0,207 | 0,146 | 0,103 | 0,070 | 0,058 | 0,047 | 0,038 | 0,037

AG-Verdinnung 1:320

- |0,110| 0,08 | 0,073 | 0,055 | 0,040 | 0,044 | 0,041 | 0,039 | 0,034 | 0,031 | 0,032 | 0,021

+ |0,877|0,667 | 0,466 | 0,320 | 0,215 | 0,155 | 0,102 | 0,060 | 0,054 | 0,041 | 0,034 | 0,035

AG-Verdinnung 1:640

- 10,101|0,078 | 0,069 | 0,062 | 0,055 | 0,040 | 0,041 | 0,038 | 0,037 | 0,030 | 0,028 | 0,029

+ |0,834|0,655 0,480 | 0,290 | 0,205 | 0,115 | 0,098 | 0,069 | 0,048 | 0,040 | 0,030 | 0,028

AG-Verdunnung 1:1280

- 10,120 0,081 | 0,055 | 0,048 | 0,035 | 0,034 | 0,032 | 0,032 | 0,030 | 0,026 | 0,027 | 0,025

+ |0,744 0,554 | 0,374 | 0,237 | 0,150 | 0,097 | 0,072 | 0,053 | 0,046 | 0,039 | 0,039 | 0,039

AG-Verdinnung 1:2560

- 10,121| 0,08 | 0,053 |0,047|0,037 | 0,034 |0,033|0,032 | 0,031 |0,025| 0,026 | 0,024

+ 0,706 | 0,513 | 0,328 | 0,218 | 0,143 | 0,109 | 0,071 | 0,054 | 0,040 | 0,040 | 0,037 | 0,036

Dargestellt sind die Extinktionen aus den ELISA-Vorversuchen (3.5.2.2.2) zur Ermittlung der
optimalen Antigenverdinnung zur Beschichtung der Mikrotiterplatten. In die Kavitdten der
Mikrotiterplatten wurde der in Beschichtungspuffer (8.1.6) vorverdinnte Kulturiiberstand von C.
botulinum D (2142) entsprechend den dargestellten AG-Verdinnungen (sh. auch Tab. 15) vorgelegt.
Auf den beschichteten Platten erfolgte eine Serumtitration (Serumverdinnung 1:10 in Spalte 1 bis
1:20480 in Spalte 12) mit einem positiven (+) und einem negativen (-) Rinderserum.



ANHANG XVII

Tab. 35. Ergebnisse der Antigenauswertung (Lyophilisat C ) mit negativen und positiven
Kaninchenseren

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AG-Verdinnung 1:25

— 10,097|0,092 | 0,068 | 0,058 | 0,052 | 0,040 | 0,039 | 0,035 | 0,034 | 0,032 | 0,030 | 0,027

+ 0,398|0,391 (0,394 | 0,388 | 0,373 | 0,342 | 0,290 | 0,214 | 0,140 | 0,083 | 0,036 | 0,038

AG-Verdinnung 1:50

— 10,100 0,093 | 0,074 | 0,060 | 0,057 | 0,043 | 0,037 | 0,036 | 0,035 | 0,036 | 0,032 | 0,029

+ 0,408 | 0,404 | 0,400 | 0,395 | 0,368 | 0,327 | 0,264 | 0,188 | 0,117 | 0,076 | 0,036 | 0,038

AG-Verdinnung 1:100

— 10,096 | 0,095 | 0,090 | 0,064 | 0,050 | 0,046 | 0,039 | 0,043 | 0,034 | 0,035 | 0,029 | 0,025

+ 0,429 0,434 (0,426 | 0,423 | 0,418 | 0,400 | 0,302 | 0,213 | 0,112 | 0,060 | 0,037 | 0,034

AG-Verdinnung 1:200

— 10,098 0,096 | 0,089 | 0,070 | 0,060 | 0,049 | 0,044 | 0,039 | 0,040 | 0,036 | 0,032 | 0,028

+ |0,/427|0,425|0,421|0,421|0,416 | 0,397 | 0,321 | 0,236 | 0,124 | 0,071 | 0,035 | 0,038

AG-Verdinnung 1:400

- 10,101|0,104 | 0,095 | 0,078 | 0,069 | 0,054 | 0,050 | 0,042 | 0,039 | 0,035 | 0,032 | 0,026

+ |0,388|0,384 (0,382 |0,375| 0,350 | 0,326 | 0,286 | 0,203 | 0,135 | 0,069 | 0,046 | 0,032

AG-Verdinnung 1:1600

— 10,089|0,086 | 0,085 |0,075| 0,064 | 0,053 | 0,046 | 0,040 | 0,036 | 0,035 | 0,032 | 0,027

+ |0,340|0,335(0,327 | 0,317 | 0,310 | 0,276 | 0,240 | 0,162 | 0,089 | 0,071 | 0,040 | 0,037

AG-Verdinnung 1:3200

— 10,087|0,082 | 0,084 | 0,072 | 0,061 | 0,050 | 0,044 | 0,034 | 0,035 | 0,034 | 0,029 | 0,025

+ |0,295|0,284 | 0,268 | 0,243 | 0,207 | 0,186 | 0,145 | 0,122 | 0,084 | 0,058 | 0,037 | 0,037

AG-Verdinnung 1:6400

— 10,089|0,083 |0,081|0,067|0,055 (0,047 | 0,042 | 0,036 | 0,032 | 0,036 | 0,03 | 0,027

+ 0,280 0,260 | 0,240 | 0,218 | 0,180 | 0,143 | 0,108 | 0,080 | 0,060 | 0,053 | 0,040 | 0,032

Dargestellt sind die Extinktionen aus den ELISA-Vorversuchen (3.5.2.2.2) zur Ermittlung der
optimalen Antigenverdinnung zur Beschichtung der Mikrotiterplatten. In die Kavitdten der
Mikrotiterplatten wurde das in Beschichtungspuffer (8.1.6) vorverdinnte C. botulinum Typ C-
Lyophilisat entsprechend den dargestellten AG-Verdiinnungen (sh. auch Tab. 15) vorgelegt. Auf den
beschichteten Platten erfolgte eine Serumtitration (Serumverdiinnung 1:10 in Spalte 1 bis 1:20480 in
Spalte 12) mit einem positiven (+) und einem negativen (=) Kaninchenserum.
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Tab. 36. Ergebnisse der Antigenauswertung (Lyophilisat C) mit negativen und positiven
Rinderseren

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AG-Verdinnung 1:25

— 10,097 | 0,094 | 0,068 | 0,056 | 0,054 | 0,042 | 0,039 | 0,036 | 0,034 | 0,032 | 0,029 | 0,026

+ |0,565]0,487 0,300 |0,210|0,135| 0,075 | 0,057 | 0,046 | 0,043 | 0,040 | 0,043 | 0,037
AG-Verdinnung 1:50

— 10,100 | 0,093 | 0,074 | 0,060 | 0,057 | 0,043 | 0,037 | 0,033 | 0,035 | 0,036 | 0,032 | 0,029

+ |0,580]0,507|0,308|0,197 | 0,131 | 0,083 | 0,062 | 0,044 | 0,045 | 0,041 | 0,041 | 0,037
AG-Verdinnung 1:100

— 10,102 | 0,095 | 0,090 | 0,064 | 0,050 | 0,046 | 0,039 | 0,043 | 0,034 | 0,036 | 0,028 | 0,025

+ 0,662 0,527 0,331 0,204 | 0,126 | 0,083 | 0,061 | 0,049 | 0,046 | 0,045 | 0,039 | 0,037
AG-Verdinnung 1:200

— 10,090 (0,106 | 0,084 | 0,069 | 0,059 | 0,043 | 0,044 | 0,035 | 0,036 | 0,038 | 0,027 | 0,028

+ |0,628]0,498 0,306 | 0,215 0,122 | 0,078 | 0,062 | 0,049 | 0,047 | 0,043 | 0,038 | 0,035
AG-Verdunnung 1:400

_ 0,11 | 0,106 | 0,093 | 0,080 | 0,071 | 0,056 | 0,050 | 0,042 | 0,042 | 0,035 | 0,041 | 0,026

+ |0,618]0,502 0,319 0,210 0,135 | 0,089 | 0,063 | 0,049 | 0,047 | 0,041 | 0,043 | 0,036
AG-Verdinnung 1:1600

— 10,085 (0,086 0,099 | 0,078 | 0,064 | 0,053 | 0,046 | 0,037 | 0,035 | 0,037 | 0,029 | 0,028

+ |0,4680,410]0,293|0,199 | 0,137 | 0,084 | 0,064 | 0,053 | 0,047 | 0,042 | 0,040 | 0,038
AG-Verdinnung 1:3200

— 10,0830,082|0,084|0,072|0,061| 0,05 | 0,044 (0,033 |0,036 | 0,034 | 0,031 | 0,025

+ |0,44410,373 0,266 | 0,180 | 0,124 | 0,078 | 0,057 | 0,050 | 0,046 | 0,041 | 0,041 | 0,036
AG-Verdinnung 1:6400

— 10,082 0,084 0,088 |0,074 | 0,059 | 0,051 0,045 | 0,036 | 0,032 | 0,036 | 0,028 | 0,027

+ |0,360]0,313|0,231|0,163 | 0,117 | 0,071 | 0,049 | 0,047 | 0,041 | 0,040 | 0,039 | 0,037

Dargestellt sind die Extinktionen aus den ELISA-Vorversuchen (3.5.2.2.2) zur Ermittlung der

optimalen Antigenverdiinnung zur Beschichtung der Mikrotiterplatten. In die Kavitaten der

Mikrotiterplatten wurde das in Beschichtungspuffer (8.1.6) vorverdiinnte C. botulinum Typ C-

Lyophilisat entsprechend den dargestellten AG-Verdinnungen (sh. auch Tab. 15) vorgelegt. Auf den
beschichteten Platten erfolgte eine Serumtitration (Serumverdinnung 1:10 in Spalte 1 bis 1:20480 in
Spalte 12) mit einem positiven (+) und einem negativen (-) Rinderserum.



ANHANG  XIX

Tab. 37. AK-Nachweis (KBR) in Seren immunisierter Kaninchen
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Tab. 38. Kreuzreaktionen (KBR) verschiedener Antiseren gegeniliber verschiedenen
Clostridien-Stammen/Antigenen (homolog = eingekastelt)

Antigene C. botulinum
A B C C C D D D
Antiseren (1028) | (1029) | (1030) | (2145) |Lyophil.| (2142) | (2146) |Lyophil.
Kan 1028 1 225 229 0 0 0 0 74 0
Kan 1028 10 24 23 0 0 0 0 15 0
Kan 1029 1 281 718 0 0 21 0 126 0
Kan 1029 10 38 59 11 0 0 0 28 0
Kan 1030 1 0 0 606 217 274 396 0 27
Kan 1030 10 0 0 48 27 84 55 0 13
Kan 2145 1 0 0 206 441 21 0 0 0
Kan 2145 10 0 0 58 119 11 0 0 0
Kan.1%*) 1 0 0 0 0 34 0 0 23
Kan.1%*) 10 0 0 0 0 47 0 0 31
Kan.2*) 1 0 0 0 0 39 0 0 40
Kan.2*) 10 0 0 0 0 28 0 0 32
Kan 2142 1 0 0 1598 406 1445 1184 0 15
Kan 2142 10 0 0 189 59 452 348 0 23
Kan 2146 1 142 154 0 0 0 0 220 0
Kan 2146 10 0 0 0 0 0 0 13 0
Kan 1032 2 0 0 21 0 0 0
Kan 1032 10 0 0 0 0 0 0
Kan 1033 1 111 212 0 0 0 0 33 0
Kan 1033 10 12 14 0 0 0 0 12 0
Lelystad A 0 0 0 0 0 0 0 0
Pasteur A 0 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad B 0 0 0 0 0 0 0 0
Pasteur B 0 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad C1 0 0 0 10 11 0 0 0
Lelystad C2 0 0 0 0 11 0 0 0
Lelystad C 0 0 0 0 0 0 0 0
Onderst. C 0 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad D 0 0 0 0 0 0 0 0
Onderst. D 0 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad E 0 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad F 0 22 0 0 0 0 12 0
Lelystad G 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 38 Forts. Kreuzreaktionen (KBR) verschiedener Antiseren gegeniiber verschiedenen
Clostridien-Stdammen/Antigenen (homolog = eingekastelt)

Antigene  C. botulinum C.

E F butyricum| baratii |parabotul.| tetani sordelli
Antiseren 1032 1033 1034 1084 1085 1089 1272
Kan 1028 1 0 221 13 14 277 16 26
Kan 1028 10 11 22 - — — - —
Kan 1029 1 0 195 18 0 195 12 28
Kan 1029 10 13 30 - — — - —
Kan 1030 1 27 11 181 301 205 206 141
Kan 1030 10 0 0 - — - — —
Kan 2145 1 0 0 14 11 10 0 13
Kan 2145 10 0 0 - — - - —
Kan.1%*) 1 0 0 0 0 0 23 14
Kan.1%*) 10 0 0 - - - - -
Kan.2*) 1 0 0 0 0 0 0 0
Kan.2*) 10 0 0 - - - - -
Kan 2142 1 16 0 15 0 0 11 0
Kan 2142 10 16 0 - — — - —
Kan 2146 1 0 97 0 0 152 0 0
Kan 2146 10 0 0 - — - — —
Kan 1032 2 193 0 26 18 36 25 27
Kan 1032 10 12 0 - — - — —
Kan 1033 1 0 414 11 11 209 13 13
Kan 1033 10 0 23 - — - - —
Lelystad A 0 0 0 0 0 0 0
Pasteur A 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad B 0 0 0 0 0 0 0
Pasteur B 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad C1 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad C2 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad C 0 0 0 0 0 0 0
Onderst. C 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad D 0 0 0 0 0 0 0
Onderst. D 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad E 0 0 0 0 0 0 0
Lelystad F 0 23 0 0 38 0 0
Lelystad G 0 0 0 0 0 0 0

*) geimpft mit C/D-Botulinus-Vaccine nicht untersucht
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Tab. 39. AK-Nachweis (ELISA) in Seren immunisierter Kaninchen
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Tab. 40. Kreuzreaktionen (ELISA) verschiedener Antiseren gegeniber verschiedenen
Clostridien-Stammen/Antigenen (homolog = eingekastelt)

Antigene C. botulinum
A B C C C D D D
Antiseren (1028) | (1029) | (1030) | (2145) |Lyophil.| (2142) | (2146) |Lyophil.
Kan 1028 1 1791 1997 101 0 0 10 3778 0
Kan 1028 10 2217 1454 157 0 0 [zweifelh 2708 | zweifelh
Kan 1029 1 5859 | >20480 10 13 30 | zweifelh|>20480 21
Kan 1029 10 1804 9058 0 0 | zweifelh 0 6451 0
Kan 1030 1 44 49| 14792 406 | 10760 1258 59 39
Kan 1030 10 |zweifelh|zweifelh| 2827 193 1474 316 | zweifelh | zweifelh
Kan 2145 1 28 18 3697 2646 | 16821 38 65 93
Kan 2145 10 0 0 1776 1567 3508 22 11 32
Kan.1*) 1 0 | zweifelh 90 15 328 0 0 164
Kan.1%*) 10 0 14 49 |zweifelh 56 0 | zweifelh 61
Kan.2*) 1 0 0 181 58 483 0 0 124
Kan. 2 *) 10 0 0 16 0 26 0 0 17
Kan 2142 1 36 140 | >20480 214 | >20480 5800 53 113
Kan 2142 10 |zweifelh 339 9058 17 | >20480 1350 23 39
Kan 2146 1 46 18 24 0 13 0| >20480 0
Kan 2146 10 68 637 0 0 0 0 1921 0
Kan 1032 2 12 13 [zweifelh 11 28 | zweifelh 16 0
Kan 1032 10  |zweifelh 0 0 0 15 0 0 0
Kan 1033 1 >20480 | >20480 23 17 23 26 | >20480 0
Kan 1033 10 1097 1673 0 0 12 11 1667 0
Lelystad A 14032 | 11347 814 170 327 141 | 15884 387
Pasteur A 1929 | >20480 | >20480 0 0 23| >20480 0
Lelystad B 11392 | >20480 248 70 203 112 | >20480 133
Pasteur B 1413 | >20480 | >20480 0 0 10 | >20480 0
Lelystad C1 [zweifelh 14 327 474 292 88 0 22
Lelystad C2 0 11 207 100 96 153 0 18
Lelystad C 158 293 | >20480 6057 | >20480 4658 291 4188
Onderst. C 0 1294 | >20480 0 |zweifeln| 4561 1437 5385
Lelystad D 973 1257 6373 410 4378 1871 1201 932
Onderst. D 0 44 | >20480 0 8063 60 18 2599
Lelystad E 649 600 674 240 594 223 952 433
Lelystad F 125 735 0 0 0 0 817 | zweifelh
Lelystad G 850 1031 2058 376 598 313 1723 394
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Tab. 40 Forts. Kreuzreaktionen (ELISA) verschiedener Antiseren gegeniber verschiedenen

Clostridien-Stdammen/Antigenen (homolog = eingekastelt)

Antigene|  C. botulinum C.

E F butyricum| baratii |parabotul.| tetani sordelli
Antiseren 1032 1033 1034 1084 1085 1089 1272
Kan 1028 1 22 620 - 86 1731 534 76
Kan 1028 10 19 1320 - 477 1173 1493 107
Kan 1029 1 85 6234 1269 38 14220 9740 2098
Kan 1029 10 37 2274 1048 | zweifelh. 3620 2714 830
Kan 1030 1 66 46 147 125 74 120 114
Kan 1030 10 29 0 111 13 0 14 772
Kan 2145 1 40 26 175 47 23 47 75
Kan 2145 10 28 0 101 12 0 16 25
Kan.1*) 1 zweifelh 0 47 54 0 0 0
Kan.1%*) 10 |zweifelh 0 35 40 0 0 0
Kan.2%*) 1 zweifelh 0 15 12 0 0 0
Kan.2*) 10 0 0 19 12 0 0 0
Kan 2142 1 85 32 74 61 65 64 67
Kan 2142 10 68 14 51 22 | zweifelh. 30 33
Kan 2146 1 13 259 17 | zweifelh. 249 18 | zweifelh.
Kan 2146 10 24 106 24 0 146 65 0
Kan 1032 2 6756 13 83 18 11 19 121
Kan 1032 10 578 0 18 | zweifelh. 0 0 163
Kan 1033 1 26 0 16831 58 0| >20480 97
Kan 1033 10 |zweifelh| 5823 884 | zweifelh. 2195 1151 31
Lelystad A 125 2351 1831 167 | >20480 4878 1396
Pasteur A >20480 6891 | >20480 0 4655 | >20480 13
Lelystad B 515 4921 6304 226 | >20480 9123 1848
Pasteur B >20480 1037 | >20480 0 4793 | >20480 0
Lelystad C1 527 65 10 0 0 | zweifelh. 0
Lelystad C2 77 0 | zweifelh. 0 0 | zweifelh. 0
Lelystad C 631 77 312 132 627 457 224
Onderst. C >20480 0| >20480 0 957 | >20480 0
Lelystad D >20480 298 876 284 1417 1664 3186
Onderst. D >20480 0| >20480 0 0| >20480 13
Lelystad E >20480 290 984 414 1508 735 4873
Lelystad F 0 3465 21 | zweifelh. 541 774 0
Lelystad G >20480 403 632 600 1033 753 1613

*)  geimpft mit C/D-Botulinus-Vaccine

— nicht untersucht
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