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1 EINLEITUNG

Bei C. botulinum handelt es sich um eine heterogene Gruppe anaerober Bakterien, die die
Fahigkeit zur BoNT-Synthese und Sporenbildung eint. Die durch C. botulinum auf
verschiedene Weise hervorgerufene Erkrankung des Botulismus kommt weltweit vor, wenn
auch mit verschiedener Inzidenz.

Das Krankheitsbild des Botulismus wurde
erstmals durch Justinus Kerner im Jahre
1820 beschrieben. Er benannte es nach dem
verursachenden Nahrungsmittel (botulus, lat.
Wurst). Nachdem der auslésende Erreger
zunachst durch VAN ERMENGEN (1897)
(Abbildung 1) in Nahrungsmitteln tierischen
Ursprungs nachgewiesen wurde, belegte
LANDMANN (1904) erstmals das
Vorkommen des Erregers in Gemdse.

Abbildung  1: Emile van  Ermengen
(CHERINGTON 1998)

Die weitere Erforschung des Erregers fuhrte zur Entdeckung verschiedener Toxintypen
(Tabelle Al), wonach die Benennung der verschiedenen Stamme erfolgte. Dies erwies sich
als problematisch, da einerseits auch andere Clostridienspezies zur BONT-Synthese beféhigt
sind (HALL et al. 1985; MCCROSKEY et al. 1986) und andererseits eine ,Ubertragung” des
Toxinbildungsvermogens nachgewiesen wurde (EKLUND et al. 1974).

Die aktuelle Einteilung erfolgt unter zwei Aspekten:

(1) aufgrund der biochemischen (Tabelle A2) und morphologischen (Tabelle A3)
Eigenschaften in vier metabole Gruppen (Tabelle A4), denen jedoch auch
andere Clostridienspezies zugerechnet werden

(2) aufgrund des gebildeten Toxins in die Typen A, B, C4, C,, D, E, Fund G

Weiterhin haben SUEN et al. (1988a) durch ihre genetischen Untersuchungen
nachgewiesen, dass der Typ G eine eigene Spezies darstellt. Dieser und einige nicht-
toxische Stamme von C. subterminale und C. hastiforme sind daraufhin zur Spezies C.
argentinense zusammengefasst worden. In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff C.
botulinum-Typ G verwendet - zum einen der Verstandlichkeit wegen und zum anderen, da
bisher fur die betreffenden Stamme von C. subterminale und C. hastiforme keine Beféhigung
zur BoNT-Synthese nachgewiesen wurde.



Wichtig bei der epidemiologischen Bewertung eines Botulismusgeschehens ist die Kenntnis
Uber die verschiedenen Pathomechanismen und Formen des Botulismus. Wé&hrend es sich
bei der lebensmittelbedingten Variante um eine Intoxikation handelt, kann auch eine Infektion
mit Sporen, aus denen sich im weiteren Verlauf vegetative Zellen entwickeln, zu Botulismus
fuhren.

Die Bedeutung von C. botulinum wird weitgehend unterschétzt, da in Deutschland nur 10 bis
20 Erkrankungsfalle des Menschen pro Jahr auf diesen Erreger zuriickzufiihren sind.
Gefabhrlich ist dies, da es sich um einen ubiquitér vorkommenden Erreger handelt, der somit
auch in Lebensmitteln vorkommen kann. Dass die Schwere des Krankheitsbildes nicht
unterschatzt werden darf, wird anhand einer weltweit geschéatzten Mortalitatsrate von 20%
(HATHEWAY 1995a) deutlich. Zusatzlich wurden in den letzten Jahren neue
Krankheitsbilder beobachtet, die eine zlgige Diagnostik erschweren und die Gefahr einer
deutlich héheren Dunkelziffer mit sich bringen.

Seit der Entdeckung von C. botulinum besteht grof3es Interesse an Erkenntnissen Uber die
Hemmung des vegetativen Wachstums, der Toxinbildung und der Sporenaktivierung.
Folglich gibt es in der nationalen und internationalen Fachliteratur eine Vielzahl an
veroffentlichten Untersuchungsergebnissen, die sich einerseits auf das Vorkommen und
andererseits auf die unterschiedlichen Umweltbedingungen und deren Einfluss auf die
vegetative Zelle bzw. Spore beziehen.

In den letzten Jahren hat der gesundheitliche Verbraucherschutz in der Offentlichkeit einen
bisher nicht gekannten Stellenwert erreicht. Die Politik der Europaischen Union in Fragen der
Lebensmittelsicherheit basiert auf einer wissenschaftlichen Risikobewertung in der gesamten
Nahrungskette. Gleichzeitig gelangen in der Lebensmittelwirtschaft immer mehr neue, die
Lebensmittelbeschaffenheit mdglichst wenig beeintrdchtigende  Technologien  zur
Anwendung, da der Verbraucher ,natirliche* Produkte, die dennoch haltbar sind, bevorzugt.

Aus all diesen Beweggrinden heraus ist diese Arbeit entstanden mit dem Ziel, eine aktuelle
Ubersicht iiber Vorkommen und quantitative Nachweisraten von C. botulinum sowie (iber die
Vermehrungs- und Toxinbildungsbedingungen zu schaffen.

Anhand einer Vielzahl variierender Untersuchungsergebnisse wird gezeigt, durch welche
Behandlungsmethoden botuline Sporen bzw. deren vegetative Zellen und das BoNT
gehemmt bzw. zerstort werden konnen und inwieweit dieses Wissen im Bereich der
Lebensmittelproduktion anwendbar ist. Es ist beabsichtigt, mit der vorliegenden Arbeit einen
Beitrag fur eine sichere Risikobewertung in Bezug auf die Pravention von C. botulinum-
Erkrankungen zu leisten.



2 PATHOGENESE UND KLINIK DES BOTULISMUS

Botulismus wird beim Menschen hauptsachlich durch die Typen A, B und E, bei den Tieren
durch die Typen C und D verursacht (DAVIES et al. 1974; SCHIEFELBEIN 1986;
TEUSCHER u. LINDEQUIST 1994; VAN DER LUGT et al. 1995; MONACO et al. 1998).
Deutlich seltener werden andere C. botulinum-Typen als ursachlich nachgewiesen.
Beispielsweise konnten beim Menschen vereinzelt Botulismusfélle auf die Typen C
(PREVOT et al. 1955; OGUMA et al. 1990) und D (DEMARCHI et al. 1958) zuriickgefihrt
werden. SONNABEND et al. (1981) wiesen C. botulinum-Typ G und sein Toxin bei 5
plotzlich Verstorbenen nach. Allerdings bleibt unklar, inwieweit diese Intoxikation (oder
Infektion?) todesurséachlich war.

Vereinzelte Berichte liegen Uber Botulismus bei Affen vor — verursacht durch C. botulinum-
Typ C (SMART et al. 1980; LEWIS et al. 1990).

Bei Pferden traten Botulismusfalle verursacht durch die Typen C (MACKAY u. BERKHOFF
1982; KINDE et al. 1991) und A (KOHLER 1987) auf. KELLY et al. (1984) berichten von
Botulismus bei australischen Pferden; das im Serum nachweisbare Toxin konnte durch das
bivalente Antitoxin C und D neutralisiert werden. Eine weitere Spezifizierung wurde nicht
vorgenommen.

BOHNEL (1999) wies in seinen Untersuchungen bei Rindern die Typen A, B, C, D und E
nach. BRUCKSTEIN und TROMP (2001) berichten von Typ B-Botulismus bei Rindern in
Israel.

KOHLER (1987) berichtet (iber Erkrankungen bei Hihnern, die auf C. botulinum-Typ A
zurlckgefuhrt wurden.

Zu bedenken ist, dass durch die orale Aufnahme toxinhaltiger Kadaver(-teile) eine
Erkrankung von in der Nahrungskette hoher stehenden Tieren moglich ist. So wiesen
GRUBB (1964) und NOL et al. (2004) bei Fischen, die im Rahmen einer Botulismusepidemie
von Wassergefligel verstarben, C. botulinum-Typ C als ursachlich nach. In diesem
Zusammenhang wird auch von Typ C-Botulismus bei Katzen (ELAD et al. 2004), Hunden
(FARROW et al. 1983) und Léwen (GREENWOOD 1985) berichtet.

2.1 C. botulinum

Die Prinzipien der Einteilung dieser heterogenen Bakteriengruppe sind im Kapitel 1 kurz
dargestellt.

Ausfuhrlicher soll an dieser Stelle auf Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen C.
botulinum-Typen eingegangen werden. Diese kommen z.B. zwischen den Typen E und F
sowie C und D vor (GRITZAI PARKINSON u. ITO 2002).

Im Rahmen mehrerer Untersuchungen wurde festgestellt, dass das Antitoxin eines Toxintyps
mehrere BoNT-Typen neutralisiert (PFENNINGER 1924; PREVOT u. BRYGOO 1953;
DOLMAN u. MURAKAMI 1961; EKLUND u. POYSKY 1965; EKLUND et al. 1967b; JANSEN
1971).



Die Ergebnisse von SUGIYAMA et al. (1972) widerlegen die Vermutung, dass ein Toxintyp
antigenetische Eigenschaften mehrerer Toxintypen hat und belegen somit, dass ein
einzelner C. botulinum-Typ in der Lage ist, mehr als einen Toxintyp zu synthetisieren.
Beispielhaft produzieren die Typ C-Stamme vorwiegend BoNT-Typ C und weniger anteilig
BoNT-Typ D (OGUMA et al. 1980). Eine ausfiihrliche Ubersicht hierzu gibt Tabelle A5.

Damit sind die Beobachtungen von GIMENEZ und CICCARELLI (1970) erklarbar, dass erst
eine Kombination mehrerer Antitoxintypen die Toxizitat vollstandig neutralisiert.

SIMPSON (1981) weist darauf hin, dass in Folge dieser Untersuchungsergebnisse die
Grenzen der taxonomischen Unterteilung der Spezies C. botulinum verschwimmen, die auf
dem gebildeten Toxintyp beruht.

2.1.1 Spore

C. botulinum gehort zu der Familie Bacillaceae, deren vegetative Formen unter fur sie
ungunstigen Umweltbedingungen Sporen bilden. Diese Dauerformen sind sehr
widerstandsfahig, da in ihnen kaum eine Stoffwechselaktivitat stattfindet (GOULD 2000).
Dieser Zustand wird als Kryptobiose bezeichnet (SOJKA 1996) und zaéhlt zu den
resistentesten Formen des Lebens. Die Untersuchungen von HOFER und DAVIS (1972)
belegen, dass C. botulinum-Sporen in flissigen Medien, die bei Raumtemperatur gelagert
werden, mehr als 30 Jahre Uberleben kdnnen.

Clostridiale Sporen werden in der vegetativen Zelle gebildet und aufgrund dessen als
Endosporen bezeichnet (griech. Endo: innen).

Diese liegen meist subterminal und sind
etwas breiter als die Mutterzelle, so dass von
einer Tennisschlager- oder Loffelform
gesprochen wird (Abbildung 2).

Abb. 2: Spindelférmige C. botulinum-Zelle mit
Endospore (JOHNSON 2000)

Die GroRRe gibt SEIDEL (1992) mit 1,0x1,6 ym an. Obwohl vorherige Untersuchungen
(TAKAGI et al. 1960; STEWART 1963) keine Oberflachenstrukturen nachweisen konnten,
fanden HODGKISS und ORDAL (1966) nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen
stecknadelférmige Anhangsel, deren Langen minimal variierten (Abbildung 3).

Weitere elektronenmikroskopische Aufnahmen sind bei HODGKISS et al. (1967) abgebildet;
im Durchschnitt fanden die Autoren 160 — 240 dieser Anhéangsel pro Spore.



Abbildung 3: Stielférmige Anh&ngsel an einer C. botulinum-Typ E-Spore (HODGKISS u.
ORDAL 1966)

2.1.1.1 Bildung

Die Sporenbildung ist genetisch festgelegt, stellt jedoch keine regelmaRig wiederkehrende
Phase im Lebenszyklus dar. Vielmehr wird sie durch ungunstige Umweltbedingungen
ausgelost.

In mehreren Studien wurde der Einfluss der Zusammensetzung des Mediums auf die
Sporulation untersucht (TSUJI u. PERKINS 1962; ROBERTS 1965; ANELLIS et al. 1972),
woraus ersichtlich wird, dass eine Vielzahl an Einflussfaktoren wirken.

Die Hauptbestandteile der Sporulationsmedien sind Tryptikase und Glucose
(SONNENSCHEIN 1980) sowie Pepton (PERKINS 1965). Weiterhin fordern Hefeextrakt
(SEGNER et al. 1971a), Arginin (PERKINS u. TSUJI 1962), Fleischpartikel (OHYE u. SCOTT
1957) und NH4SO4 (ANELLIS et al. 1972) die Sporenbildung.

Den Untersuchungsergebnissen von TSUJI und PERKINS (1962) ist weiterhin zu
entnehmen, dass die Zusammensetzung des Sporulationsmediums die Hitzeresistenz der
Sporen beeinflusst. So flhrt die Zugabe von 5% Polypepton zur Bildung hitzeresistenterer
Sporen, in denen ein erhdhter Glucosamingehalt nachweisbar ist.

OHYE und SCOTT (1957) wiesen zwischen 25T und 30C eine starkere Sporenbildung
nach als bei anderen Temperaturbereichen. Dies stimmt mit den Angaben von PECK et al.
(1995) (Tabelle A6) uberein. Weiterhin fordert ein spezifisches Erwarmen der Kultur die
Sporenbildung. Fur die Vertreter der Gruppe | liegt die optimale Zeit-Temperatur-
Kombination bei 80T fur 10 Minuten, die Stdmme der Gruppen Il und Il sollten nur auf 70C
fur 10 Minuten erhitzt werden (SMITH u. SUGIYAMA 1988).



Ein kleinerer Teil des Protoblasten, in dem
sich der Zellkern befindet, verselbststandigt
sich durch Einschnirung der Zytoplasma-
membran. Im Unterschied zur Zellteilung
umgibt die  Zytoplasmamembran der
Mutterzelle beide Protoblasten auch, nach-
dem die Sporulationssepte geschlossen ist
(Abbildung 4).

Abbildung 4: Sporenbildende  C. botulinum-
b ' Zelle (FRANCIOSA et al. 2003)

T

Infolgedessen ist der Sporenprotoblast von einer inneren und einer &uf3eren Zytoplasma-
membran umgeben. Wahrend sich aus ersterer die Zellwand entwickelt, wird die zweite zur
auReren Sporenhille umgebaut. Zwischen diesen beiden Bestandteilen befindet sich die
Sporenrinde (Syn. Cortex), die aus Mucopeptiden, muranischer Saure und einer
Diaminopicolinsdure zusammengesetzt ist. Nach Beendigung der Sporenbildung wird diese
durch Lyse der Mutterzelle freigesetzt.

Wahrend der Endosporenbildung kommt es zur Ansammlung von Calciumionen und
I6slichen Sporenproteinen sowie zur Synthese von Dipicolinsaure. Dies fuhrt zu einer
Wasserreduktion im Inneren und folglich zu einer Volumenabnahme. Da Sporen die gesamte
Trockensubstanz der vegetativen Zelle in rund einem Zehntel des urspringlichen Volumens
beinhalten, weisen sie einen hohen Brechungsindex auf (SOJKA 1996). Der Gehalt an
Calcium und saureldslichen Sporenproteinen sowie der daraus resultierende reduzierte
Wassergehalt bestimmen die Hitzeresistenz (SEIDEL 1992; MADIGAN et al. 2001).

2.1.1.2 Auskeimung

Das Auskeimen bakterieller Sporen erfolgt in mehreren Schritten. Zunéchst findet eine
Aktivierung der ruhenden Spore statt (STRASDINE 1967) — dies kann durch hohe, jedoch
subletale Temperaturen, Bestrahlung oder Behandlung mit extremen pH-Werten (BLOCHER
u. BUSTA 1983b) ausgelost werden. Kommen diese aktivierten Stadien mit spezifischen
Néhrstoffen wie L-Alanin oder Adenosin (HASHIMOTO et al. 1969) in Kontakt, vollzieht sich
innerhalb weniger Minuten die Keimung der Sporen. Es kommt zum Verlust der
Dipicolinsaure und anderer Core-Bestandteile sowie zum Abbau der Sporenproteine.
Folglich verliert die Spore ihre lichtbrechenden Eigenschaften und ihre Hitzeresistenz,
letzteres wird als erstes Anzeichen der Auskeimung angesehen (FOSTER u. JOHNSTONE
1990). Zu den funktionellen Veranderungen zéhlen die Aktivierung cortexlytischer Enzyme
und des Zellstoffwechsels. In der Phase des Auswachsen s nimmt das Zellvolumen infolge
Wasseraufnahme und Neusynthese von RNA und Proteinen zu. Der Keimschlauch, noch
von einer dunnen, unvollstdndigen Zellwand umgeben, tritt am Pol der Sporenhille heraus
und beginnt, sich vegetativ zu teilen.



Das Auskeimen von C. botulinum-Sporen konnte in verschiedenen Lebensmitteln
nachgewiesen werden, so unter anderem in nur kurz erhitzten Gemuseséften (STRINGER et
al. 1999), Raucherfischen (CHRISTIANSEN et al. 1968), verschiedenen Gewilrzélen
(ISMAIEL u. PIERSON 1990a) sowie in Rinderhackfleisch, welches innerhalb von 21
Stunden auf 7,2T gekuhlt wurde (JUNEJA et al. 1997).

Untersuchungsergebnisse dariiber, wie sich verschiedene Einflussfaktoren auf das
Auskeimen der Sporen wirken, sind im Kapitel 4 dargestellt.

2.1.2 \Virulenzfaktoren

2.1.2.1 Botulinumneurotoxin (BoNT)

WAGNER SOMMER et al. (1926) gelang es erstmals, das Toxin in trockener Form
darzustellen. Nach einer Vorbehandlung mit Aluminiumhydroxid und Ammoniumphosphat
erhielten die Autoren nach einer Trocknung bei 40C ein braunliches Pulver.

Chemisch reines, kristallines BONT vom Typ A wurde durch zwei Forschungsgruppen fast
zeitgleich gewonnen (ABRAMS et al. 1946; LAMANNA et al. 1946).

Bevor naher auf das BoNT eingegangen wird, sollen zwei Aspekte vorangestellt werden:
Zum einen das mdogliche Vorhandensein von Toxin in oder an Sporen, wenn es im Zuge der
Sporenbildung ,héngen bleibt“. Auch wenn es sich um kleinste Mengen handelt, GRECZ et
al. (1967) sprechen von ca. einem Prozent, ist die Kenntnis dieser mdglichen Toxinquelle
wichtig, da hohe Sporenkonzentrationen aufgrund des enthaltenen BoONT tddlich sein
kénnen. Tabelle 1 fasst diesbeziiglich Versuchsergebnisse zusammen:

Tabelle 1: Fur Mause nachgewiesene tddliche Sporenm  engen

C. botulinum-Stamm tédliche Sporenzahl | iteraturquelle
72A 8,8 x 10°
37A 5,3 x 10 GRECZ et al. (1967)
9B >1,9 x 10’
33A 4x10° FERNANDEZ et al. (1969)

Wie bei einigen anderen Faktoren gibt es Varianzen auch bezlglich der Hitzeresistenz von
BoNT. Die Untersuchungsergebnisse von GRECZ et al. (1967) belegen, dass freigesetztes
Botulinumtoxin durch eine Erhitzung auf 80C Uber 1 0 Minuten denaturiert ist, wogegen noch
in der Spore verbliebenes Toxin dadurch nicht beeinflusst wurde.

Der zweite, an dieser Stelle zu nennende Aspekt ist die BoNT-Synthese durch andere
Clostridienspezies. So belegen HALL et al. (1985) sowie MCCROSKEY et al. (1991) eine
BoNT-Typ F-Synthese durch C. baratii. AURELI et al. (1986), MCCROSKEY et al. (1986)
und MENG et al. (1997) gelang der Nachweis der BONT-Typ E-Synthese durch C. butyricum.
Aufgrund dessen bezeichnen FRANCIOSA et al. (2003) diese beiden Clostridienspezies als
metabole Gruppe V und VI der Clostridienarten, dem in den Tabellen A2 und A3 Rechnung
getragen wird.



2.1.2.1.1 Aufbau

Der Komplex aus toxischer und nicht-toxischer Komponente wird als ,Progenitortoxin®
bezeichnet, die davon abgespaltenen toxischen Molekulle werden ,Derivativtoxine* genannt.
Die Eg-Untereinheit, Syn. ,nontoxic component® (SAKAGUCHI 1983) bzw. "nontoxic
botulinum protein” (SUGIYAMA 1980), besitzt selbst keine toxischen Eigenschaften. Sie wirkt
auf die Eg-Untereinheit stabilisierend und ist damit flr die Toxizitdt bedeutend, wenn das
Toxin nach oraler Aufnahme mit Verdauungsenzymen in Kontakt kommt (SAKAGUCHI
1983). Damit werden Ergebnisse von OHISHI et al. (1977) bestatigt, die dem Progenitortoxin
eine héhere Toxizitat zusprechen als dem Derivattoxin.

Die toxischen Strukturen sind auf der Eq-Untereinheit, Syn. ,toxic component” (SAKAGUCHI
1983) bzw. “neurotoxin” (SUGIYAMA 1980) lokalisiert. Es handelt sich um ein Polypeptid mit
einem Molekulargewicht von ca. 150 kDa, zumeist werden Molekulargewichte zwischen 140
und 167 kDa angegeben (KRIEGLSTEIN 1990).

Die Angaben in Tabelle 2 verdeutlichen, dass die in der Literatur angegebenen Molekular-
gewichte starken Schwankungen unterliegen.

Tabelle 2: Einige nachgewiesene Molekulargewichte f  (r BONT

C. botulinum- | Molekulargewicht .
Typ (Dalton) Literaturquelle
900,000 ABRAMS et al. (1946); PUTNAM et al. (1946)
150,000 DASGUPTA und BOROFF (1968); DASGUPTA et al. (1970)
A 145,000 DASGUPTA und SUGIYAMA (1972)
140,000 BHATTACHARYYA et al. (1988)
12,200 GERWING et al. (1965h)
167,000 BEERS und REICH (1969)
B 165,000 DASGUPTA et al. (1968)
60,000 LAMANNA und GLASSMAN (1947)
9,000 - 10,000 |GERWING et al. (1966)
C 141,000 SYUTO und KUBO (1978)
D 170,000 MIYAZAKI et al. (1977)
200,000 SAKAGUCHI et al. (1964)
E 150,000 KITAMURA et al. (1969)
147,000 DASGUPTA und SUGIYAMA (1972)
18,600 GERWING et al. (1964)
F 155,000 YANG und SUGIYAMA (1975)

Dies ist teilweise darauf zuriickzuftihren, dass in den Untersuchungen sowohl die Reinigung
des Toxins als auch der Zeitpunkt, zu dem das Toxin gewonnen wurde, variieren (GERWING
et al. 1968). Folglich ist es denkbar, dass sowohl Molekilansammlungen als auch — z.B.
durch Vorbehandlung entstandene — kleinere Grundstrukturen nachgewiesen werden.
Anhand der Ergebnisse von YANG und SUGIYAMA (1975) wird deutlich, dass bei
Verwendung unterschiedlicher Untersuchungsmethoden variierende Molektilgré3en fur einen
Stamm festzustellen sind.



Weiterhin beeinflusst das Medium, in dem BONT gebildet wird, die MolekilgroRe des
synthetisierten Toxins. Beispielsweise werden in verschiedenen Gemuisesorten groRRere
Toxinmolekile produziert als in Fleisch (SUGI et al. 1978). Dennoch wird davon
ausgegangen, dass MolekulgroRen, die deutlich unter 150 kDa liegen, Artefakte darstellen
(SUGIYAMA 1980).

Im Zuge der Aktivierung wird das Toxin durch Proteasen in eine leichte (50 kDa) und eine
schwere (100 kDa) Kette gespalten (DASGUPTA u. SUGIYAMA 1972). In der Literatur sind
dafir auch die Begriffe H- (high) und L-Kette (light) zu finden. Verbunden sind die Ketten
Uber Disulfidbricken (DEKLEVA u. DASGUPTA 1989) oder Eisen-ll-lonen
(BHATTACHARYYA et al. 1988). Auf der Eg-Untereinheit befinden sich drei funktionelle
Areale, die fur je einen Schritt der Intoxikation verantwortlich sind (Abbildungen Al und A2).
Dabei befinden sich auf der H-Kette der Rezeptor zur Bindung an den prasynaptischen Spalt
und die transmembrane Domaine. Das katalytische Areal lagert auf der leichten Kette
(HALPERN u. NEALE 1995). Bei BOHNEL (1995) sind eine Vielzahl an Literaturhinweisen
bezlglich der Aminosdureanalysen zu finden.

HAUSCHILD (1990) teilt die Toxine je nach ihrer Molekullgrof3e in vier Gruppen (small bis
extra large) ein. Gleichzeitig weist er darauf hin, dass bisher nur Vertreter der Gruppen M
und L in toxischen Lebensmitteln nachgewiesen wurden.

2.1.2.1.2 Synthese

Prinzipiell bildet jeder C. botulinum-Stamm ein Neurotoxin, jedoch ist eine weitere Einteilung
in Subtypen noétig, da einige Stamme in der Lage sind, mehrere Neurotoxinformen zu
synthetisieren (Tabelle A5).

Synthetisiert werden die Botulinumtoxine intrazelluléar, als Aggregate mit anderen Proteinen
(HOBBS 1976). Diese Vorstufen werden als ,Protoxine” beschrieben (SAKAGUCHI u.
TOHYAMA 1955b; BONVENTRE u. KEMPE 1960b) und sind an Zellwandpeptidoglykane
gebunden (HYUN u. SAKAGUCHI 1989). Innerhalb dieses Komplexes ist der Toxinvorlaufer
mit mehreren RNA-Molekilen verbunden. Zum Zeitpunkt der Toxinfreisetzung werden die
RNA-Molekille abgetrennt und das Protoxin durch proteolytische Enzyme aktiviert
(BONVENTRE u. KEMPE 1959a). Dies kann durch mikrobiell gebildete oder andere
proteolytische Enzyme sowie im Rahmen der enzymatischen Verdauung im Gastro-
intestinaltrakt geschehen (OHISHI u. SAKAGUCHI 1979; SONNABEND et al. 1987).

In der Literatur sind gegensatzliche Standpunkte zum Zeitpunkt der Toxinfreisetzung zu
finden.

DACK und WOOD (1928) sehen das BoNT als bakterielles Stoffwechselprodukt, welches
sich in der Kultur anreichert, wahrend das Bakterium noch vital ist. SIEGEL und METZGER
(1979) stellten nach 24 Stunden den maximalen Toxintiter fest, der Zelluntergang war davon
unabhangig.

Entgegen dieser These vertritt die Mehrheit der Autoren die Auffassung, dass das Toxin erst
mit dem Tod und der Autolyse des Bakteriums freigesetzt wird (BOROFF 1955; KINDLER u.
MAGER 1955; DUDA u. SLACK 1969). Dabei wird davon ausgegangen, dass die Substanz,
die in der vitalen Zelle vorliegt, nur eine Vorstufe ist und noch einige strukturelle
Veranderungen zur Schaffung der Toxizitat vorgenommen werden (BOROFF et al. 1952;
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BOROFF u. CABEEN 1954). Weitere Untersuchungsergebnisse an den Typen A
(KRYSINSKI u. SUGIYAMA 1981), C (BOROFF u. CABBEN 1954), D (BOROFF et al. 1952)
und E (SAKAGUCHI u. TOHYAMA 1955b) bekraftigen diese Theorie.

Das Toxin wird erst am Ende der exponentiellen Wachstumsphase aktiviert und ist dann im
Medium nachweisbar (BONVENTRE u. KEMPE 1959a,1960a). Mehrere jingere Veroffent-
lichungen stimmen damit Uberein (GERWING et al. 1968; HOBBS 1977; CALL et al. 1995;
ROSSETTO et al. 2001). Wird von einer postvitalen Toxinfreisetzung ausgegangen, ist der
Begriff des Exotoxins nicht anwendbar (BOROFF et al. 1952).

Im Rahmen der Untersuchungen von BAIRD-PARKER und FREAME (1971) konnte BoNT
bei allen Temperaturen, bei denen Wachstum stattfand, nachgewiesen werden. Je naher die
Inkubationstemperatur am Optimalwert lag, desto eher wurden die maximalen Toxintiter
nachgewiesen. Jedoch féllt der Toxintiter bei Inkubationstemperaturen >37<C aufgrund der
Hitzelabilitat des BoNT rasch wieder ab (PEDERSEN 1955; ABRAHAMSSON et al. 1966).

2.1.2.1.3 Aktivierung

Die in der Bakterienzelle gebildete Vorstufe hat nur einen Teil ihrer vollen Toxizitét
(KRYSINSKI u. SUGIYAMA 1981). Die Aktivierung ist Folge einer Anderung der
Molekdlstruktur. Aus dem einkettigen Polypeptid entsteht ein Molekil aus zwei, miteinander
zumeist durch Disulfidbricken verbundenen Ketten (SAKAGUCHI 1983; DEKLEVA u.
DASGUPTA 1989), deren Molekulargewichte ein Verhdltnis von 2:1 haben (SIMPSON
1979). Dies fuhrt nicht zu einer Anderung der MolekiilgroRe (SAKAGUCHI u. SAKAGUCHI
1959,1973; KITAMURA et al. 1967,1969; SUGIYAMA et al. 1967) oder des
Molekilgewichtes (DASGUPTA u. SUGIYAMA 1972), jedoch konnte der Verlust von
Aminoséauren nachgewiesen werden (GERWING et al. 1965a).

Bezlglich des Zeitpunktes und der Art der Aktivierung muss zwischen den verschiedenen C.
botulinum-Stdmmen unterschieden werden.

Das Toxin der proteolytischen C. botulinum-Typen wird durch endogene Enzyme aktiviert
und liegt folglich zum Zeitpunkt der Ausschleusung bereits in aktivierter Form vor (HOBBS
1976; DEKLEVA u. DASGUPTA 1989). Die Toxizitdt kann durch extrazellulare Proteasen
zusatzlich gesteigert werden (BONVENTRE u. KEMPE 1959a; EKLUND et al. 1967b;
DASGUPTA u. SUGIYAMA 1977, zitiert bei SUGIYAMA 1980). Im Rahmen dessen wiesen
KRYSINSKI und SUGIYAMA (1981) eine 30-fache Steigerung fir den Typ A nach.

Im Gegensatz dazu setzen nicht-proteolytische Stamme das Toxin in Form einer inaktiven
Vorstufe frei, die durch externe Enzyme in die aktive Form umgewandelt wird (BONVENTRE
u. KEMPE 1960b; HOBBS 1977). Im Zuge dessen wiesen DUFF et al. (1956) eine 12- bis
47-fache Steigerung der Toxizitdt nach. Dabei wird der Grad der Potenzierung stark von den
vorherrschenden Bedingungen beeinflusst (SAKAGUCHI u. TOHYAMA 1955b; KITAMURA
1970).

Eine Steigerung der Toxizitat infolge Trypsinzugabe konnte fir die BoNT-Typen A
(KRYSINSKI u. SUGIYAMA 1981), B (HALLIS et al. 1996), Cr (JANSEN u. KNOETZE 1971,
OHISHI 1983b), D (MIYAZAKI et al. 1977), E (DUFF et al. 1956), F (HOLDEMAN u. SMITH
1965) und G (GIMENEZ u. CICCARELLI 1970) mehr oder weniger stark nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu gelang dies nicht fir BoNT-Typ Cy (SEGNER et al. 1971b;
EKLUND u. POYSKY 1972). BAUMGART (1970b) stellte keine Steigerung der Toxizitat bei
mit Trypsin behandelten Proben fest und begriindet dies mit einer geringen Toxinmenge.
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Wie die Ergebnisse von SAKAGUCHI und TOHYAMA (1955a) zeigen, kénnen auch durch
andere Mikroorganismen gebildete proteolytische Enzyme die Toxizitdt von BoNT erhdhen,
jedoch ist die Wirkung deutlich schwacher (SAKAGUCHI u. SAKAGUCHI 1959).

Die Auftrennung der Eq-Untereinheit in zwei Fragmente wird als ,nicking“ bezeichnet. Die
Bedeutung dieses Vorganges fir die Aktivierung der botulinen Neurotoxine bzw. die
Potenzierung ihrer Toxinwirkung ist jedoch fraglich, seit eine Steigerung der Toxizitat und der
strukturelle Umbau unabhéngig voneinander nachgewiesen wurden (OHISHI u.
SAKAGUCHI 1977,1979; KRYSINSKI u. SUGIYAMA 1981; DEKLEVA u. DASGUPTA 1989).
Hervorgehoben soll an dieser Stelle noch einmal die Bedeutung von Trypsin flr den
Nachweis von geringen Mengen an BoNT in Lebensmitteln, die ohne eine Steigerung der
Toxizitat nicht immer nachweisbar wéaren (TJABERG 1974; SMELT u. HAAS 1978).

2.1.2.1.4 Pharmakologie und Wirkung

Die orale Aufnahme des Toxins hat aus pathogenetischer Sicht die grofite Bedeutung,
weshalb auf andere Wege der Intoxikation und Infektion an dieser Stelle nicht n&her
eingegangen wird.

Es ist anzunehmen, dass das Toxin im Darm durch das Trypsin der Duodenalfliissigkeit
aktiviert und somit seine Toxizitdt um ein Mehrfaches angehoben wird (ONO et al. 1970;
IIDA et al. 1970). Der grofdte Anteil wird im kranialen Dinndarm resorbiert, jedoch berichtet
SAKAGUCHI (1983), dass auch eine Aufnahme im Kolon nachgewiesen ist.

Der neurotoxische Mechanismus wird Gber mehrere Schritte in Gang gesetzt (SIMPSON
1981; BLACK u. DOLLY 1986) und ist in Abbildung A4 nachzuvollziehen. Der erste Schritt ist
die Rezeptorbindung, wobei die H-Kette an Rezeptoren der prasynaptischen Membran
bindet (SUGIYAMA 1980) und so das Eindringen der L-Kette ins Zytosol ermdoglicht
(SCHIAVO et al. 1992; MONTECUCCO u. SCHIAVO 1995, zitiert bei LUVISETTO et al.
2003). Dabei belegen die Untersuchungen von KOZAKI (1979), dass die Bindungsstellen
nicht fur alle Typen einheitlich sind. Im Rahmen des zweiten sogenannten Zwischenschrittes
gelangt die leichte Kette der Es-Untereinheit durch die Membran in den Intrazellularraum.
Dieser Vorgang ist energie- und temperaturabhéngig (SUGIYAMA 1980; BLACK u. DOLLY
1986). Ab diesem Zeitpunkt ist eine Neutralisation des BoNT nicht mehr moglich (SIMPSON
1981). Wahrend der dritten, auch als lytischen Schritt bezeichneten Phase kommt es zur
Blockade der Neurotransmitterfreisetzung. Die L-Kette spaltet intrazellular die synaptischen
SNARE-Proteine (SCHIAVO et al. 1992), die die Fusion des Acetylcholinvesikels am
synaptischen Spalt ermdglichen (SOLLNER et al. 1993; JAHN u. SUDHOF 1999; LIN u.
SCHELLER 2000; SCHIAVO et al. 2000; SCHNIDER 2001). Dabei bindet jeder Toxintyp an
einer anderen Stelle der drei SNARE-Proteine (SCHIAVO et al. 2000; DRESSLER 2000).
Dieser letzte Schritt ist sowohl von der Temperatur als auch von der Nervenaktivitat
abhangig (SIMPSON 1979). Prinzipiell wird neben der Ausschuttung von Acetylcholin auch
die von Noradrenalin gehemmt, jedoch sind dafiir h6here Konzentrationen nétig (RAND u.
WHALER 1965; VINCENZI 1967; HOLMAN u. SPITZER 1973). Generell wird die Hemmung
der Neurotransmitterfreisetzung von der Aktivitat der Nervenzellen beeinflusst; je grofl3er
diese ist, desto starker ist die inhibierende Wirkung (HUGHES u. WHALER 1962).

Infolge der Hemmung der Acetylcholinausschittung kommt es zu einer fortschreitenden
Paralyse. Der Tod tritt durch Atemstillstand infolge der LAhmung des N. phrenicus ein.



12

Aufgrund der MolekilgréRe kann davon ausgegangen werden, dass BoNT nicht die Blut-
Hirn-Schranke Uberwinden kann (SAKAGUCHI 1983).

Das BoNT gilt als die giftigste biologische Substanz (LAMANNA 1959; BARTLETT 1986;
BOHNEL u. LUBE 2000), dennoch ist die Wirkungsstarke unterschiedlich. So hat das Toxin
A ,...die starkste Giftwirkung...” (SELBITZ 2002). Die in der Literatur angegebenen letalen
Dosen fur einen erwachsenen Menschen variieren (Tabelle A7), bei den Tierarten gibt es
Varianzen zum einen zwischen den Spezies (GILL 1982) und zum anderen je nach Art der
Intoxikation bzw. Infektion (Tabelle A8).

Untersuchungsergebnisse zur Stabilitat des Botulinumtoxins gegeniber externen Einfllissen
werden im Kapitel 4 besprochen. Weitere Angaben sind bei SHERMAN et al. (1926),
SOMMER und SOMMER (1928), BELLINGER et al. (1951) sowie SCHWARZ (1979) zu
finden.

2.1.2.1.5 Bakteriophagen und Plasmide

Nachweise von Phagen und Plasmiden gelangen in einzelnen Stammen aller C. botulinum-
Typen, ein Zusammenhang mit der Toxinbildung besteht jedoch nur in den Gruppen IIl und
IV (FRANCIOSA et al. 2003). In Tabelle A9 sind die Lokalisationen der genetischen
Informationen zur Toxinsynthese bei den BoNT-produzierenden Spezies zusammengefasst.

Mehrere Veroffentlichungen beschreiben Phagen, ihre Isolierungsmethoden und ihren
Aufbau sowie die Bedeutung bezilglich der Toxizitat (EKLUND et al. 1971; DOLMAN u.
CHANG 1972; SUGIYAMA u. KING 1972; RIEMANN 1973).

Der erfolgreiche Versuch der Phageniibertragung von einem Typ auf einen anderen wird in
mehreren Veroffentlichungen beschrieben. Den Forschungsgruppen gelang auf diesem
Wege die Umwandlung von C. botulinum-Typ C in -Typ D (INOUE u. IIDA 1970,1971;
EKLUND u. POYSKY 1974; OGUMA et al. 1976). Sogar die Phagenubertragung von C.
botulinum-Typ C auf C. novyi-Typ A war erfolgreich und somit die Synthese eines anderen
clostridialen Toxins (EKLUND et al. 1974). Dabei ist zu bedenken, dass durch die
Ubertragung von Phagen die Grenzen der Einteilung in verschiedene C. botulinum-Typen
verschwimmen (BOHNEL 1995).

Die Umwandlung eines nicht-toxinbildenden in einen BoNT-synthetisierenden Stamm und
umgekehrt gelang nur teilweise (INOUE u. IIDA 1970; IIDA, 1981, zitiert bei BOHNEL 1995:
ZHOU et al. 1993), eine moégliche Fehlerquelle kann dabei die fehlerbehaftete Kombination
von Stammen und Phagen sein (OGUMA et al. 1979). Folge dieser Nachweise ist, dass eine
Trennung von apathogenen und toxischen Stammen nicht ohne weiteres maglich ist, da der
Verlust oder Gewinn eines Phagen diese Grenze aufhebt (SEIFERT 2004).

OGUMA et al. (1981) gelang es, Phagen in Verbindung mit dem C,-Toxin nachzuweisen.

In mehreren Versuchen konnten phagenahnliche Partikel in den C. botulinum-Typen A, B, C,
D, E und F induziert werden (IIDA u. INOUE 1968; INOUE u. IIDA 1968; EKLUND et al.
1969; SUGIYAMA u. KING 1972).

SCOTT und DUNCAN (1978) wiesen erstmals extrachromosomale DNA im C. botulinum-Typ
E-Stamm ,Minnesota“ und weiteren nicht-toxischen Stdmmen nach.
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HAUSER et al. (1992) wiesen in toxischen C. butyricum-Stammen ein BoNT-Typ E-Gen
nach, dass dem von C. botulinum-Typ E ahnelt und auf Plasmiden lokalisiert ist. Da dies bei
apathogenen Stammen nicht gefunden wurde, sehen es die Autoren als erwiesen an, dass
Uber Plasmide die Fahigkeit zur BoNT-Typ E-Bildung auf urspriinglich atoxische C.
butyricum-Stamme Ubertragen werden kann.

Dies stimmt nicht mit den Untersuchungsergebnissen von STROM et al. (1984) sowie
WEICKERT et al. (1986) uberein. Diese belegen, dass es keinen regelméRigen
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Plasmiden und einer mdglichen
Toxinbildung durch C. botulinum gibt. Auch bei GRITZAI PARKINSON und ITO (2002) ist zu
lesen, dass - obwohl in verschiedenen Typen Plasmide gefunden wurden - bisher nur fir den
Typ G eine Beeinflussung der Toxinproduktion nachweisbar ist.

2.1.2.2 Weitere Toxine

Neben den Botulinumneurotoxinen, welche durch die Typen A bis G gebildet werden,
produzieren die Vertreter der Gruppe lll weitere Substanzen, die der Vollstandigkeit halber
kurz erwahnt werden sollen.

2.1.2.2.1 C,-Toxin

Das C,-Toxin hat keine neurotoxischen Wirkungen, demnach wird es auch nicht den
Neurotoxinen zugeordnet. Infolge ihrer Untersuchungsergebnisse sprechen OHISHI et al.
(1984) von einem zytotoxischen Enterotoxin.

Es zerstort die Aktinfilamente der Zellen (REUNER et al. 1987), was zu einer Steigerung der
vaskularen Permeabilitat (OHISHI 1983a) und folglich zu Vakuolbildungen in den Epithelien
fuhrt. Im Zuge dessen kommt es zu interzellularen Odemen, Nekrosen der Mucosa,
Hamorrhagien der Lunge und Flissigkeitsansammlungen im Darm (JENSEN u. DUNCAN
1980; SIMPSON 1982; OHISHI u. ODAGIRI 1984; SUGIMOTO et al. 1995).

Mit ihren Untersuchungen belegen NAKAMURA et al. (1978), dass die Synthese des C»-
Toxins nur wahrend der Sporulation und nicht wahrend des vegetativen Wachstums
stattfindet.

2.1.2.2.2 C3-Exoenzym

Dieses vom Typ C synthetisierte Toxin wurde erstmals durch AKTORIES et al. (1987)
beschrieben. Die zytotoxische Aktivitat ist gering und seine Bedeutung als Virulenzfaktor im
Rahmen der natirlichen Erkrankung unbekannt (POPOFF 1995).

2.1.2.3 Bakteriozinbildung

An dieser Stelle wird nur auf die Bakteriozine eingegangen, die durch C. botulinum-Stamme
gebildet werden. Auf von anderen Spezies gebildete und auf C. botulinum wirkende
Bakteriozine wird im Kapitel 4.3.2.1.4 eingegangen.

Mehrere Untersuchungen konnten nachweisen, dass C. botulinum-Stdamme Bakteriozine
bilden, die das Wachstum und die Toxinbildung anderer Stamme derselben Spezies
hemmen. Als ursachlich stellten ELLISON et al. (1971) strukturelle Veranderungen, z.B. an
der DNA, fest. Eine Synthese dieser Substanzen erfolgt entweder nach Induktion (REEVES
1965) oder auch unabhéngig von auslésenden Mechanismen (ELLISON u. KAUTTER 1970).
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KAUTTER et al. (1966) berichten, dass nicht-toxische C. botulinum-Typ E-Stdmme eine
Substanz namens ,Boticin E* bilden, die die Toxinbildung von Stammen hemmt, welche
ahnliche biochemische und morphologische Eigenschaften haben (Tabelle A10). Auffallig ist,
dass C. botulinum-Typ E sensitiv reagierte, nicht aber die Typen A, B oder F. Anders die
Untersuchungsergebnisse von ANASTASIO et al. (1971): sie stellten eine Empfindlichkeit
der Typen B, E und F, nicht jedoch der untersuchten proteolytischen Stamme fest. Letzteres
kann z.B. auf das Vorhandensein proteolytischer Enzyme zuriickgefiihrt werden, da die
Ergebnisse von KAUTTER et al. (1966) eine Inaktivierung des Bakteriozins durch Trypsin
belegen. Weiterhin belegen die Ergebnisse von ELLISON und KAUTTER (1970), dass die
untersuchten Botizine relativ unempfindlich gegenuber pH-Wert-Veranderungen und
Temperaturerhéhungen sind.

Bakteriozine wurden auch in C. botulinum-Typ G-Stammen nachgewiesen (EKLUND et al.
1988b). Interessanterweise verloren die zunéchst toxischen Stdmme nach Entfernung des
Plasmids sowohl ihre Fahigkeit zur Toxinbildung als auch die der Bakteriozinbildung.

2.2 Formen des Botulismus

Je nach dem pathogenetischen Mechanismus werden verschiedene Botulismusformen
unterschieden (Tabelle A11), von denen die Intoxikation Uber Lebens- bzw. Futtermittel die
wohl bekannteste ist.

2.2.1 Lebensmittelbedingter Botulismus

Bei dieser — auch als klassische Variante bezeichneten - Form des Botulismus handelt es
sich um eine Intoxikation mit im Lebensmittel praformiertem BoNT.

Zumeist erkranken Erwachsene, jedoch existieren auch einzelne Fallbeschreibungen bei
Kleinkindern (ARMADA et al. 2003; FISCHER et al. 2004).

Da das aufgenommene Toxin von den Enzymen des Magensaftes nicht zerstért wird, kommt
es im Dinnarm zur Resorption mit nachfolgender hdmatogener Verbreitung. KOBAYASHI et
al. (2003) berichten, dass im Rahmen einer Intoxikation mit BONT-Typ Ab vegetative Zellen
anwachsen konnten und so weiteres BoNT produzierten.

2.2.2 Wundbotulismus

Ursachlich ist die Kontamination eines Hautdefektes mit C. botulinum-Sporen, hauptsachlich
vom Typ A (SHUKLA u. SHARMA 2005). Gibt es in den entstehenden Wundtaschen ein
anaerobes Milieu, kann es zum Auskeimen der Sporen mit nachfolgender BoNT-Synthese
kommen. Die anschlieRende pathogenetische Entwicklung entspricht der der Intoxikation —
es kommt zur Toxinresorption mit anschlieRender hdmatogener Verbreitung.

Diese Erkrankungsform tritt bei Haut- und Schleimhautdefekten auf (MERSON u. DOWELL
1973; BERNARD et al. 1987), z.B. bei traumatischen oder operativen Wunden, als Folge von
Zahnabszessen oder im Rahmen einer Sinusitis.

Im Laufe der letzten Jahre hat vor allem in Kalifornien, USA, zum einen die Anzahl der Félle
zugenommen, zum anderen @nderte sich der Pathomechanismus (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Auftreten von Wundbotulismus (bedingt durch Drogenkonsum) in den USA, 1951
— 1998 (WERNER et al. 2000)

Ausléser sind weniger primdre oder sekundare Wunden, als vielmehr parenteraler
Drogenkonsum (CRAWFORD MECHEM u. WALTER 1997; WERNERT et al. 2000; GRITZAI
PARKINSON u. ITO 2002). Vermutlich kommt es wahrend der Streckung oder Verteilung der
Drogen zu einer Kontamination (PASSARO et al. 1998). Fallberichte liegen auch aus
Norwegen (JENSENIUS et al. 2000), Irland (FITZGERALD et al. 2003) und Deutschland
(ARNHOLDT u. MUHLER 2004) vor.

2.2.3 Sonderformen

2.2.3.1 Sauglingsbotulismus

Diese Erkrankungsform wurde 1976 erstmals beschrieben (PICKETT et al. 1976). Obwohl
der Sauglingsbotulismus in Deutschland sehr selten auftritt, ca. ein Fall pro Jahr (BOHNEL et
al. 2001a), nimmt die Bedeutung global gesehen zu. Laut den Veroffentlichungen von
BARTLETT (1986), NEVAS et al. (2002) und ANONYM (2002) stellt er in den USA die
haufigste Botulismusform dar. Beispielsweise waren von den 40 Botulismusfallen, die 1979
in den USA registriert wurden, 24 Falle Toxiko-Infektionen von Sauglingen (MORRIS u.
HATHEWAY 1980). Anhand der Angaben in Tabelle A12 ist nachzuvollziehen, dass dieses
Verhdltnis auch in den folgenden Jahren zu beobachten war. Von 1982 bis 1997 traten in
Argentinien 146 derartige Falle auf (FERNANDEZ et al. 1999). Zumeist werden Keime der
Typen A und B als urséachlich nachgewiesen (FERNANDEZ et al. 1999). Es gibt aber auch
vereinzelte Berichte Uber Typ C-, E- oder F-Botulismus bei Sauglingen (MORRIS wu.
HATHEWAY 1980; HOFFMAN et al. 1982; HALL et al. 1985; AURELI et al. 1986;
MCCROSKEY et al. 1986; SUEN et al. 1988b; OGUMA et al. 1990).
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Diese Form wird Uberwiegend bei Kleinkindern (jinger als sechs Monate) beobachtet
(SUGIYAMA 1982). Das auslésende BoNT ist nicht praformiert, es wird erst infolge einer
Besiedlung des Darmes mit C. botulinum gebildet. Ermdglicht wird dies, da im Darm von
Sauglingen andere Milieubedingungen vorliegen als bei Erwachsenen. OTTE und EMMRICH
(1982) sehen die ,...besondere Immunitatslage und die andersartige Mikro6kologie der
Darmflora ...“ als urséchlich. Da Bakterien, die ein Auskeimen der Botulinum-Sporen
verhindern, noch fehlen, ist ein opportunistisches Wachstum von C. botulinum im Darm
maglich.

Dass diese Erkrankung bei Kleinkindern vermehrt zu beobachten ist, wird unter anderem auf
die zunehmende Verwendung von Ersatzmilch anstelle von Muttermilch zurtickgefihrt.
ARNON (1986) konnte nachweisen, dass (1) der Faeces-pH-Wert von Kindern, die
Muttermilch bekommen, deutlich unter dem von Kindern liegt, die anderweitig ernéhrt werden
und (2) gleichzeitig verschiedene Bakterienpopulationen dominieren (Tabelle A13). Daraus
schlussfolgert er, dass den Sauglingen mit der Muttermilch neben immunologischen
Komponenten auch ein entsprechendes Darmmilieu zum Schutz gegen das Auskeimen von
C. botulinum-Sporen zukommt.

Diese Untersuchungsergebnisse werden von SONNENBORN und GREINWALD (1991)
bestétigt: ,Bei Flaschenkindern etabliert sich ... eine relativ komplex zusammengesetzte
Mikroflora, wobei die Enterobacteriaceae hohe Keimzahlen erreichen und Bacteroides-Arten
unter den Anaerobiern dominieren. Im Gegensatz dazu treten bei gestillten Kindern strikt
anaerobe Bifidobakterien in den Vordergrund ...“. Die Diskrepanz der festgestellten pH-Werte
erklaren die Autoren mit der vergleichsweise niedrigen Pufferkapazitat der Muttermilch. Dies
erleichtert die Entstehung eines sauren Milieus infolge mikrobieller S&aureproduktion.
SULLIVAN et al. (1988) wiesen nach, dass Bifidobakterien die Vermehrung von C. botulinum
hemmen.

Als Sporenquelle wird regelméaRig Honig genannt. Die dazu durchgeflihrten Untersuchungen
(FLEMMING et al. 1980; HARTGEN 1980; GUILFOYLE u. YAGER 1983; HAUSCHILD et al.
1988; FENICIA et al. 1993; MCMASTER et al. 2000; MULLER-BUNKE et al. 2000;
SCHIMMEL 2002) variieren stark in den Ergebnissen, dennoch empfiehlt das
BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG (2001), ehemals Bundesinstitut fiir
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin, Nahrungsmittel von S&uglingen
nicht mit Honig zu stiRen.

MIYAZAKI und SAKAGUCHI (1978) konnten nachweisen, dass die Toxinsynthese beim
Huhn im Blinddarm stattfindet, da nach oraler Gabe von Botulinus-Sporen vegetative Zellen
zwar im gesamten GIT, BoNT dagegen nur im Blinddarm nachweisbar waren. Da Tiere mit
abgebundenem Caecum nicht erkrankten, vermuten die Autoren, dass Uber die Blinddarm-
wand auch die Toxinresorbtion stattfindet. Unklar ist allerdings, inwieweit diese Ergebnisse
auf Sauglinge ubertragen werden kdnnen.

Dagegen halten SUGIYAMA und MILLS (1978) den Dinndarm fir den Ort der
Toxinaufnahme. Ihre Untersuchungsergebnisse geben eine mdgliche Erklarung auf die
Fragen, die die Ergebnisse von PETERSON et al. (1979) aufwerfen. Sie wiesen in
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Stuhlproben erkrankter Kinder letale Toxinmengen nach, und dennoch kam es im
Nachhinein zu einer Genesung. Die Autoren vermuten, dass durch eine zeitweise undichte
lleocaecalklappe das im Caecum gebildete BONT refluxartig in den Dinndarm gelangt und
dort resorbiert wird.

Anhand der Verschiedenheit der Ergebnisse wird ersichtlich, dass weiterer
Forschungsbedarf besteht, um die Pathogenese des Sauglingsbotulismus zu verstehen und
wirksame prophylaktische Mal3nhahmen zu ermdéglichen.

2.2.3.2 Infektioser Erwachsenenbotulismus

In der Literatur zu findende Synonyme fir diese Krankheitsform sind ,intestinaler Botulismus*
oder infant-like botulism“. Verschiedene Untersuchungsergebnisse belegen, dass sich C.
botulinum im adulten GIT vermehren kann, die Pathogenese entspricht der des
Sauglingsbotulismus. Als ursachlich werden anatomische Veré&nderungen oder chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen genannt, die eine Dysbiose zur Folge haben (STOCKER
1980; CHIA et al. 1986; MCCROSKEY u. HATHEWAY 1988; CHERINGTON 1998;
SCHWAGERICK u. BOHNEL 2001).

Aufgrund ihrer Untersuchungen an Rindern sehen NOTERMANS et al. (1978) die
Vermehrung von C. botulinum im Magen-Darm-Kanal bei Rindern als erwiesen an. Eine
Dysbiose kann z.B. durch eine erhéhte Mycotoxinkonzentration im Futter verstarkt werden
(TONTIS u. STUTE 2003; SCHWAGERICK 2004a). Beim Rind wird diese Form als
Viszeraler Botulismus bezeichnet (Kapitel 3.2.4.2).

2.2.3.3 latrogener Botulismus

Die Indikationen zum Einsatz von BoNT in der Medizin sind immer vielféltiger geworden
(DRESSLER 2000). Einige davon sind Strabismen, hemifaciale Spasmen, Tremor und
andere pathologische Muskelkontraktionen (OATES u. WOOD 1991; CARDOSO u.
JANKOWIC 1995; BERWECK u. HEINEN 2004). BRASHEAR et al. (2002) beobachteten bei
40 von 64 untersuchten Schlaganfallpatienten eine deutliche Minderung der spastischen
Handlahmung nach lokaler intramuskularer Applikation. Bei Parkinsonpatienten wird das
Neurotoxin intrakutan injiziert, um das Schwitzen im Bereich der Handflachen und Achseln
zu reduzieren (SAADIA et al. 2001; SCHNIDER et al. 2001). Andere Veroffentlichungen
beschreiben weitere erfolgreiche Anwendungen (SOJER et al. 2001; STROBL 2001,
MULLER u. WISSEL 2001).

Zum Einsatz kommen sowohl BoNT-Préaparate vom Typ A als auch vom Typ B (SADICK
2003), letztere vor allem bei Resistenzen gegenuber Typ A infolge Antikdrperbildung
(STRAUB 2004).

Der Vollstandigkeit halber soll auch der Einsatz von BoNT-haltigen Praparaten im Bereich
der plastischen Chirurgie genannt werden. Besonders das Praparat Botox® ist dem
Verbraucher ein Begriff.

Obwohl der therapeutische Einsatz heute keine Besonderheit mehr darstellt, ist er mit
Risiken verbunden, die jedoch unterschiedlich bewertet werden. CHERINGTON (1998)
mutmalfdt, dass es zu einer Ausbreitung des Neurotoxins kommen kann, was Botulismusfalle
nach therapeutischem Einsatz von BoONT erklart (GIRLANDA et al. 1992, zitiert bei
CHERINGTON 1998; BAKHEIT et al. 1997, zitiert bei LUVISETTO et al. 2003).
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DRESSLER (2000) dagegen sieht keine reelle Gefahr, da die verwendeten Dosen gering
sind und nicht gebundenes BoNT im Muskel innerhalb weniger Stunden angebaut wird.
Jedoch empfiehlt der Autor, das Verhaltnis von BoNT-Dosis und Muskelgréf3e zu beachten
und ggf. mehrere Einzelinjektionen vorzunehmen.

Kurz genannt werden sollte auch der Begriff des Botulismus-Inhalationssyndroms. Da BoNT
in Aerosolform auch dber die Lunge aufgenommen werden kann (MCNALLY et al. 1994,
zitiert bei SHAPIRO et al. 1998), besteht die Gefahr von Laborunfallen (HOLZER 1962) oder
des Einsatzes von Toxinaerosol als biologische Waffe (FELDMEIER 2002; BOSSI u.
BRICAIRE 2003).

2.3 Klinischer Verlauf

Die Auspragung der klinischen Symptome ist von mehreren Faktoren abhangig. So
beeinflusst die aufgenommene oder im Korper gebildete Toxinmeng e den Krankheits-
verlauf (SEGNER et al. 1971b; VAN DER LUGT et al. 1995, DRESSLER 2005)
entscheidend. Die Aufnahme subletaler Toxinmengen fiihrt demnach zu weniger akuten
Verlaufen (WERNER 1992; VENNER 1999), jedoch ist eine Kumulation mit Todesfolge
beschrieben (BALJER et al. 1974; KRONTHALER 1983; SHAPIRO et al. 1998; BOHNEL
2004). Fur den Verlauf ist entscheidend, wie viele Synapsen mit BONT besetzt sind. Es
missen drei Viertel aller Rezeptoren besetzt sein, um eine sichtbare Symptomatik
hervorzurufen (PATON u. WAUD 1967; GREVE et al. 1993).

Weiterhin variiert die Symptomatik in Abh&ngigkeit vom C. botulinum-Stamm, der die
Erkrankung auslost (KIETZMANN 1957).

Mehrere Veréffentlichungen (CICCARELLI et al. 1977; SWERCZEK 1980b; KOHLER 1987;
VAN DER LUGT et al. 1995; WILKINSON 1999; ADAM-CASTRILLO et al. 2004) belegen,
dass die verschiedenen Tierarten unterschiedlich sensibel auf das BoNT reagieren. Am
empfindlichsten sind Einhufer, danach folgen in abnehmender Reihenfolge Gefliigel,
Wiederkauer, Schwein und Fleischfresser (excl. Nerz). Zusatzlich ist jede Spezies
gegeniber den verschiedenen Toxovaren unterschiedlich empfindlich, was sich wiederum
darin auRert, dass die verschiedenen Toxovare unterschiedliche Wirtstiere ,bevorzugen®
(Tabelle A14).

Die Toxinwirkung wird weiterhin von der Widerstandskraft des befallenen Organismus
beeinflusst. LINDNER und BECHTEL (1969) belegen, dass ein Vitamindefizit die Wider-
standskraft herabsetzt.

Proteinreiche Futtermittel und ein alkalischer pH-Wert im Darm schaffen ein Milieu, in dem
kleine BoNT-Mengen die Darmmotilitit herabsetzen und so eine starke Vermehrung
vegetativer Zellen mit Toxinbildung ermdglichen (SCHETTLER 1979).

Zuletzt soll noch auf die Bedeutung proteolytischer Enzyme  hingewiesen werden, die die
Toxinwirkung um ein Mehrfaches steigern kénnen (DUFF et al. 1956; NICOLET 1985). Dies
erklart, warum KOLB (2000a) von einer Potenzierung der spezifischen Letalitdt durch
Verdauungsenzyme, z.B. Trypsin, spricht.
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Die angegebenen Inkubationszeiten beim Menschen variieren zum Teil recht stark: 12 bis 36
Stunden (RODLOFF 2001) oder acht Stunden bis acht Tage (BAUERNFEIND u. SHAH
1995). MACDONALD et al. (1985) beobachteten, dass Patienten mit einem schwereren
Krankheitsverlauf deutlich kirzere Inkubationszeiten aufweisen als solche mit milderen
klinischen Symptomen. Die Autoren fiihren dies auf unterschiedliche Toxinmengen zurtick,
die von den Patienten aufgenommen werden. Genaue Angaben zu Mortalitatsraten sind im
Kapitel 3.5 nachzulesen.

Zunachst kommt es zu eher unspezifischen Symptomen (Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall),
die auch bei einer Vielzahl anderer Lebensmittelinfektionen beobachtet werden. Die
eigentlichen, durch die Intoxikation hervorgerufenen Symptome zeigen sich in Lahmungs-
erscheinungen: so treten zunachst Funktionsstérungen der Augenmuskulatur auf (unter
anderem das pathognomonische Doppeltsehen, Strabismus und Pupillenstarre) sowie
Sprach- und Schluckstorungen (Abbildung 6). Im weiteren Verlauf werden periphere Nerven
beeintrachtigt (Lahmung der Blasen- und Darmmuskulatur, Bewegungsstorungen), was
letztendlich zum Tod durch Atemstillstand fuhrt (LUVISETTO et al. 2003). Tabelle A15 gibt
einen Uberblick tiber haufig festzustellende Symptome.

Nach allgemeiner Auffassung gilt als klassisches Trio
eine symmetrische, absteigende und schlaffe
Lahmung, ein klares Sensorium und Fieberfreiheit.

Im Gegensatz dazu berichten DOLMAN et al. (1960),
dass eine erhohte Korpertemperatur im Zusam-
menhang mit entstehenden Atemproblemen und
Pneumonien auftreten kann. Dies ist vermutlich auf
sekundare Infektionen zuriickzufihren, aber weniger
auf Botulismus an sich.

Abbildung 6: Lahmung der Gesichtsmuskulatur bei
Patient mit Botulismus (JOHNSON 2000)

Etwas anders beginnt der Krankheitsverlauf des Sauglingsbotulismus, weshalb er an dieser
Stelle gesondert erwdhnt werden soll. Das erste festzustellende Symptom ist meist eine
Obstipation (TURNER et al. 1978). Erst im weiteren Verlauf treten die fur Botulismus
typischen Symptome auf, die sich in Trinkschwéche, einer allgemeinen Muskelhypotonie und
Paresen der Hirnnerven &uf3ern (SCHREINER et al. 1991). Aufgrund der Beobachtung, dass
ein an Botulismus erkranktes Kleinkind plotzlich aufhorte zu atmen (MIDURA u. ARNON
1976; MARX 1978), wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen dem Sauglingsbotulismus
und dem PI6tzlichen Kindstod diskutiert.
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Es wurden verschiedene Proben von an SID verstorbenen Kindern auf das Vorhandensein
von C. botulinum bzw. BoNT untersucht (Tabelle 3).

Tabelle 3: Nachweis von BoNT oder C. botulinum (vegetative Zelle oder Spore) in
verschiedenen Proben von an Plotzlichem Kindstod ve rstorbenen Kindern

positive Proben / % positive .

Probenart Literaturquelle

Gesamtprobenzahl Proben
Milz und Darminhalt 9/211 4,3 ARNON et al. (1978)
Kot 1/30 3,3 PETERSON et al. (1979)
Herzblut und 0/41 0 HEINZEL et al. (1985)
DiUnndarm
Blut und Darm 6/12 50 BEHRENS et al. (1998)
Blut, Leber und Darm 11/57 19,3 BOHNEL et al. (2001a)

Einschrankend muss darauf hingewiesen werden, dass aufgrund der Heterogenitat der
untersuchten Proben die verschiedenen Untersuchungsergebnisse nur bedingt miteinander
vergleichbar sind.

Weiterhin konnten SONNABEND et al. (1981) C. botulinum-Typ G und dessen BONT im
Zusammenhang mit funf plotzlichen Todesfallen nachweisen. Wahrend vier der
Verstorbenen Erwachsene sind, handelt es sich bei dem flinften Fall um ein 18 Wochen altes
Madchen. Dabei wird davon ausgegangen, dass im Stuhl gesunder Sauglinge keine C.
botulinum-Keime nachweisbar sind (STARK u. LEE 1982), obwohl SNYDER (1940) und
THOMPSON et al. (1980) von asymptomatischen Tragern berichten.

Obwohl ein Zusammenhang vermutet werden kann, fehlt der entscheidende Nachweis, dass
der Sauglingsbotulismus die Ursache flr den Plétzlichen Kindstod ist. In Anbetracht der
vielfaltigen Krankheitsverlaufe erscheint es wahrscheinlicher, dass es sich um ein
multifaktorielles Geschehen handelt (BARTRAM u. SINGER 2004).

3 VORKOMMEN VON C. BOTULINUM UND DES BOTULISMUS

In diesem Kapitel sollen das Vorkommen und die Verbreitung von C. botulinum aus
mehreren Blickwinkeln beleuchtet werden.

Zum einen werden die Nachweise der verschiedenen C. botulinum-Typen unter
geographischen und epidemiologischen Aspekten betrachtet. Weiterhin wird aus
verbraucherschitzerischer Sicht auf ursachliche Lebensmittel und quantitative Nachweise
eingegangen.

Aus diesen beiden Ansatzpunkten ergibt sich der letzte Teil: ein zahlenmaRiger Uberblick
Uber Erkrankungsfalle in Deutschland und einigen anderen ausgewahlten Landern.
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3.1 Geographische Verteilung

Das Vorkommen der verschiedenen Toxovare variiert weltweit (Tabelle A16). Dabei ist zu
beachten, dass diese Angaben verallgemeinert sind und sich darauf beziehen, welche Typen
vor Ort am haufigsten nachgewiesen wurden. Langfristig betrachtet werden die
geographischen Dominanzen der verschiedenen Typen zuriickgehen, da nicht nur durch
Zugvogel, sondern vermehrt auch durch Tier-, Reise- und Giuterverkehr eine weltweite (Um-)
Verteilung stattfindet (BOHNEL 1995).

Auch innerhalb einer Region kann es zu Unterschieden im Nachweis von C. botulinum
kommen (BOTT et al. 1966,1968). Im Rahmen der ersten Studie wiesen die Autoren in 9%
der gastrointestinalen Proben der Fische des Michigansees C. botulinum-Typ E nach. Zwei
Jahre spater untersuchten sie Bodenproben und wiesen dabei in Uber 90% BoNT-Typ E
nach. Ahnliche Ergebnisse legten SMITH und MORYSON (1975,1977) vor. Im Rahmen der
ersten Studie untersuchten sie Proben vom Gewadassergrund und verglichen diese mit Proben
des umliegenden Bodens. Dabei konnten die Autoren in 72,5% der Schlammproben C.
botulinum nachweisen, in den ebenfalls entnommenen Bodenproben dagegen nur zu 4%.
Die Untersuchungen von WARD et al. (1967a) belegen auch jahreszeitliche Varianzen — in
Boden- und Sedimentproben der Amerikanischen Golfkiiste dominiert in warmen Monaten C.
botulinum-Typ E, wahrend in der Kkalteren Jahreszeit keiner der gefundenen Typen
vergleichsweise haufiger nachzuweisen war.

Wahrend Typ A offenbar die Hauptursache fur Botulismus in den USA, Argentinien und
China ist, wird der Typ B vor allem in Europa als Botulismuserreger nachgewiesen
(HATHEWAY 1995b). Der Typ E kommt zumeist in den kihleren Regionen der
Nordhalbkugel vor. Diese Angaben stimmen mit denen von IWAND (1979) Uberein.

3.1.1 Amerika

Der Typ A dominiert westlich der Rocky Mountains und wurde auch in Sidamerika
nachgewiesen (CARROLL et al. 1966; KLARMANN 1987; GRORE-HERRENTHEY 2004).
Mit ihrer Studie belegen LUQUEZ et al. (2005), dass auch in Argentinien der Typ A
dominiert. LINDSTROM et al. (2001a) gelang der Nachweis mit Hilfe der PCR in
Fischkdpfen, die aus US-amerikanischen Gewassern stammten.

Am haufigsten wiesen SCHOENHOLZ und MEYER (1922) in Gemise- und Bodenproben
der Hawaii-Inseln C. botulinum-Typ B nach. Auch in den ostlichen Gebieten der USA
herrscht der Typ B vor (MITSCHERLICH u. MARTH 1984; SCHALLEHN 1994). In Kentucky
wird sogar von einer Dominanz gesprochen (GERBER 1994b).

Typ C-Botulismus wurde bei Schafen in Kalifornien durch SWIFT et al. (2000) beschrieben.
DOBEREINER et al. (1992) berichten (iber die weite Verbreitung von Botulismus unter
brasilianischen Rindern; im Zuge der Diagnostik wurden sowohl Typ C als auch Typ D
nachgewiesen. Auch in den Untersuchungen brasilianischer Bodenproben (GRORE-
HERRENTHEY 2004) wurden fast ausnahmslos die Typen C und D nachgewiesen. Nur in
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einem Fall wurde C. botulinum-Typ A festgestellt, die Autorin vermutet jedoch eine
sekundéare Kontamination der Probe.

Eine geographische Besonderheit stellt das gehaufte Vorkommen von C. botulinum-Typ E im
Bereich der Grof3en Seen Nordamerikas dar. BOTT et al. (1966) konnten den Typ E in
16,5% der gastrointestinalen Proben von Fischen nachweisen. FANTASIA und DURAN
(1969) gelang dies in 3,6% der in der Néhe der Grol3en Seen gefangenen Dobel. In ihrer
Veroffentlichung verweisen sie auf eine ihrer vorher durchgefiihrten Studien, in deren
Rahmen sie bei 50% der untersuchten frischen Dobel C. botulinum-Typ E feststellten.

Der Typ E wurde weiterhin an der Westkiste Washingtons, in Alaska und an der
amerikanischen Golfkliste nachgewiesen (WARD et al. 1967a; SCHALLEHN 1994;
JOHNSON 2000). BOYER et al. (2001) sprechen von einem endemischen Vorkommen des
Typ E in Kanada und Alaska.

Zunachst gelang der Nachweis des Typ F in Lachsen des Columbia-Rivers (CRAIG u.
PILCHER 1966) sowie in lateinamerikanischen Gewdassern (WARD et al. 1967b). Spater
wurde er an verschiedenen Orten des Kontinents gefunden (WENTZ et al. 1967; GIMENEZ
u. CICCARELLI 1968; WILLIAMS-WALLS 1968; SMITH 1975a).

GIMENEZ und CICCARELLI (1970) konnten 1969 in argentinischen Bodenproben erstmals
C. botulinum-Typ G nachweisen.

3.1.2 Europa

Erste Nachweise gelangen LEIGHTON und BUXTON (1928) in schottischen Bodenproben
(Typ A und B). Spater fand auch HAINES (1942) in Erdproben aus Sud-Ost-England die
Typen A und B.

UnregelméaRig konnte der Typ A in England nachgewiesen werden (JOHNSON 2000).
Weitere Untersuchungen belegen das Vorkommen auch in Schweden, Frankreich, Polen
und der UdSSR (SONNENSCHEIN 1980).

Der Typ B ist in Europa vorherrschend (SONNENSCHEIN 1980; KLARMANN 1987). SMITH
und MORYSON (1975) fanden in 50 von 69 Sedimentproben aus Londoner Gewassern C.
botulinum - 31 davon waren mit dem Typ B kontaminiert. Auch SMITH und YOUNG (1980)
konnten in 10 von 174 untersuchten Bodenproben den Typ B nachweisen. Ebenso herrscht
der Typ B in skandinavischen Erdproben vor (HUSS 1980), wenn auch mit variabler
Haufigkeit. Mehrmals wurde C. botulinum-Typ B sowohl in Kot- als auch in Bodenproben
hollandischer Rinderfarmen gefunden (NOTERMANS et al. 1978; NOTERMANS et al. 1985).

SMITH und MORYSON (1975) gelang der C. botulinum-Typ C-Nachweis in Schlammproben
englischer Seen, an denen in den zurickliegenden Jahren Botulismus bei Wassergeflugel
aufgetreten war.
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C. botulinum-Typ D kann in der nérdlichen Hemisphare nur selten nachgewiesen werden. So
konnten SMITH und MORYSON (1975) in nur einer von 50 C. botulinum-haltigen Proben
den Typ D nachweisen. In der Schweiz gelang ein Nachweis nicht (SONNABEND et al.
1987).

In den marinen Proben aus Skandinavien, der Nordsee und der Gewasser rund um die
Britischen Inseln dominiert C. botulinum-Typ E (SKOVGAARD 1979). In der Oresundregion
wurde in 59,5% der Proben C. botulinum-Typ E festgestellt (JOHANNSEN 1962), wobei ein
Nachweis in Proben der Seebdden bis zu 100% moglich war. Auch in Schweden waren die
Nachweisraten fur C. botulinum-Typ E im aquatischen Milieu deutlich héher als im
terrestrischen (JOHANNSEN 1963). HUSS (1980) konnte in 90% der Proben der danischen
Kiste den Typ E nachweisen. In 71% der Wasser- und Sedimentproben der Ostsee stellten
HIELM et al. (1998a) C. botulinum-Typ E fest. ALA-HUIKKU et al. (1977) wiesen in ca. 10%
der untersuchten Forellen aus finnischen Zuchtfarmen den Typ E nach. HUSS und
PEDERSEN (1979) fanden in verschiedenen Meerestieren europaischen Ursprungs C.
botulinum-Typ E (Tabelle A17). Spatere Untersuchungen bestétigen dies: so stellten HYYTIA
et al. (1998) in 19% der Fische und 8% der Rogenproben C. botulinum-Typ E fest. HIELM
(1999) konnte in 95% der untersuchten finnischen Fischfarmen den Typ E nachweisen.
Zusammenfassend gehen HIELM et al. (1998a) davon aus, dass in der Ostsee die weltweit
hdchste Kontamination mit C. botulinum-Typ E vorliegt, eine mdgliche Erklarung sehen sie in
dem vergleichsweise niedrigen Salzgehalt.

Im Rahmen einer Untersuchung der Umgebung fischverarbeitender Betriebe konnte EBERT
(1954) C. botulinum-Typ E nachweisen.

Vermehrt wurden Untersuchungen in Deutschland durchgefiihrt, als im August 1970 drei
Personen an Botulismus verstarben, nachdem sie mit Typ E kontaminierte Forellenfilets
gegessen hatten (BACH u. MULLER-PRASUHN 1971). BAUMGART (1970a) wies bei der
Untersuchung von 41 Flundern aus Deutschland in einer Probe C. botulinum-Typ E nach.
BACH et al. (1971) stellten in 14 von 366 Proben aus einer Teichwirtschaft und verschieden
verarbeiteten Forellen C. botulinum-Typ E fest. In 7,1% der Proben von Ostseefischen wurde
BoNT-Typ E gefunden (BAUMGART 1972).

CANN et al. (1975) gelang es, in britischen Fischzuchten C. botulinum-Typ F nachzuweisen.

In der Schweiz wurde C. botulinum-Typ G im Rahmen postmortaler Untersuchungen an funf
Menschen (SONNABEND et al. 1981) und in Bodenproben (SONNABEND et al. 1987)
nachgewiesen.

3.1.3 Afrika
Erstmals beschreiben FREAN et al. (2004) eine Botulismus-Typ A-Erkrankung in Stdafrika,
die durch vor Ort hergestellte Fischkonserven verursacht wurde.

YERUHAM et al. (2003) beschreiben einen Botulismus-Typ B-Ausbruch bei Rindern in Israel,
als Intoxikationsquelle konnte Maissilage ausgemacht werden. Obwohl im Rahmen dieses
Ausbruches >50 Tiere erkrankten, zahlt Botulismus in Israel zu den sporadisch auftretenden
Erkrankungen (ANONYM 1997).
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ELAD et al. (2004) berichten von Typ-C-Botulismus bei Katzen, als Ausloser wurde
toxinhaltiges Pelikanfleisch nachgewiesen.

VAN DER LUGT et al. (1995) berichten von Botulismusféllen bei Schafen und Ziegen, die
auf die Typen C und D zurtickzufiihren sind.

BoNT-Typ E-haltige Garnelen, die vor der nigerianischen Kiste gefangen und nach der
Verarbeitung exportiert wurden, fuhrten in Frankreich zur Erkrankung eines Menschen
(BOYER et al. 2001).

Es ist wahrscheinlich, dass die wenigen in der internationalen Literatur zu findenden C.
botulinum-Nachweise das reale Bild nur verzerrt darstellen. Aufgrund der lokalen
Gegebenheiten kann davon ausgegangen werden, dass die Quantitat und Qualitat moglicher
Untersuchungen nicht mit denen in Europa oder Amerika vergleichbar sind. Deshalb kann
nicht davon ausgegangen werden, dass die wenigen Nachweise ein reprasentatives Bild
tber das Vorkommen von C. botulinum auf dem afrikanischen Kontinent widerspiegein.

3.1.4 Asien

KRAWTSCHENKO und SHISKULINA (1966, zitiert bei SEIDEL 1992) untersuchten das
Vorkommen von C. botulinum auf dem Gebiet der Sowjetunion. Sie konnten in ihren
Untersuchungen die Typen E, B, A, C und D in abnehmender Haufigkeit feststellen.
BULATOVA et al. (1973) wiesen in verschiedenen Proben den Typ F zu 51% nach, in
abnehmender Haufigkeit die Typen E, B, A und C. Auch CHULKOVA et al. (1976) konnten in
C. botulinum-haltigen Fischen und anderen Meerestieren die Typen E und F zu 82%
nachweisen.

Aufgrund der GréRRe des Landes variieren die lokalen Dominanzen in China. HOU et al.
(1977, zitiert bei GAO et al. 1990) belegten eine regionale Dominanz des Typ B im Norden —
die Autoren wiesen in allen C. botulinum-positiven Proben den Typ B nach, wobei in einem
Fall eine Mischinfektion mit C. botulinum-Typ A vorlag. Dies stimmt mit den friheren
Untersuchungsergebnissen von SCHOENHOLZ und MEYER (1922) udberein. Fiur die
Kistenregionen dagegen belegen die Zahlen von GAO et al. (1984, zitiert bei GAO et al.
1990) eine Dominanz der Typen C und D. Tabelle 4 fasst die verschiedenen Untersuchungs-
ergebnisse zusammen.

Tabelle 4: Verteilung der C . botulinum-Typen in den verschiedenen Regionen Chinas
(modifiziert nach GAO et al. 1990)

. Gesamt- % pos. C. botulinum-Typ
Region
probenzahl Proben A B C D E F
Nord-China 3597 14,8 247 287 1 0 35 2
Siud-China 2304 25 7 2 19 26 6 0
Gesamt 5901 10,0 254 289 20 26 41 2
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HAQ und SUHADI (1981) wiesen in 11,4% der Boden- und Gewasserproben Javas C.
botulinum nach. Im Rahmen der Typisierung stellten die Autoren am haufigsten die Typen C
und D fest. MORTOJUDO et al. (1973) fanden alle Typen von A bis F in verschiedenen
Proben aus indonesischen Gewassern. In 11 von 24 C. botulinum-positiven Proben wurde
Typ C nachgewiesen. In abnehmender Reihenfolge traten die Typen A, B, F, D und E auf.
Ahnliche Ergebnisse sind in Tabelle A18 dargestellt. Diese Dominanz in tropischen Regionen
spiegelt sich auch in den Ergebnissen anderer Untersuchungen wieder (TANASUGARN
1979; HUSS 1980; LALITHA u. GOPAKUMAR 2000; LALITHA u. SURENDRAN 2002).

Das Vorherrschen der Typen C und D in Aquatorndhe ist offensichtlich. Eine maogliche
Ursache sind die herrschenden Temperaturen, die optimal fir die Typen C und D sind
(MIYAZAKI u. SAKAGUCHI 1978). Psychrotrophe C. botulinum-Keime werden dagegen
selten nachgewiesen (HAQ u. SUHADI 1981; LALITHA u. IYER 1990; LALITHA u.
GOPAKUMAR 2000).

Erkrankungen, die auf den Typ E zurickzufihren waren, sind aus Japan bekannt
(NAKAMURA et al. 1956; SCHALLEHN 1994), parallel konnten Typ E-Sporen durch
verschiedene Untersuchungen in der Umwelt nachgewiesen werden (HAQ u. SAKAGUCHI
1980; YAMAKAWA u. NAKAMURA 1992). Weiterhin wiesen YAMAKAWA und NAKAMURA
(1992) in Bodenproben japanischer Flisse C. botulinum-Typ B-Isolate und die BoONT-Typen
B, C und E nach.

3.2 Epidemiologische Aspekte

Die Typen A, B, F und G kdnnen vor allem dem Erdboden, der Typ E den marinen Proben
zugeordnet werden. Dagegen sind die Toxovare C und D zumeist in Kotproben
verschiedener Tierarten nachzuweisen. Sowohl die Untersuchungen von EASTON und
MEYER (1924) als auch die in Tabelle A19 erfassten Untersuchungsergebnisse belegen,
dass C. botulinum-Sporen im Darm gesunder Tiere vorkommen und mit dem Kot
ausgeschieden werden.

Uber die Vielzahl der Faktoren, die die Entstehung und Auspragung des Krankheitsbildes
.Botulismus” beeinflussen, gibt die Abbildung A3 einen Uberblick. Im Folgenden soll auf
einzelne Aspekte eingegangen werden.

Die intensive landwirtschaftliche Nutzung ermoglicht es, den Kreislauf von C. botulinum
aufrechtzuerhalten. So werden mit dem Kot ausgeschiedene Keime tiber Giille oder Einstreu
auf die Felder gebracht, es kommt zur Kontamination pflanzlicher Futtermittel und so
wiederum zu Infektionen oder Intoxikationen bei Tieren. Die von KALZENDORF (2004)
prasentierten Ergebnisse zeigen, dass der Clostridienbesatz in Grassilagen nach Begullung
hoher ist, als nach einer mineralischem Diungung der Felder. Weiterhin kénnen Futtermittel
durch erregerhaltige Kadaver (GALEY et al. 2000) oder durch Erdkontamination von
Grobfuttermitteln (BOHNEL u. GESSLER 2004) mit entsprechenden Sporen versetzt
werden. Eine Kontamination ist auch durch Abfélle, die in der Tierfltterung eingesetzt
werden, denkbar. So kann es in Kichenabféllen zu einer BoNT-Synthese kommen
(FENSKE u. PIOCH 1983). Sowohl in Bioabfallen (BOHNEL u. LUBE 2000) als auch in
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Kompostproben (SCHIMMEL 2002) gelang ein BoNT-Nachweis. Aufgrund der inhomogenen
Struktur ist mit dem Vorhandensein von Toxininseln zu rechnen — BOHNEL und LUBE
(2000) konnten eine Toxinstabilitat von bis zu vier Wochen bei einer Umgebungstemperatur
von 6T nachweisen. Bei einer Tiefkuhllagerung bei —26C gelang dies auch noch ein Jahr
spater. Um ein Wachstum pathogener Keime in Bioabféllen zu verhindern, ist dessen
Behandlung gesetzlich geregelt (BIOABFALLVERORDNUNG 1998). BREUKINK et al.
(1978) sowie HAAGSMA und TER LAAK (1978) berichten von Botulismusfallen bei Rindern,
die durch die Verfitterung von BoNT-haltigem Biertreber ausgeldst wurden. Dies fihrte zu
Verlusten auf mehreren Rinderfarmen in den Niederlanden. Vdgel kénnen sich weiterhin
Uber die orale Aufnahme von toxinhaltigen Arthropoden oder an Kadavern verendeter
Artgenossen vergiften (LEE et al. 1962; FISH et al. 1967; BALJER et al. 1974; DUNCAN u.
JENSEN 1976; SPIER 1978). Auf diese Weise entsteht eine Kettenreaktion: gesunde Tiere
vergiften sich an toxinhaltigen Kadavern und geben so einerseits dem Bakterium neuen
.Nahrboden” und sorgen andererseits bis zu ihrem Verenden fiir eine weitere geographische
Verbreitung. SPIER (1978) verweist zusatzlich auf die Mdglichkeit der Toxiko-Infektion, ...
wobei der Erreger sich im Verdauungstrakt der Mastkiken vermehrt und dort das Toxin
produziert. Nachgewiesen wurde dieser Pathomechanismus durch MIYAZAKI und
SAKAGUCHI (1978) an zwei Wochen alten Huhnerkiken.

Uber die Bedeutung von Uberschwemmungen fiir die Ausbreitung von Clostridien gibt es
verschiedene Ansichten. So geht NASR (1958) davon aus, dass im Rahmen einer
Uberschwemmung Clostridien auf das Land verbracht werden, wogegen WOBESER et al.
(1987) die These vertreten, dass regelmaRige Uberschwemmungen zu einem Wegspiilen
vorhandener Sporen fihren und so regelmafige Botulismusausbriiche verhindern.

Zur Anreicherung von C. botulinum in Gewdassern kann es vor allem in warmen
Sommermonaten kommen. Unter anderem filihrt der Anstieg der Wassertemperatur  zur
Vermehrung von C. botulinum (MILBRADT 1976; HENTSCHKE u. RAETHEL 1977; LUTZ
1992).

KLARMANN (1989) untersuchte das Vorkommen von C. botulinum in verschiedenen
Tierkorperbeseitigungsanstalten. Dabei konnte er sowohl in den Rohmaterialien als auch in
den Endprodukten (Tierkdrpermehl) den Botulismuserreger nachweisen. Aufgrund der
thermischen Bearbeitung ist jedoch eine Rekontamination wahrscheinlicher als eine
Persistenz auskeimungsfahiger Sporen.

C. botulinum kommt in gesunden Haustierbestanden vor (NOTERMANS et al. 1985).
NOTERMANS et al. (1978) fanden 10* C. botulinum-Keime/g Rinderkot. Auch in 62% der
Kotproben schwedischer Schweine (DAHLENBORG et al. 2001) und in 73% der Kotproben
schwedischer Rinder (DAHLENBORG et al. 2003) konnte C. botulinum nachgewiesen
werden. Dabei stellten die Autoren saisonale Schwankungen fest: wahrend im Sommer
durchschnittlich <1,5 Sporen/g nachgewiesen wurden, lag die Anzahl im Winter bei >4
Sporen/g. Ursachlich hierfir kann eine andere Rationsgestaltung (z.B. vermehrte
Silagefutterung) im Winter sein.
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3.2.1 C. botulinum-Typ C — Geflugel

Immer wieder kommt es zu verlustreichen Massenerkrankungen, die nicht lickenlos in der
Literatur nachvollziehbar sind (ALBERT 2003), da Fallberichte nicht regelmé&Rig verdéffentlicht
werden.

Botulismus wird regelmafig bei Wassergefliigel (BLANDFORD et al. 1969; HAAGSMA et al.
1972; HENTSCHKE u. RAETHEL 1977; SHAYEGANI et al. 1984; CALSOW et al. 1995),
seltener bei Mastgefligel (ROBERTS et al. 1973; SMART u. ROBERTS 1977; SPIER 1978;
HARRIGAN 1980) beobachtet.

Zumeist wird C. botulinum-Typ C als Ausléser nachgewiesen (GRUBB 1964). In seltenen
Fallen konnte jedoch auch C. botulinum-Typ E als ausldsendes Agens diagnostiziert werden
— in diesen Fallen handelte es sich jedoch um fischfressende Vogel, z.B. Mowen oder
Seetaucher (ADAMS et al. 2003).

Die Entstehung dieses Krankheitskomplexes wird durch mehrere Faktoren begunstigt, auf
die wichtigsten soll an dieser Stelle eingegangen werden.

Ein entscheidender Faktor ist ein Anstieg der Gewassertemperatur. Dafir kommen mehrere
Ursachen in Betracht. Abbildung 7 stellt den zeitlichen Zusammenhang von Auf3en- und
Wassertemperatur sowie den Botulismusfallen graphisch dar.
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Abbildung 7: Zusammenhang zwischen Anzahl an Botuli smusfallen bei Wassergefliigel und

der Luft- bzw. Wassertemperatur (KOHLER 1977)

Unabhéngig davon kdnnen eingeleitete Industrieabwasser (BALJER et al. 1974) oder die
Kihlwasser von Atomkraftwerken (BEER 1987) zu einer Anhebung der Gewassertemperatur
fuhren.

MILBRADT (1976) beobachtete, dass besonders die Tiere erkrankten, die sich am Ufer
aufhielten. Ursachlich sind hohere Wassertemperaturen in diesen flachen Zonen (CALSOW
et al. 1995). Weiterhin beobachtete MILBRADT (1976) eine Beendigung des Krankheits-
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geschehens, nachdem im Frihherbst die Lufttemperaturen sanken und Regenfalle fur
vermehrte Zu- und Abflliisse der Teiche und somit fur eine Erhdhung des Sauerstoffgehaltes
sorgten. Ahnliche Beobachtungen machten SHAYEGANI et al. (1984). Problematisch ist die
vergleichsweise langsamere Temperaturabnahme im Wasser als in der Luft. So treten
Botulismusfélle auch im Friihherbst auf, wenn zuvor langere Hitzeperioden bestanden (LUTZ
1992).

Gleichzeitig fordert ein anaerobes, eiweil3reiches Milieu die Vermehrung von C. botulinum.
Dies findet der Botulismuserreger in Kadavern verendeter Tiere (BALJER et al. 1974) oder
im Schlamm, z.T. bestehend aus Pflanzenschlick (BLANDFORD et al. 1969). Dabei besteht
die Gefahr eines Circulus vitiosus: anfallende Kadaver ermdglichen eine BoNT-Synthese und
stellen wiederum eine Intoxikationsquelle fir gesunde Voégel dar. Dieser Kreislauf kann sich
weiter fortpflanzen, bis meist aul3ere Bedingungen den Botulismuserreger hemmen. Diese
These beruht darauf, dass gesunde Tiere an den Kadavern fressen, was nicht alle
Vogelarten tun. Pflanzenfresser, die den Hauptanteil der verendeten Tiere darstellten
(KOHLER et al. 1977), kénnen das Gift, welches in den anaeroben Faulschlammschichten
sonnenbeschienener Gewasser gebildet wird (HENTSCHKE u. RAETHEL 1977), wéhrend
des Grundelns direkt vom Gewasserboden aufnehmen.

Eine weitere Ursache stellen Insekten dar - sie kénnen als Intoxikationsquelle fungieren. So
berichten LEE et al. (1962), FISH et al. (1967) sowie FOREYT und ABINANTI (1980) uber
Botulismus bei Fasanen, ausgeldst durch in den Kadavern parasitierende Schmeil3-
fliegenlarven. Nach durchschnittlich vier Tagen konnen an Kadavern Larven gefunden
werden (CLIPLEF u. WOBESER 1993). Bei Untersuchungen eines Botulismusausbruches
konnten DUNCAN und JENSEN (1976) in 43% der Fliegenlarven BoNT nachweisen. Fur
Insekten oder deren Larvenstadien ist BONT nicht giftig, daher kdnnen sie es ohne Schaden
aufnehmen (FOREYT u. ABINANTI 1980). Vogel dagegen vergiften sich bei Aufnahme
dieser toxinhaltigen Insekten (KRONTHALER 1983; ADAMS et al. 2003). Da dieses BONT
sowohl verschiedene Metarmophosestadien als auch niedrige Temperaturen im Winter
unbeschadet Ubersteht (HUBALEK u. HALOUZKA 1991), ist deren Bedeutung nicht zu
unterschéatzen.

Bei Erkrankungen von Masttieren werden neben mdglichen Insekten auch toxinhaltige
Kadaver verstorbener Tiere und das Vorkommen des Erregers in der Tiefstreu diskutiert
(SMART u. ROBERTS 1977).

3.2.2 C. botulinum-Typ E — Fische
Prinzipiell sind zwei Kontaminationswege denkbar — zum einen die Infektion des lebenden
Tieres und zum anderen die Kontamination wéhrend der Bearbeitung (PEDERSEN 1955).

In der Literatur finden sich viele Hinweise dazu, dass schon der lebende Fisch im Wasser C.
botulinum-Sporen aufnimmt. So konnten BOTT et al. (1966) im Magen-Darm-Kanal
verschiedener Fische aus den Grolien Seen C. botulinum nachweisen. Dabei gelang es
ihnen, eine direkte Beziehung zwischen der im GIT vorhandenen Futtermenge und der darin
nachgewiesenen Sporenanzahl nachzuweisen. C. botulinum konnte auch im Schlamm aus
Fischzuchtgewassern und daraus entnommenen Forellen nachgewiesen werden (BACH
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1971; BACH et al. 1971). Allerdings wurde das Vorkommen auch in Fischen, die in frei
schwimmenden Netzen — und somit ohne Bodenkontakt — aufwuchsen, belegt. Somit
missen auch andere Kontaminationswege beachtet werden. Weiterhin spricht fur eine
Sporenaufnahme durch lebende Fische, dass in auf dem Gewdasserboden lebenden
Fischarten ein Nachweis von C. botulinum h&aufiger moglich ist (SAUPE 1989). Die
Verbreitung von C. botulinum Uber verschiedene Gewasser erfolgt zum einen durch
Wasservogel, die die Botulinus-Sporen mit ihrem Kot verschleppen und zum anderen durch
Umsetzen von sporenhaltigen Fischen (BACH 1971).

Obwohl der Kontaminationsweg Schlamm — Futter — Darminhalt (— Schlachttisch) — Filet am
wahrscheinlichsten ist, kann die Mdglichkeit der direkten Verunreinigung der Filets im
Schlachtprozess nicht ausgeschlossen werden. Diese Gefahr ist wahrend der Weiter-
verarbeitung der Tiere am groften (WENZEL et al. 1971). Durch zlgiges und fachgerechtes
Eviszerieren mit anschlieBender Kihlung kann die Keimbelastung gesenkt und eine
Toxinbildung verhindert werden (HUSS et al. 1974b; SAUPE 1989). HUSS et al. (1979)
weisen darauf hin, dass nicht ausgenommene Fische ein gesondertes Risiko darstellen.
Werden sie nicht schnell genug so weiterverarbeitet, dass ein Auskeimen der Sporen
unterbunden und vorhandenes Toxin zerstért wird, stellen derartige Lebensmittel ein
ernstzunehmendes Verbraucherrisiko dar, wie die Fallbeschreibung von TELZAK et al.
(1990) beispielhaft zeigt.

Auch sollte die Zufuhr von C. botulinum-Sporen Uber kontaminierte Zutaten (Gewdlrze etc.)
vermieden werden (DOLMAN et al. 1950).

3.2.3 Bedeutung silierter Futtermittel

In der modernen Landwirtschaft wird aus finanziellen Beweggrinden versucht, mdglichst
viele Materialien zu recyclen oder auf andere Art und Weise (weiter) zu nutzen. Die damit
entstehende Problematik zeigt sich beispielhaft in der Nutzung von Gefligelmist in der
Rinderhaltung. Aufgrund der Haltungsbedingungen bei Wirtschaftsgefliigel kommt es immer
wieder vor, dass verendete Tiere nicht entfernt werden und somit im Gefliigelmist verbleiben
und ein optimales Milieu fir C. botulinum darstellen.

Typ C—Botulismus konnte bei Rindern diagnostiziert werden, die mit siliertem Hihnermist
gefuttert wurden (MCLOUGHLIN et al. 1988; JEAN et al. 1995). Da bei einigen Tieren
Symptome erst nach mehr als 14 Tagen auffallig wurden, stellen MCLOUGHLIN et al. (1988)
die These auf, dass nur geringe Toxinmengen aufgenommen wurden, die zu einer
verminderten Darmmotilitat fuhrten. Infolgedessen konnten C. botulinum-Sporen auskeimen,
was eine Toxiko-Infektion zur Folge hatte.

Auch wenn Gefligelmist als Einstreu, und nicht als Futtermittel, zum Einsatz kommt, kann es
infolge der Aufnahme BoNT-haltiger Partikel zu Erkrankungen kommen (BONGERS et al.
1988).

Silage an sich kann auf verschiedenen Wegen verunreinigt werden. Eine Kontamination ist
zum einen durch Erdverunreinigungen moglich (WEIRBBACH 2004). Weiterhin beglnstigen
die heute eingesetzten Erntemaschinen das Verpressen von Schadnagern und jungen
Wildtieren, die nicht schnell genug fliehen.
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Vorhandene Sporen gelangen so in die Silage, deren anaerobes Milieu ein Auskeimen
begulnstigt. Bei einem pH-Wert > 4,5 und einer Wasseraktivitat > 0,985 (TS<25%) kann sich
C. botulinum vermehren (ROBERTS 1988, zitiert bei WILKINSON 1999; MEYER u.
COENEN 2002). Begtnstigt wird dies, wenn nitratarme Ausgangsmaterialien verwendet
werden (POLIP 2001). Ursé&chlich ist die folglich reduzierte clostridienhemmende Wirkung
der nitrosen Gase, die aus dem Nitratabbau hervorgehen.

HAAGSMA und TER LAAK (1978) wiesen Typ B-Botulismus bei Rindern aufgrund
toxinhaltiger Grassilage nach. Dabei stellten sie 10* Keimel/g fest.

Weitere, ahnliche Fallbeschreibungen existieren aus England (HOGG et al. 1990; ANONYM
2003), Frankreich (POPOFF u. LECOANET 1987), den Niederlanden (HAAGSMA u. TER
LAAK 1979), Kanada (JEAN et al. 1995), den USA (ABBITT et al. 1984; DIVERS et al. 1986)
und Israel (YERUHAM et al. 2003).

Im Zusammenhang mit der zunehmenden Silagefiitterung tritt Botulismus bei Pferden
vermehrt auf (WOLLANKE 2004), da diese gegeniiber BONT besonders empfindlich
reagieren (WILKINSON 1999; MEYER u. COENEN 2002). COENEN (1997) sieht in der
Verfutterung von Ballensilage an Pferde ein unnétiges Risiko, da diese zumeist eine hohe
Trockenmasse (lange Anwelkphase) und einen pH-Wert >5,5 hat.

1997 konnte in der BRD in 10 Pferdebestdnden BoNT nachgewiesen werden. Bei weiterer
Zunahme der Silagefitterung in der Pferdehaltung muss mit einem Anstieg der Botulinus-
Intoxikationen gerechnet werden (DIETZ 1998).

3.2.4 In Verbindung mit Botulismus diskutierte Erkr ankungen

3.2.4.1 Key-Gaskell-Syndrom

NUNN et al. (2004) vermuten einen Zusammenhang zwischen dem Key-Gaskell-Syndrom
und einer C. botulinum-Infektion, da sie in Futter-, Kot- und Blutproben erkrankter Katzen
BoNT-Typ C nachweisen konnten, wahrend dies bei keinem der gesunden Kontrolltiere
gelang.

3.2.4.2 Viszeraler Botulismus

Seit 1999 wird ein neues Krankheitsbild vor allem in Baden-Wurttemberg
(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG 2005a) und Mecklenburg-Vorpommern
(SCHWAGERICK 2004b) beobachtet. Diese Toxiko-Infektion der Rinder wird als Viszeraler
Botulismus bezeichnet - urséchlich ist eine Ansiedlung von C. botulinum im Darm. Infolge der
anschlieRenden Toxinsynthese (und verstarkt durch rohfaserarmes Futter) nimmt die Motorik
ab, was zu einer verminderten Nahrstoffaufnahme fiihrt (GESSLER u. BOHNEL 2001b). Die
Folge sind Lahmheiten, Verdauungsstérungen, Gewichtsverlust und Ruckgang der Milch-
leistung (BOHNEL u. GESSLER 2003; HOLZHAUER 2004). SCHWAGERICK und BOHNEL
(2001) konnten sowohl bei gesunden als auch bei erkrankten Tieren Toxin-Antikorper
feststellen. Infolge dieser Ergebnisse kommen sie zu dem Fazit, dass ein schwaches
Abwehrsystem ein beglnstigender Faktor fir diese Botulismusform ist. Es wird davon
ausgegangen, dass dieses Krankheitsbild Uber lange Zeitrdume persistiert und zu einer von
der Ursache her oft verkannten Mortilitatsrate von 10 bis 20% fihrt (NEUFELD u.
BELIHART-NEUFELD 2004a).
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3.2.4.3 Shaker Foal-Syndrome und Equine Grass Sickn  ess

Zum einen gibt es das so genannte Shaker-Foal-Syndrome, als dessen Ursache eine
Infektion mit C. botulinum-Typ B angesehen wird (BOSTEDT 1999). MACKAY und
BERKHOFF (1982) berichten von einem Erkrankungsfall, der durch C. botulinum-Typ C
verursacht wurde. GESSLER und BOHNEL (2001a) vermuten, dass sich der Keim in der
noch nicht stabilisierten Darmflora der Fohlen relativ einfach ansiedeln und Neurotoxin bilden
kann. Als Sporenquelle werden der miitterliche Kot (VENNER 1999) oder sandige Weiden
(MACKAY u. BERKHOFF 1982) vermutet.

Zudem gibt es Berichte Uber das Vorkommen dieser Erkrankung bei adulten Tieren. Dabei
sieht BOHNEL (1995) eine ,... Besiedlung von intestinalen oder anderen Wunden ...“ als
urséachlich an. Auch SWERCZEK (1980b) vermutet Lasionen im Darm, da er nach oraler
Infektion von Fohlen nicht immer ein Krankheitsbild auslésen konnte.

Weiterhin wird ein Zusammenhang zwischen BONT und der Equinen Grass Sickness
diskutiert (GERBER 1994a; COTTRELL et al. 1999; HUNTER et al. 1999; GESSLER u.
BOHNEL 2001a; BOHNEL et al. 2003). Dabei handelt es sich um eine Erkrankung des GIT
unbekannter Atiologie. HUNTER et al. (1999) gehen davon aus, dass die Toxine nicht oral
aufgenommen, sondern erst im Darm synthetisiert werden. Jedoch kann ein Vorhandensein
von BoNT allein nicht zum Auslosen der Krankheit fiihren (POXTON et al. 1999; BOHNEL et
al. 2003). Erst wenn es zu Storungen im mikrobiellen Milieu kommt, zerstoren die Toxine die
lokalen Nervenzellen, was eine Dysfunktion des Darmes nach sich zieht.

Dass bei der Diagnostik klinischer Verdachtsfélle BONT nicht immer nachweisbar ist, kann
unter anderem daran liegen, dass die fur ein Pferd letale Toxinmenge so niedrig ist, dass sie
im Serum, welches mit Hilfe des Mauseletalitatstests untersucht wird, nicht immer
nachweisbar ist. Dies liegt zum einen an der hohen Sensibilitdt des Pferdes gegenuber
BoNT-Typ B und zum anderen an der Verdinnung, welche es im Serum erfahrt
(SWERCZEK 1980a).

3.3 Ursachliche Lebensmittel

Zu den haufigsten Botulismusursachen beim Menschen zahlen Gemiusekonserven , bei
denen eine Kontamination mit im Erdboden enthaltenen Sporen moglich ist. Dass, wenn
Sporen vorhanden sind, eine Toxinsynthese in bearbeitetem Gemuise mdglich ist, wurde
unter anderem fur Kartoffeln (SOLOMON et al. 1994), Kopfsalat (PETRAN et al. 1995),
Spargel (PATERSON et al. 1992) und Knoblauch (SOLOMON u. KAUTTER 1988)
nachgewiesen.

Aber auch in Fleisch- und Fischprodukten  — konserviert oder nicht — ist eine BONT-
Synthese mdglich. Obst ist, aufgrund seines niedrigen pH-Wertes, eher selten Ursache von
Botulismus (SINELL 1992). Dabei muss beachtet werden, dass ein durch Pilzbefall
verursachter pH-Wert- Anstieg das Auskeimen vorhandener Sporen ermdglichen kann
(Tabelle A20, Kapitel 4.2.2). Auch Mischinfektionen kénnen den pH-Wert sekundér
verandern (MOESCHLIN 1986).
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In den USA wurden 75% der von 1899 bis 1949 registrierten Botulismusfélle durch
kontaminiertes Obst und Gemuise (zum grof3en Teil im privaten Haushalt be- bzw.
verarbeitet) verursacht (DOLMAN et al. 1950). Diese Angaben stimmen mit denen in Tabelle
A21 Uberein. Auch in den folgenden Jahren konnten 42,9% der Botulismusausbriiche in den
USA auf Obst und Gemuse zurtuckgefiihrt werden (BEAN u. GRIFFIN 1990).

Wahrenddessen sind in Europa vor allem mangelhaft konserviertes Fleisch und
Fleischprodukte von Bedeutung (HOLZER 1962). Dabei stellen grof3volumige Schinken
(insbesondere Knochenschinken) in Europa eine besondere Gefahrenquelle dar (TOMPKIN
1980, LEISTNER 1981; FEHLHABER 1992; Tabelle A22). LUCKE (1983) begriindet dies
damit, dass die Pdkellake nicht gespritzt wurde, sondern das Salz von auf3en eindringen
musste. Bei dieser Verfahrensweise ist eine langere Einwirkzeit nétig, um die Toxinbildung
im Schinkeninneren zu unterbinden. Im Laufe der Jahre nahm auch in Europa das Spritzen
der Lake in das Innere der Produkte zu (FEHLHABER 2004). Jedoch liegen dem Verfasser
keine vergleichenden Untersuchungen dartber vor, inwieweit die Art der Podkelung eine
mogliche Synthese von Botulinustoxin beeinflusst. LUCKE et al. (1982) konnten wahrend
des Podkelprozesses die Vermehrung und Toxinbildung nicht-proteolytischer Typen
nachweisen, wenn im Schinkeninneren Temperaturen von 8 bis 10T herrschten. Folglich
sind die Pokeltemperatur und —dauer von entscheidender Bedeutung fir die Unterbindung
der BoNT-Synthese.

Botulismuserkrankungen nach Fisch genuss sind meist auf den Typ E zurickzufihren
(JOHANNSEN 1965; DEHOF et al. 1989). Die im Kapitel 4.1.1.2 genannten Untersuchungs-
ergebnisse bestéatigen, dass C. botulinum-Typ E psychrotroph und infolge dessen auch bei
entsprechender kihler Lagerung nur schwer kontrollierbar ist (DOLMAN u. CHANG 1953).
Deshalb stellen Raucherfische und deren Produkte, die mild gesalzen oder ungenigend
erhitzt bzw. gesauert wurden, eine Gefahrenquelle dar (SAUPE 1989), besonders wenn sie
vakuumverpackt werden. Folglich ist der Typ E-Botulismus besonders in Regionen
verbreitet, in denen marine Produkte roh bzw. aus hygienischer Sicht mangelhaft (z.B. zu
geringer Salzgehalt), bearbeitet werden. Obwohl der Typ E-Botulismus in Deutschland keine
dominante Rolle spielt, sind nahere Untersuchungen empfehlenswert, da sich asiatische
Produkte, z.B. Sushi, zunehmender Beliebtheit erweisen und SAKAGUCHI| u. TOHYAMA
(1955a) derartige Lebensmittel als auslésende Agenzien nachgewiesen haben.

Neben den Eigenschaften des Lebensmittels spielt auch deren Bearbeitung und Lagerung
eine entscheidende Rolle. Inwieweit sich die verschiedenen Einflussfaktoren auf die
Vermehrung und Toxinbildung auswirken, ist im Kapitel 4 nachzulesen. An dieser Stelle soll
auf eine Lebensmittelgruppe hingewiesen werden, die aufgrund ihrer Herstellungs- und
Lagerbedingungen eine besondere Gefahrenquelle darstellt. Zunehmend bevorzugen
Konsumenten sogenannte ,heat-and-eat* sowie ,Ready-to-eat-Produkte“. Aufgrund ihrer
Bearbeitungsmodalititen werden sie auch als RePFED-Produkte bezeichnet. Eine
Erhitzung erfolgt bei 65-95C, so dass C. botulinum-Sporen nicht abgetotet werden (PECK
1997). Bei entsprechend kihler Lagerung haben diese Produkte die vom Verbraucher
gewilnschte verlangerte Haltbarkeit - ohne massive nutritive oder organoleptische
Beeintrachtigungen.
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Dabei mussen Hersteller und Verbraucher bedenken, dass Sporen in den Ausgangszutaten
vorhanden sein kénnen, die durch die Temperaturerhéhung nicht zerstort werden — im
Vergleich zu der das Auskeimen eventuell hemmenden Begleitflora. Besonders bei einer
inadequaten Kihlung ist eine BoNT-Synthese durch nicht-proteolytische C. botulinum-
Stamme mdglich, da eine Vermehrung und Toxinbildung schon ab 3,3 nachgewiesen
werden konnte (EKLUND et al. 1967a,b; GRAHAM et al. 1997). Ebenso kénnen
organoleptisch unbedenkliche Lebensmittel BONT enthalten (EKLUND 1982; POST et al.
1985b, SOFOS 1992). Weiterhin konnen auch eher untypische Lebensmittel unter
bestimmten Bedingungen als auslésendes Agens in Frage kommen, beispielsweise
Weichkadse aufgrund dessen, dass der aufgesprihte Schimmelpilz stark sauerstoffzehrend
wachst und so sekundér anaerobe Verhaltnisse schafft (KAUF et al. 1974).

Neben der Beschaffenheit des Lebensmittels und seiner Bearbeitung spielen auch die
regionalen Essgewohnheiten eine wichtige Rolle. Wéhrend in Frankreich tberwiegend
Fleischprodukte und in China vor allem Lebensmittel auf pflanzlicher Basis urséchlich sind,
spielt in Japan und den skandinavischen L&ndern Fisch eine entscheidende Rolle (Tabelle
A23).

In den Tabellen 5 und 6 sind beispielhaft einige quantitative BONT-Nachweise in Futter- bzw.
Lebensmitteln aufgefihrt .

Tabelle 5: Quantitative BONT-Nachweise im Rahmen ex  perimenteller Versuche

. nachgewiesene
. C. botulinum- .

Futter- bzw. Lebensmittel T BoNT-Menge Literaturquelle

yp (Maus LD s)
Medium auf A 1,2x10%/ml

. . NOTERMANS et al. (1979)

Grassilagebasis B max.5,6x10°/ml
Frischer, nicht
ausgenommener Hering, E max.5x103/g
nach4d HUSS et al. (1979)
Frischer, eviszerierter E )
Hering, nach 4 d max.5x10°/g

A max.2,1x10%m|
Medium auf Kartoffelbasis, B .8,8x10%/ml

MaxSoxV M | NOTERMANS et al. (1981)

nach 4 d untersucht C max.2,0x10%ml

E max.1,2x10%/ml
Gebackene, folienverpackte .
Kartoffeln, nach 3 d A max.5x10°/ml SUGIYAMA et al. (1981)
untersucht
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Tabelle 6: Quantitative BONT-Nachweise im Rahmen vo  n Botulismuserkrankungen

. Nachgewiesene
C. botulinum-

Futter- bzw. Lebensmittel T BoNT-Menge Literaturquelle
yp (Maus LD )
1,8x10°%qg
Mascarpone A 5
1,2x10°/g AURELI et al. (1996)
Tiramisu A 2,4x10°%g

DUNCAN und JENSEN
(1976)

10" — 10*°/0,5ml | LEE et al. (1962)

<50 - >4x105/g

verschiedene Avertebraten C .
5 HUBALEK und HALOUZKA
<1x10°/g
(1991)
10%/g SHAYEGANI et al. (1984)
Rohschinken E 2x10%/g LUCKE et al. (1982)
Nicht ausgenommener, 10*/ml bzw.
. E 2 TELZAK et al. 1990
gesalzener Fisch 10/ml

Quantitative Toxinnachweise, die nach kultureller Anziichtung erfolgten, finden in Tabelle 6
keine Beachtung, da in diesen Fallen deutlich héhere Toxinmengen nachweisbar sind
(SCHULZE u. FUNKE 1981; SCHULZE 1986). HAUSCHILD (1990) geht davon aus, dass in
toxischen Lebensmitteln haufig ein BoNT-Level von 10* Mausen LDso/g vorkommit.

3.4 Quantitative Angaben

Da es sich bei C. botulinum um einen ubiquitar vorkommenden Keim handelt, erlauben
gualitative Nachweise nur begrenzte Schlussfolgerungen. Daher sind aus lebensmittel-
hygienischer Sicht besonders quantitative Nachweise interessant.

Zunachst erfolgen einige Angaben Uber Sporenkonzentrationen in Umweltproben (Tabelle
7). Die grol3en Differenzen sind in der unterschiedlichen Probenart und den variierenden
Entnahmeorten begrindet. Gleichzeitig variieren die quantitativen Angaben je nach
vorliegenden Umweltbedingungen. So konnten MARION et al. (1983) nur von April bis
Oktober das Bakterium in Bodenproben aus Florida nachweisen. Neben den jahreszeitlichen
Einflissen hat unter anderem auch die Art der Tierhaltung einen entscheidenden Einfluss auf
die nachzuweisende Sporenanzahl (DAHLENBORG et al. 2001). So konnten bei Tieren aus
Freilandhaltung deutlich weniger Sporen nachgewiesen werden als bei denen aus
Stallhaltung (Tabelle A24).
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Tabelle 7: Quantitative Nachweise von  C. botulinum-Sporen in Erd- und Sedimentproben

Sporen/Gramm Probenart Literaturquelle

0,001 bis 0,002 Sediment FACH et al. (2002)
HUSS (1981) sowie INGRAM und

0,02 his 35 Erde oder Sediment ( ) sowd . . u
ROBERTS (1971, zitiert bei SELL 1985)

0,1 bis 3 (Typ B) Erde von Rinderfarmen NOTERMANS et al. (1985)

0,37 SiRwasser HIELM (1999)

Sedimente indischer Fisch-
0,45 tarmen LALITHA und GOPAKUMAR (2000)

0.5 bzw. 1,02 (Typ E) | or and- bzw. kiistennahe HIELM et al. (1998a)
’ o P Sedimentproben, Ostsee '

Sedimente aus finnischen
2,02 (Typ E) HIELM et al. (1998b)
Forellenzuchtanlagen

skandinavische
50 bis 60 (Typ E) cinavi BAKER und GENIGEORGIS (1990)
Gewasserproben

240 Sediment HUSS (1980)

Im Zusammenhang mit Fallen von Sauglingsbotulismus wurde vermehrt Honig auf das
Vorkommen von C. botulinum untersucht.

Haufig konnte in Proben aus dem europdischen Raum keine Kontamination festgestellt
werden (FLEMMING u. STOJANOWIC 1980; HARTGEN 1980; SCHIMMEL 2002). Im
Gegensatz dazu gelang dies NAKANO et al. (1990), SCHOCKEN-ITURRINO et al. (1999),
MADE et al. (2000) sowie NEVAS et al. (2002).

Regelmalig wurden quantitative Nachweise in amerikanischen Proben erbracht (Tabelle 8).

Tabelle 8: Quantitative Nachweise von  C. botulinum-Sporen in Honig

Sporen/Gramm Literaturquelle
<0,018-0,06 NEVAS et al. (2002)

0,2 (Typ B) SUGIYAMA et al. (1978)
0,28 (Typ A) SUGIYAMA et al. (1978)
1-10 KRAMER (2002)

4 (Typ A) NAKANO et al. (1990)
5-25 MIDURA et al. (1979)
36-60 (Typ F) NAKANO et al. (1990)

SNOWDON und CLIVER (1996) schatzen, dass in ca. 5% der Honigproben C. botulinum-
Sporen nachgewiesen werden kdnnen und die durchschnittliche Kontamination bei unter 1
Spore/g liegt. Andere Veroffentlichungen geben den normalen Sporengehalt in Honigproben
mit 0,001 bis 0,01/g an (KRAMER 2002). Der Eintrag kann unter anderem uber
sporenhaltiges Bienenfutter oder die Zugabe von SuRungsmitteln erfolgen (NAKANO et al.
1992).



36

Quantitative Angaben zum Vorkommen von C. botulinum in Fischen sind in der Literatur
haufig zu finden (Tabelle 9).

Tabelle 9: Quantitative Nachweise von  C. botulinum-Sporen in Fischen und Muscheln

Sporen/Gramm Probenbesonderheiten Literaturquelle

0,003 - 0,007 Salzwasserfische FACH et al.(2002)

0,005 und 0,06 Hering, ges. Fisch CANN et al. (1966b)

0,006 - 0,012 SiRwasserfische FACH et al. (2002)

0,03-2,7 Hering (Ostsee) N

. HYYTIA-TREES (1999)

0,03 bis 0,12 Rogen
Venus- und Mies-

0,04 LALITHA und GOPAKUMAR (2000)
muscheln
Darminhalt von

0,06 verschiedenen Zucht- LALITHA und GOPAKUMAR (2000)
fischen

0,09-24 Steinbeil3er BAKER et al. (1990)
Lachs, 2

0,15 und 0,23 BAKER et al. (1990)
Untersuchungen
Darminhalt finnischer

0,16 hattinni HIELM et al. (1998b)
Forellen

Filet vom Schellfisch, . :
EYLES und WARTH (1981, zitiert bei LINDROTH

0,17 auf dem offenen Meer
und GENIGEORGIS 1986)

gefangen
0,17 Gezlichtete Garnelen LALITHA und GOPAKUMAR (2000)
max. 5,3 (Typ E) Gezlchtete Forellen HUSS et al. (1974a)

Darminhalt von aus der
durchschnittlich < Ostsele Star:]'men:en ZALESKI (1981, zitiert bei BAKER und
100 ) GENIGEORGIS 1990)

Heringen

Die Untersuchungsergebnisse von HYYTIA-TREES et al. (1999) zu Sporennachweisen in
verschiedenen Fischarten sind in Tabelle A25 zusammengefasst. Da jedoch verschiedene
Probenanzahlen der einzelnen Spezies untersucht wurden, lassen sich nur bedingt
Aussagen dartiber machen, welche Bedeutung die zu untersuchende Fischart hat.

AURELI et al. (1996) konnten sowohl in Mascarpone als auch in einer Tiramisuprobe, die als
botulismusauslésende Lebensmittel festgestellt wurden, bis zu 10° Sporen/g nachweisen.
Anlasslich eines Botulismusausbruches in Italien untersuchten FRANCIOSA et al. (1999) das
Vorkommen von C. botulinum-Sporen in Milchprodukten. In 3 % der Mascarpone-Proben
konnten sie <10 Sporen/g nachweisen. Nach drei Tagen Inkubation bei 28T konnte aber nur
in einer von funf Proben Wachstum und BoNT nachgewiesen werden. Auch in 2,5% der
anderen Milchprodukte wurden <10 Sporen-Typ A/g gefunden. Das Vorkommen von C.
botulinum-Sporen fihren die Autoren auf konzentrierende Produktionsschritte zurtick, z.B.
die Zentrifugation. Insgesamt sind Botulismusausbriiche, die auf den Genuss von roher Milch
zurickzufuhren sind, eher selten. Ursachlich dafir ist das geringe Vorkommen von <1
Spore/ml (GLASS et al. 1999).
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In Tabelle 10 sind Ergebnisse weiterer Untersuchungen zusammengefasst.

Tabelle 10: Quantitative Nachweise von  C. botulinum-Sporen in verschiedenen Lebensmitteln

Lebens-/ Futtermittel Sporen/Gramm Literaturquelle

Gemiise 0,0025 Zﬁqil;imifisz'ggz;l%?, zitiert bei
Pilze 0,15-0,41 HAUSCHILD et al. (1975)

Gnocchi <25 DEL TORRE et al. (2004)

Schinken 0,4 -478 HAUSCHILD und HILSHEIMER (1980)

Biertreber, ursachlich fur Typ

: 10°-10’ HAAGSMA und TER LAAK (1978)
B-Botulismus

3.5 Auftreten von Botulismus beim Menschen

Zu beachten ist, dass die folgenden Angaben lickenhaft sind, da Zahlenmaterial nur von
wenigen Landern veréffentlicht wird.

Unabhéngig von den registrierten Fallzahlen ist von einer héheren Dunkelziffer auszugehen
(BERNDT 1978). Dies liegt zum einen am fehlenden Verdacht bei atypischen Verlaufen
(SCHIMMEL 2002) und ist zum anderen durch eine unzureichende Diagnostik (BOHNEL u.
GESSLER 2004) begrindet.

Die weltweit geschatzte Mortalitatsrate liegt bei 20% (HATHEWAY 1995a). Dabei geht
BERNDT (1978) von einer geringeren Mortalitatsrate fir Deutschland aus, da zumeist Typ B-
Falle auftreten und diese einen milderen Verlauf nehmen.

Die ersten dem Verfasser zugénglichen Zahlen stammen aus den drei3iger Jahren (ZAUN
1951). 1935 gab es im Deutschen Reich 32 Botulismusausbriiche, in deren Rahmen 82
Personen erkrankten, wovon 11 verstarben.

Historisch bedingt ist ein weiterer Uberblick iber Gesamtdeutschland erst ab 1990 méglich,
einzelne Veroffentlichungen aus den dazwischen liegenden Jahren werden beispielhaft
genannt. MEYER (1950) und FARCHMIN (1950,1954) geben einen Uberblick liber die Zeit
der sowjetischen Besatzungszone und die ersten Jahre der DDR. So wurden 1948 zehn und
1949 elf Ausbriche gemeldet. In den Jahren 1950 bis 1952 gibt es 20 Botulismusausbriiche,
in deren Rahmen es zu 117 Erkrankungen und 10 Todesféallen kam.
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Abbildung 8: Gemeldete Botulismusfalle in der BRD und West-Berlin, 1962 - 1977 (IWAND 1979)

Die in Abbildung 8 erfassten Zahlen stimmen mit den Angaben von GRORKLAUS (1977)
Uberein. Das Zahlenmaterial von BERNDT (1978) und SZEGEDI (1988) differiert vereinzelt.
Fur die Jahre 1974, 1975 und 1976 geben sie 76, 72 bzw. 77 und 38 Erkrankungsfélle an.
SINELL und KOLB (1981) sprechen von durchschnittlich 43 Botulismusfallen jahrlich fir den
Zeitraum von 1968 bis 1978. SCHULZE und FUNKE (1981) schatzen die Mortalitatsrate auf
ca. 10%.
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Abbildung 9: Gemeldete Botulismusfalle in der BRD, 1988 - 2001 (THERRE 1999; BLATZ 1999;
ANONYM 2000; NEUFELD u. BELIHART-NEUFELD 2004 b; ANONYM 2006a; ANONYM 2006b)

Insgesamt gehen BOHNEL et al. (2001a) von ca. 10 bis 20 Botulismusfallen pro Jahr in
Deutschland aus, was mit den Zahlenangaben in Abbildung 9 weitestgehend tbereinstimmt..
Im Freistaat Sachsen traten 1999 und 2000 je zwei Botulismuserkrankungen auf (GRIZAN
2002).

In den USA werden durch die Centers for Disease Control regelméf3ig Statistiken Gber durch
Lebensmittel entstandene gesundheitliche Schaden gefuhrt.

Die durchschnittliche Anzahl an Botulismusausbrichen pro Jahr wird mit 15 bis 16
angegeben (RAY 2001). MCCLURE et al. (1994) geben fir den Zeitraum von 1971 bis 1989
durchschnittlich 14 Ausbruche mit 31 Erkrankungsféllen an. In den Jahren von 1973 bis 1987
gab es insgesamt 231 Ausbriiche mit 494 Einzelerkrankungen (BEAN u. GRIFFIN 1990).
Genaue Fallzahlen fur die einzelnen Bundesstaaten von 1978 bis 1984 sind in Tabelle A12
nachzulesen.
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Damit ist C. botulinum fir 8% aller lebensmittelbedingten Erkrankungen verantwortlich. Auch
wenn diese Erkrankung eher selten auftritt, so ist Botulismus doch fir einen hohen Anteil der
Todesfélle, die durch Lebensmittelvergiftungen hervorgerufen werden, verantwortlich. So
kommen auf 1000 Erkrankungsfalle 192 Todesfalle (BEAN u. GRIFFIN 1990). Nur Listeria
monocytogenes-Infektionen haben ein hoheres Verhaltnis von Erkrankungs- zu Todesfallen
(BEAN u. GRIFFIN 1990).

BEAN et al. (1997) veroffentlichten Zahlen fur die Jahre 1988 bis 1992, worauf die Angaben
in Tabelle A27 zurickzufihren sind. Es ist auffallig, dass der Prozentsatz der durch C.
botulinum verursachten Erkrankungen gering ist im Vergleich zu den durch diesen Erreger
verursachten Todesfallen. Mdgliche Ursache ist eine zunachst falsche Diagnhose, was
rechtzeitige therapeutische MalRnahmen verhindert (BEAN u. GRIFFIN 1990).

Von 1971 bis 1989 traten in Kanada pro Jahr durchschnittlich vier Ausbriche mit 11
Erkrankungen auf (MCCLURE et al. 1994), was durch die Angaben von TODD (1992)
(Tabelle A26) bestatigt wird. Fur den Zeitraum von 1975 bis 1984 benennt er 56 Todesfalle,
wodurch acht (=14,2%) durch C. botulinum verursacht wurden.

In Schweden traten von 1992 bis 1997 drei Botulismusfalle mit finf Einzelerkrankungen auf,
wovon ein Patient verstarb (LINDQVIST et al. 2000). Dieser war der einzige
lebensmittelbedingte Todesfall wahrend der gesamten Studie.

Auffallig ist dabei, dass die Todesrate in Deutschland mit 10% (SCHULZE u. FUNKE 1981)
deutlich niedriger ist als auf dem amerikanischen Kontinent, wo 15% bis 20% angegeben
werden (BEAN u. GRIFFIN 1990; TODD 1992). Als urséachlich kann die lokale Dominanz der
Typen A (Amerika) bzw. B (Europa) vermutet werden (Kapitel 3.1). Die von LINDQVIST et al.
(2000) festgestellte Mortalitatsrate von 20% in Schweden spricht zwar gegen diese These,
jedoch muissen diese Angaben aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraumes nicht
reprasentativ sein. An dieser Stelle wird ersichtlich, dass weitere Untersuchungen notwendig
sind, um die Epidemiologie und die daraus resultierenden Folgen realistisch einschatzen zu
kénnen.

4 BEEINFLUSSUNG VON SPORE, VEGETATIVER ZELLE UND
BONT

Es ware falsch, einheitliche Angaben tber die Vermehrungs- und Toxinbildungsbedingungen
von C. botulinum zu machen, da die Wachstumsbedingungen je nach Typ variieren
(NICOLET 1985; JENSEN et al. 1987), Tabelle A28 verdeutlicht dies beispielhaft. Aber auch
verschiedene Stamme, die das Toxin des gleiches Typs bilden, kénnen sich bei konstanten
Umweltbedingungen verschieden stark vermehren und BoNT bilden (PATEL et al. 1978).

Die Fahigkeit zur Vermehrung und Toxinbildung unter bestimmten Bedingungen ist
zeitabhangig. Je ungulnstiger die Einflisse fur C. botulinum sind, desto langer dauert es, bis
Wachstum oder BoNT nachgewiesen werden konnen (Tabelle A29). Fur den Verbraucher
bedeutet dies, dass bei fehlerhafter Behandlung der Lebensmittel das Intoxikationsrisiko mit
zunehmender Lagerungsdauer zunimmt.
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Dabei kann ein einzelner Faktor nicht losgeldst von anderen Bedingungen betrachtet
werden, da es zu Interaktionen zwischen den verschiedenen Umweltbedingungen kommt
(Tabellen A30, A31, A32, A33, A34).

Im Folgenden wird der Ubersichtlichkeit wegen die Wirkung jedes Faktors auf Spore,
vegetative Zelle und BoNT getrennt dargestellt. In der Praxis ist diese Aufteilung jedoch nicht
immer exakt moglich, da im Rahmen von Versuchen zumeist Sporen inokuliert werden und
die Wirkung des Faktors anhand der eintretenden Toxinsynthese bewertet wird. Aufgrund
dessen wird bei dieser Vorgehensweise nicht nur die Fahigkeit des Wachstums vegetativer
Zellen und der Toxinsynthese, sondern auch ein vorheriges Auskeimen der Sporen
untersucht.

4.1 Physikalische Faktoren

4.1.1 Temperatur

Um das Wachstum und somit die Gefahr einer Toxinbildung in Lebensmitteln zu unterbinden,
werden sowohl niedrige als auch hohe Temperaturen eingesetzt.

Im Rahmen der industriellen Lebensmittelbearbeitung werden die Sporen und das Toxin
primar durch hohe Temperaturen abgetttet bzw. zerstort und das Wachstum sowie die
Toxinbildung vegetativer Zellen zumeist durch niedrige Temperaturen gehemmt.

Dem zufolge konzentriert sich ein Grof3teil der in der Literatur zu findenden Untersuchungen
auf die Hitzeempfindlichkeit der Sporen (Kapitel 4.1.1.1.1) und des BoNT (Kapitel 4.1.1.1.3)
sowie die Fahigkeit vegetativer Zellen, sich bei niedrigen Temperaturen zu vermehren und
Toxin zu bilden (Kapitel 4.1.1.2.2 bis 4.1.1.2.4).

Die Temperaturanforderungen fir die Keimung von C. botulinum-Sporen sind weniger
restriktiv als die fur das Wachstum und die Toxinbildung vegetativer Zellen. So wiesen
GRECZ und ARVAY (1982) in einem Temperaturbereich von 2T bis 50C das Auskeimen
von C. botulinum-Typ E-Sporen nach, wogegen eine Vermehrung vegetativer Zellen nur bei
6C bis 41T stattfand.

Bei der Festlegung des optimalen Temperaturbereiches variieren die Angaben. GRECZ und
ARVAY (1982) fanden optimale Bedingungen fir das Auskeimen der Sporen bei 9T,
wahrend andere Studien diese im Bereich von 30C bis 37C sehen (STRASDINE 1967;
VARY u. HALVORSON 1968; ROWLEY u. FEEHERRY 1970). Eine mdglich Ursache fir
diese Differenzen konnte die bei GRECZ und ARVAY (1982) nicht vorgenommene
Hitzeaktivierung der Sporen sein.
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Die Temperatur ist die Variable mit der starksten Wirkung auf das Wachstum von
vegetativen Mikroorganismen im Allgemeinen und C. botulinum im Speziellen (JENSEN et
al. 1987; BAKER u. GENIGEORGIS 1990). Tabelle A35 veranschaulicht, wie stark die
Inkubationstemperatur die Teilungsrate beeinflusst.

Uber den Bereich des optimalen Wachstums variieren die Angaben (Tabelle 11).

Tabelle 11: Literaturangaben tber den optimalen Tem  peraturbereich fir das Wachstum von  C.
botulinum

C. botulinum Optimaler.Tempe- Literaturquelle
raturbereich ()
35-40 ROBERTS et al. (1996) und FRANCIOSA et al. (2003)
Gruppe | 35-37 SOFOS (1992)
35 RAY (2001)
30-40 GRITZAI PARKINSON und ITO (2002)
Typ A 40 GRECZ und ARVAY (1982)
30-35 KRAMER (2002)
30-35 SOFOS (1992)
30 RAY (2001)
Gruppe Il 28 -30 ROBERTS et al. (1996)
27-37 GRITZAI PARKINSON und ITO (2002)
25-28 GRAHAM et al. (1996b)
18- 25 FRANCIOSA et al. (2003)
Typ B 37 JENSEN et al. (1987)
35 OHYE und SCOTT (1957)
32,5 GRECZ und ARVAY (1982)
Typ E 30 AJMAL (1968a) und DEHOF et al. (1989)
25-37 CATO et al. (1986, zitiert bei HYYTIA-TREES (1999))
23-25 WENZEL et al. (1971)
40 - 42 SOFOS (1992)
Gruppe llI 40 FRANCIOSA et al. (2003)
30-37 GRITZAI PARKINSON und ITO (2002)
Gruppe IV 37 FRANCIOSA et al. (2003)
30-37 GRITZAI PARKINSON und ITO (2002)

Die nachfolgenden Angaben beziehen sich besonders auf Untersuchungen zu den
Vertretern der Gruppen | und IlI, was auch die Schwerpunkte der in der Literatur
nachzuvollziehenden Forschungsergebnisse widerspiegelt. Als ursachlich fir diese Wichtung
wird die Humanpathogenitat dieser C. botulinum-Typen vermutet.



42

4111 Warme

Ziel einer Erhitzung von Lebensmitteln ist prinzipiell die Zerstérung pathogener (Verderbnis-)
Keime bzw. im Speziellen die Zerstérung von C. botulinum-Sporen.

4.1.1.1.1 Einfluss auf die Spore

Vorangestellt werden soll die Beobachtung von DICKSON (1928), dass eine Erwarmung der
Sporen auf subletale Temperaturen dazu fihrt, dass erst nach besonders langen
Inkubationszeiten ein Auskeimen beobachtet werden kann - in den genannten Unter-
suchungen war dies erst nach 71 Monaten der Fall. Die Bedeutung dieser Beobachtung liegt
in der Mdglichkeit falsch-negativer Ergebnisse bei Untersuchungen auf das Vorhandensein
auskeimungsfahiger Sporen.

Prinzipiell muss zwischen zwei Untersuchungszielen unterschieden werden:

1) Temperaturen, die von C. botulinum-Sporen tberdauert werden
2) Temperaturen, fur die eine Zerstérung der Sporen belegt ist

Fur C. botulinum-Sporen subletale Temperaturen
Mehrere Untersuchungen belegen, dass die proteolytischen Typen A, B und F deutlich
hitzetoleranter sind als die saccharolytischen Typen B, E und F (LYNT et al.
1977,1979,1982; SOLOMON et al. 1977). Dies stimmt mit den Angaben in den Tabellen 12
und A36 Uberein.

Unabhéngig von dieser Einteilung belegen verschiedene Untersuchungen Differenzen
sowohl zwischen verschiedenen Typen einer Gruppe (SCOTT u. BERNARD 1982; EKLUND
et al. 1988a; PECK et al. 1993) als auch zwischen verschiedenen Stammen eines Typs
(OHYE u. SCOTT 1957). So sind saccharolytische Typ B-Sporen 30 mal hitzeresistenter als
Typ E-Sporen, obwohl beide der Gruppe Il angehdren (SOFOS 1992).

Weiterhin beeinflusst die chemische Beschaffenheit der Spore deren Hitzeresistenz. Die
Untersuchungen von ALDERTON et al. (1980) belegen, dass die D-Werte von Sporen, die
verschiedenen Vorbehandlungen unterzogen wurden, variieren.

In Tabelle 12 sind Zeit-Temperatur-Kombinationen zusammengefasst, fur die nachgewiesen
wurde, dass die getesteten C. botulinum-Sporen nicht inaktiviert wurden. Im Gegensatz dazu
sind in der Tabelle 13 Untersuchungen zusammengefasst, die eine Inaktivierung der C.
botulinum-Sporen belegen.



Tabelle 12: Nachgewiesene Hitzeresistenzen von

C. botulinum-Sporen

C. botulinum-

Typ Temperatur () Zeit (min)  [Medium nokulum iteraturquelle
80 30 2-Phasenmedium® k.A. SCOTT und BERNARD (1982)
82,2 30 Marane k.A. PACE et al. (1967)
88,9 55
90,6 55 10°% 30g
Krabbenfleisch . PETERSON et al. (1997)
92,2 35 Krabbenfleisch
94,4 15
90 30 PHGS 1,4x10%/10ml STRINGER und PECK (1997)
73,9 155 5
Maréane 10°/g CRISLEY et al. (1968)
B (sacch.) 85,0 8
80 10 i
%0 3 Leberbouillon k.A. NAKAMURA et al. (1956)
80 110 _ 5
Hering 10°/g ABRAHAMSSON et al. (1966)
90 10
82,2 30 Débel, gerauchert 10%/Fisch CHRISTIANSEN et al. (1968)
85 120 ;
TPG 10°/ml GRAIKOSKI und KEMPE (1964)
90 60
95 40 Kartoffeln, vakuumverpackt 106/kg NOTERMANS et al. (1981)
70 180
F(sacch.) 80 30 physiol. Kochsalzlésung 10°/ml EKLUND et al. (1967hb)
90 2

1 Rinderherzbouillon

ey
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Bei dem Vergleich der Ergebnisse ist zu beachten, dass der Nachweis von vegetativen
Zellen oder BoNT unter anderem von Inkubationstemperatur und —zeit beeinflusst wird, wie
die Ergebnisse von ABRAHAMSSON et al. (1966) belegen.

Die Hitzetoleranz wird zum einen durch die Sporenkonzentration (DOZIER 1924a; PACE et
al. 1972; AZIZI 2000) und zum anderen durch die Zusammensetzung des Mediums
(UPADHYAY u. ANNASE 1969; MARGOSCH et al. 2004) stark beeinflusst, in dem die
Sporen einer Warmezufuhr ausgesetzt werden.

Dies wurde fir den pH-Wert (ITO et al. 1970, zitiert bei SELL 1985), den ay,~-Wert (MURRELL
u. SCOTT 1966; ALDERTON et al. 1980), mehrere Desinfektionsmittel (BAUMER 1956) und
verschiedene andere Zusatze (SUGIYAMA 1951; MOLIN u. SNYGG 1967; BOWLES u.
MILLER 1993a,b) belegt.

Auf die Beeinflussung der Hitzeresistenz durch die Zugabe von Lysozym wird im Kapitel
4.3.4 eingegangen. Die Untersuchungen von GOULD (2000) zeigen weiterhin, dass die
Hitzeresistenz einer Spore groRBer ist, wenn der Versporungsprozess bei hoheren
Temperaturen stattfindet.

Folglich sind die Untersuchungsergebnisse auch nur bedingt miteinander vergleichbar.

Prinzipiell qgilt, je hoéher die relative Luftfeuchtigkeit ist, desto mehr Sporen werden pro
Zeiteinheit bei einer festgesetzten Temperatur abgetotet (PACE et al. 1967, zitiert bei SELL
1985). Praktische Anwendung findet dies bei der Herstellung von Raucherfischen. So konnte
bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70% und einer Erhitzung des Fisches auf 82,2C fir
funf Minuten eine Reduktion der keimféhigen C. botulinum-Typ E-Sporen um den Faktor 10°
nachgewiesen werden (PACE et al. 1972).

In diesem Zusammenhang ist die Lokalisation der Sporen entscheidend. ALDERMAN et al.
(1972) wiesen nach, dass Fische, die intramuskular kontaminiert werden, nach dem
Réaucherprozess mehr lebensfahige Sporen beherbergen als oberflachlich inokulierte.

Da der zur Sporenreduktion bendtigte Erhitzungsprozess auch von der Inokulumgrofi3e
abhangt, sollte sich der Raucherprozess unter anderem nach der Kontaminationsrate richten
(PACE et al. 1972). Beim Vergleich mehrerer Fischrauchereien, die bei gleicher Temperatur
mit feuchter Hitze arbeiteten, konnte eine deutlich geringere Kontaminationsrate in den
bearbeiteten Fischen nachgewiesen werden (PACE u. KRUMBIEGEL 1973).

Die genannten Untersuchungen belegen das Risiko des Auskeimens von Sporen in zuvor
erhitzen Lebensmitteln. Dies ist unter anderem darauf zurtckzufihren, dass die fur die
Inaktivierung von C. botulinum-Sporen bendtigte Temperatur industriell kaum eingesetzt
wird, da sie zu organoleptischen Veréanderungen und einer Reduktion des N&ahrstoffgehaltes
fuhrt (PETERSON et al. 2002). Die Gefahr dieser unzureichenden Erhitzung besteht in einer
Zerstorung der Verderbnisflora (LERKE und FARBER 1971), folglich fehlen die
Konkurrenzkeime fur C. botulinum und mégliche organoleptische Veranderungen treten erst
deutlich spater, nach einer mdglichen BoNT-Synthese, auf.
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Andererseits kann bei warmebehandelten Lebensmitteln zumindest von einer Schadigung
der Sporen ausgegangen werden, was eine erhdhte Sensitivitdt z.B. gegentber NaCl oder
Nitrit zur Folge hat (ROBERTS u. HITCHINS 1969, zitiert bei PETERSON et al. 2002). Dies
bedeutet, dass die Fahigkeit, unter grenzwertigen Bedingungen zu Uuberleben und
auszukeimen, reduziert ist. So beobachteten ABRAHAMSSON et al. (1966) ein zeitlich
verzogertes Anwachsen nach einer Erhitzung auf 80C fur 110 Minuten.

Schon WILLIAMS (1936) gelang es, die Anpassungsfahigkeit von Bacillus- und Clostridium-
Sporen aufzuzeigen. Nachdem ein Stamm mehrmals hintereinander erhitzt wurde, konnte
eine héhere Hitzeresistenz infolge Adaption nachgewiesen werden.

Eine weitere, aus lebensmittelhygienischer Sicht nachteilige Folge deckten die Unter-
suchungen von GRAIKOSKI und KEMPE (1964) auf. Bei einer Erwarmung auf 70C bzw.
75C wurde zwar ein Grof3teil der Sporen inaktiviert, jedoch wurden nach 40 bis 60 Minuten
zuvor ruhende Sporen aktiviert und keimten aus. Auch SEGNER et al. (1971a) beschreiben
das Phanomen des ,pre-heating*.

C. botulinum-Sporen zerstérende Temperaturen
Um die Hitzeresistenzen verschiedener Mikroorganismen vergleichbar zu machen, wurde
der D-Wert eingefuhrt. Er ist ein Mafd dafir, wie viel Zeit bei einer bestimmten Temperatur
bendtigt wird, um 90% der Population abzutéten. Die fur die Reduktion des D-Wertes auf
1/10 bendtigte Temperatursteigerung wird als z-Wert bezeichnet.

Die Tabelle 13 gibt einen Uberblick tber in der Literatur zu findende D- und z-Werte fiir C.
botulinum-Sporen in verschiedenen Medien.



Tabelle 13: D- und z-Werte von C. botulinum-Sporen

C. botulinum- Inokulum-
Temperatur | i \wert (Min) /z-Wert (C) Medium 5 Literaturquelle
Typ (©) groiRe
A 95 12 - 38 Phosphatpuffer 0,05M 10%20ml NOTERMANS et al. (1981)

115,5 0,30 -0,77 Phosphatpuffer 0,03M 10%/2ml TSUJI und PERKINS (1962)
82,2 483-868 2-Phasenmedium® k.A. SCOTT und BERNARD (1982)
95 23 Phosphatpuffer 0,05M 10°/20ml| NOTERMANS et al. (1981)

B (prot.) 26,3 Leberwurst .
100 k.A. LUCKE (1983)
7,7 Bruhwurst

120 7.2 Gestampfte Mohren 10°-10%/ml MARGOSCH et al. (2004)
75 42,1/ 8,47-10,08
80 17,1 ) . .

Putenfleisch, piriert 10'/ml JUNEJA und EBLEN (1995)
85 7.8
90 11
75 19,39/9,76
80 4,24 Mohrenbrei A GAZE und BROWN (1990, zitiert bei BETTS und
85 1,57 o GAZE 1995)
B (sacch.)

90 0,43

82,2 1,49 - 32,3 2-Phasenmedium® k.A. SCOTT und BERNARD (1982)
88,9 12,9 . 6

Krabbenfleisch 10°/30g PETERSON et al. (1997)

94,4 29
85 100
90 18,7 Phosphatpuffer 0,067M* |k.A. PECK et al. (1993)
95 4.4

o



Fortsetzung der Tabelle 13

Ly

93 2,32; 3,02
96 0,91 -2,62
C 1ot 007~ 244 Phosphatpuffer 0,067M | 10%/GefaR SEGNER und SCHMIDT (1971)

104 0,02 — 0,90

107 0,12; 0,28

110 0,12

C&D 104 0,02-0,9/95-115 |kA. k.A. GRITZAI PARKINSON und ITO (2002)

50 7943

55 1259

60 776 Austernhomogenat 1,5x10°/ml BUCKNAVAGE et al. (1990)

70 72

80 0,78

70 29,3-37,5 k.A. k.A.

E 75 51-8,2 k.A. k.A. ITO et al. (1970, zitiert bei SELL (1985))

80 1,4-18 k.A. k.A.

73,9 2,0-8,96

75,0 1,28-5,28

76,7 0,73-2,69 Austernhomogenat 10° —10"/ml CHAI und LIANG (1992)

79,4 0,25-1,03

82,2 0,07-0,43




Fortsetzung der Tabelle 13

75 255/10,4
85 98 Forelle 10°/5ml LINDSTROM et al. (2003)
93 4,2
73,9 8,66
76,7 3,49 L 7
0.4 715 Menhaden Surimi 10'/ml RHODEHAMEL et al. (1991)
E 82,2 1,22
76,7 5/11 Krabbenfleisch 10°-10%g LYNT et al. (1977)
80 0,3-3,0 k.A. k.A. BAUMGART (1975, zitiert bei DEHOF (1994))
81 55/10,1 ) . .
Maréane 10°/5ml LINDSTROM et al. (2003)
90 7.1
82,0 0,1-3,0/5,0-8,9 KA. k.A. EISNER (1979)
0,33 2-Phasenmedium’ K.A. SCOTT und BERNARD (1982)
0,2 Venusmuschel k.A. LICCIARDELLO (1983)
76,7 4,29
- 79,4 0,93 Phosphatpuffer (0,067M) | 10° — 10%ml | LYNT et al. (1979)
82,2 0,33
110 1,45-1,82/11,1-11,9 |Phosphatpuffer (0,067M) | k.A. LYNT et al. (1982)
G 110 0,5/20 k.A. K.A. GRITZAI PARKINSON und ITO (2002)

! Rinderherzbouillon

2 Zugabe von Lysozym (10ug/ml)

8y
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In den Experimenten von TANNER und MCCREA (1923) wurden die Typ A- und Typ B-
Sporen nach 300 Minuten bei 100C, nach 120 Minuten bei 105C, nach 90 Minuten bei
110, nach 40 Minuten bei 115C und nach 10 Minute n bei 120C zerstort.

Bei einer Konzentration von 5x10° Typ E-Sporen/ml war eine Erhitzung von sechs Minuten
auf 80T bzw. zwei Minuten auf 100C fur das Abtéte n der Sporen nétig (GUNNISON et al.
1937). Bei einer Erh6hung der Konzentration auf 5x10’/ml war dafiir eine Dauer von 40 bzw.
funf Minuten notig.

Bei einer Temperatur von 85< fur 60 Minuten wiesen PECK et al. (1995) eine Reduktion der
lebensfahigen nicht-proteolytischen Sporen um 10™° bis 10° nach.

Beim Vergleich der Ergebnisse féllt auf, dass die nachgewiesenen Temperaturangaben stark
variieren. Dies kann auf die unterschiedlichen Versuchsaufbauten (Sporentyp, Medium,
Beobachtungsdauer nach Hitzeeinwirkung etc.) zurlickgefiuhrt werden.

Weitere Angaben konnen bei WALLHAURER und SCHMIDT (1967), BELL und KYRIAKIDES
(2000) sowie JOHNSON (2000) nachgelesen werden.

Nitrit beeinflusst die Hitzeresistenz der Sporen nur in sehr hohen Konzentrationen. Wahrend
bei industriell verwendeten Dosierungen (150-300 ppm) keine Verénderungen beobachtet
werden konnten, wurden mehr Sporen hitzeinaktiviert, wenn eine zwei- bis achtmal so hohe
Konzentration verwendet wurde (PIVNICK et al. 1970).

Um die Sterilitdt von Vollkonserven, deren pH-Werte Uber 4,5 liegen, zu gewabhrleisten,
wurde das 12-D-Konzept, Syn. ,botulinum cook", formuliert. Dabei wird davon ausgegangen,
dass C. botulinum-Sporen eine der hitzeresistentesten pathogenen Keime sind und deren
entsprechende quantitative Minimierung einen ausreichenden lebensmittelhygienischen
Schutz gewabhrleistet. Das Ziel ist eine Reduktion der auskeimungsféhigen Sporen um den
Faktor 102, Bei 121 betragt der D-Wert 0,2 Minuten. Demnach ergibt sich aus dem 12-D-
Konzept (12x0,2) die Mindesthaltezeit von 2,4 Minuten bei 121°C. Nachtelilig ist jedoch die
Reduktion der Schmackhaftigkeit und des N&ahrwertes einer Vielzahl der behandelten
Lebensmittel.

4.1.1.1.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

BELL und KYRIAKIDES (2000) geben die maximalen Temperaturen, bei denen Wachstum
maglich ist, mit 48°C bzw. 45 fir die Typen der G ruppe | bzw. Il an.

Wahrend PIERSON et al. (1974) bei 40C noch Wachstu m nachweisen konnten, stellten sie
bei 40,5C einen Riickgang der Zellzahl nach drei Stunden fest. Bei einer Temperatur von
42 sank die Zellzahl innerhalb von sieben Stunden von 10° auf 10° pro ml.

OHYE und SCOTT (1953) konnten Wachstum von C. botulinum-Typ A und B bei 45T
nachweisen (wenn auch mit verlangerter Latenzphase), wenn das Wachstum bei niedrigeren
Temperaturen initiiert wurde.

GRAHAM und LUND (1993) beobachteten bei 45C kein W achstum von nicht-
proteolytischen C. botulinum-Typ B-Zellen.

BONVENTRE und KEMPE (1959b) konnten sogar bei 48C Wachstum von C. botulinum-Typ
A nachweisen.

Ob Wachstum nachgewiesen werden kann, hangt auch davon ab, welche Art von Ausgangs-
material verwendet wird. So konnten OHYE und SCOTT (1957) bei der Verwendung von
Sporeninokula nur vereinzelt Wachstum bei 40C nach weisen.
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Wurden dagegen vegetative Zellen inokuliert, konnte regelméaflig Wachstum nachgewiesen
werden. Auch bei 42,5C wurde Wachstum vegetativer Zellen vereinzelt festgestellt. Bei
45T wurde deutlich, dass weiterhin das verwendete Medium entscheidend ist. Wahrend im
NYG-Medium kein Wachstum festgestellt werden konnte, war dies im CMM-Medium
maglich.

4.1.1.1.3 Einfluss auf das Botulinumtoxin

Die Thermolabilitat des BoNT wurde schon durch VAN ERMENGEN (1897) nachgewiesen.
Die zumeist biphasige Zerstorung fihren CARTWRIGHT und LAUFFER (1958), LAMANNA
(1959) sowie LICCIARDELLO et al. (1967) auf die variierende Thermostabilitéat vorhandener
Toxinvorstufen und Unterschiede in der Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen (um so
mehr Bindungen vorhanden sind, desto mehr Warmezufuhr ist fir eine Toxininaktivierung
notwendig) zurtck.

In Tabelle 14 sind einige Untersuchungsergebnisse zur thermischen Inaktivierung von BoNT
zusammengefasst.

Tabelle 14: Empfohlene Zeit-Temperatur-Kombinatione  n zur Inaktivierung von BoNT

Temperatur | Wirkungszeit ) .
. Weitere Angaben Literaturquelle
(T) (min)
58 5 Typ E in Phosphatpuffer
62 10 Typ E in Phospha’[puffer- ABRAHAMSSON et al. (1966)
[6sung mit 0,2% Gelantine
60 5 Typ E, beipH 3,5und 7,5 |OHYE und SCOTT (1957)
70 - 80 bis zu20 | 10" - 10° LDsy/g Lebens-
: s0'd ) LUND (1990)
85 5 mittel vollstandig zerstort
80 10 k.A. PIERSON und REDDY (1988)
80 6 k.A. LEVETZOW (1979)
80 30 Typ B KLEY (1962)
80 <5 Typ C zu 99% inaktiviert HUBALEK und HALOUZKA (1988)
79 20 10° LDso/g Lebensmittel
vollstéandig zerstort, Typ A, | WOODBURN et al. (1979)
85 5
B, EundF

Die Temperaturempfindlichkeit variiert je nach den vorliegenden Umweltbedingungen
(SCHOENHOLZ u. MEYER 1924; ABRAHAMSSON et al. 1966; HYYTIA-TREES 1999). So
geben mehrere Autoren die maximale Thermoresistenz fir BoNT in einem pH-Wert-Bereich
von 4-5 (OHYE u. SCOTT 1957; WOODBURN et al. 1979) an; LICCIARDELLO et al. (1967)
weisen den pH-Wert der gré3ten Thermoresistenz mit 4,5 aus.

An dieser Stelle soll auf eine mdgliche Fehlerquelle hingewiesen werden, die auf die
Thermolabilitdt des Toxins zurtickzufiihren ist. Die Untersuchungen von PEDERSEN (1955)
belegen, dass der maximale Toxintiter um so schneller wieder abfallt, je hoher die
Inkubationstemperatur ist. Dies liegt daran, dass das synthetisierte BoNT aufgrund der
Warmeinwirkung wieder zerstort wird, was im Extremfall zu falsch-negativen Ergebnissen
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fuhren kann (BAIRD-PARKER 1971). Dies ist auch mdglich, wenn nicht das Toxin selbst,
sondern nur dessen Aktivator denaturiert wird (SAKAGUCHI u. TOHYAMA 1955b). Derartige
Proben kdnnen durch Kontakt mit aktivierenden Substanzen ihre Toxizitat entfalten.

Von dem BoNT der vegetativen Zelle muss beziiglich der Thermoempfindlichkeit das BoNT,
welches sich an Sporen befindet, abgegrenzt werden. Die Untersuchungen von GRECZ et
al. (1967) belegen, dass das in der Spore befindliche Toxin eine Erhitzung auf 80C fur 10
Minuten unbeschadet Ubersteht, wahrend ins Medium freigesetztes BONT bei dieser
Behandlung inaktiviert wird. Das hitzeresistente Toxin wurde immer dann zerstért, wenn
sporenabtttende Temperaturen erreicht wurden.

4.1.1.2 Kalte

Das Ziel einer Temperaturabsenkung ist die Hemmung der Vermehrung vegetativer Zellen
und die Unterbindung der BoNT-Synthese. Da zumeist die Typen A, B, E und F bzw. die
durch sie gebildeten Toxine fur Erkrankungen bei Menschen verantwortlich sind, wird im
Folgenden primar auf die Vertreter der Gruppen | und Il eingegangen.

Wie Tabelle A37 veranschaulicht, liegen die minimalen Wachstums- und Toxinbildungs-
temperaturen in Lebensmitteln hoher als in flissigen Nahrmedien (KRAMER 2002).
Ursachlich hierfur ist, dass das Wachstum und die Toxinbildung in grenzwertigen Bereichen
nur dann mdoglich sind, wenn sich alle anderen Umweltfaktoren im optimalen Bereich
befinden (HOBBS 1977; SIMUNOVIC et al. 1985).

Allgemein gilt, dass mit steigender Inkubationstemperatur die Zeitspanne, nach der Toxin
festgestellt werden kann, kirzer wird (READ et al. 1970; Tabelle A38).

4.1.1.2.1 Einfluss auf die Spore

Wie zuvor schon erwahnt, liegt die niedrigste Temperatur bei 2,0C, bei der GRECZ und
ARVAY (1982) ein Auskeimen (durch Veranderung der Helligkeit im Phasenkontrast-
mikroskop) nachweisen konnten. OHYE und SCOTT (1957) gelang kein Wachstums-
nachweis vegetativer Zellen aus einem Sporeninokulum bei 2,5C.

Dies belegt, dass ein Auskeimen von Sporen bei niedrigen Temperaturen maoglich ist, auch
wenn ein anschlieRendes vegetatives Wachstum gehemmt wird. Auch SMELT und HAAS
(1978) registrierten in ihren Versuchen zwar eine Reduzierung der proteolytischen Sporen,
jedoch gelang weder ein Wachstums- noch ein Toxinnachweis.

In einem mit proteolytischen Sporen versetzten, vakuumverpackten Nudelgericht konnten
SIMPSON et al. (1995) nach 14-tagiger Lagerung bei 15C BoNT nachweisen. Durch die
Verwendung grolBerer Inokulummengen und hoherer Temperaturen als unter
Kihlbedingungen, zeichneten die Autoren nach eigenen Angaben ein ,worst case scenario®,
welches unter handelsiiblichen Bedingungen nicht zu erwarten ist.
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Wenn 2x10° Sporen pro Réhrchen inokuliert wurden, gelang es auch EKLUND et al. (1967a)
Toxin nachzuweisen. Bei gleicher Sporenanzahl und einer Inkubation bei 4,4C war Toxin
nach 27 Tagen und bei 5,6°C nach 18 Tagen nachweisb ar. Mit zunehmender Inkubationszeit
wurden héhere Toxintiter gemessen.

SOLOMON et al. (1977) verimpften warmebehandelte Typ E-Sporen. Im Labormedium
konnte sowohl bei 4C als auch bei 8C nach 30 Tage n BoNT nachgewiesen werden.

In verschiedenen Lebensmitteln, die mit nicht-proteolytischen C. botulinum-Sporen inokuliert
und bei niedrigen Temperaturen gelagert wurden, konnte BoONT nachgewiesen werden
(Tabelle 15).

Tabelle 15: BoNT-Nachweise in Lebensmitteln, die be i Kiihltemperaturen gelagert wurden

BONT- ) Lagerungs- |Tage bis zum | .
Lebensmittel . ) Literaturquelle
Typ temperatur | Toxinnachweis

vakuumverpackter

E 3,3C k.A. HOBBS (1977
Schellfisch ( )
luftdichtverpacktes

E p 4,4C 40 LERKE und FARBER (1971)
Krabbenfleisch

E geréucherte Forellen 5¢C 21 BACH et al. (1971)
vakuumverpackte

E P 5C 49 HUSSAIN et al. (1977)
Forellen
gekochtes

E . _ 8T 14 GENIGEORGIS et al. (1991)
Geflugelfleisch

E geraucherte Fische 10C 5 KAUTTER (1964)
vakuumverpackte

E 10C 6 GARREN et al. (1995)
Forellen
gekochte Kartoffeln,

E 10C 9 NOTERMANS et al. (1981)
vakuumverpackt

E Krabbenfleisch 12<C 14 SOLOMON et al. (1977)

B &E |Nusse 5C 21 AUSTIN et al. (1998)
geraucherte
B, E & F | Fischproben 10C 10 CANN und TAYLOR (1979)

(zerkleinert)

Weitere tabellarische Zusammenfassungen geben SIMUNOVIC et al. (1985), BETTS und
GAZE (1995) sowie PECK (1997).

Die Fahigkeit der Sporen, bei niedrigen Temperaturen auszukeimen, wird unter anderem von
der Art des Inokulums beeinflusst. ABRAHAMSSON et al. (1966) gelang es, bei einer
Inkubationstemperatur von 3T innerhalb von drei Mo naten Toxin nachzuweisen, wenn die
Probe mit einem Gemisch aus Sporen und vegetativen Zellen versetzt wurde. Bei alleiniger
Verwendung von Sporen konnte dieses Ergebnis nicht nachvollzogen werden.
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4.1.1.2.2 Einfluss auf die vegetativen Zellen der G ruppe | (Typ A sowie
proteolytische Stdmme der Typen B und F)
Die Mindesttemperatur fur das Wachstum wird mit 10°C angegeben (SCHMIDT 1964, zitiert
bei SMELT u. HAAS 1978; LUND 1990; DAY 2000).
Wahrend bei Temperaturen von 4 — 10C kein Wachstum durch C. botulinum-Typ A
festgestellt werden konnte, war dies bei Temperaturen >10C mdglich (BONVENTRE u.
KEMPE 1959b).
Auch TANNER und OGLESBY (1941) konnten Wachstum fir C. botulinum-Typ A bei 10C
nach 99 Tagen, nicht jedoch bei 5C nachweisen. Analog waren die Ergebnisse flr
verschiedene Stamme des Typ B.
OHYE und SCOTT (1953) konnten fiur die Typen A und B Wachstum bei 12,5C nur dann
nachweisen, wenn die Sporen vorher bei 20C auskeim ten. Bei einer Inkubationstemperatur
von 15C konnte sowohl das Auskeimen der Sporen als auch das Wachstum vegetativer
Zellen beobachtet werden.
Wachstum der Typen B und F konnten SOLOMON et al. (1977) nach 60 Tagen bei einer
Inkubationstemperatur von 12T im Labormedium nachw eisen. Im Krebsfleisch dagegen
gelang dies nur bei einer Inkubationstemperatur von 26<C.
SMELT und HAAS (1978) konnten bei 10T kein Wachstu m nachweisen. Dagegen konnte
bei 12T nach einer drei- bis neunwotchigen Latenzphase fir einige der untersuchten
Stdmme Wachstum nachgewiesen werden. Die Latenzphase endete mit einem raschen
Anstieg der Zellzahlen, parallel nahm die Anzahl der Sporen ab. Die proteolytische Aktivitat
der Kulturen schatzten die Autoren als gering ein. Mit ansteigender Temperatur verkirzte
sich die Latenzphase.
Die bendtigte Zeitspanne, um Wachstum bei einer von hundert Zellen zu initiieren, betrug bei
20T zwei bis acht Tage und bei 16 vier bis acht Tage. Lag die Inkubationstemperatur bei
12<C, konnte die Vermehrung einer einzelnen Zelle nicht beobachtet werden (JENSEN et al.
1987).

Neben dem direkten Wachstumsnachweis wird auch ein Toxinnachweis in mit Sporen
inokulierten Proben als Malf? fur eine Stoffwechselaktivitat vegetativer Zellen genutzt.

In Spinat- und Rindfleischproben, die mit Typ A-Sporen versetzt und bei 10C gelagert
wurden, konnten TANNER et al. (1940) nach vier Tagen BoNT feststellen. Dieser Nachweis
gelang nicht in Lebensmitteln mit niedrigerem pH-Wert oder wenn die Proben bei 5C
inkubiert wurden.

Im Gegensatz dazu gelang es LERKE und FARBER (1971) weder in Krabben- noch in
Garnelenfleisch, welches bei 10C gelagert wurde, innerhalb von 75 Tagen eine
Toxinsynthese nachzuweisen.

SMELT und HAAS (1978) konnten in Fleischbouillon, inkubiert bei 12T, die Toxinbildung
nachweisen. Sie erfolgte mehr oder weniger stark zeitlich versetzt zum Wachstum.

MALIZIO und JOHNSON (1991) untersuchten die Toxinbildung durch proteolytische Stamme
in Pilzen. Im Rahmen dessen gelang ihnen ein Toxinnachweis nach dreiwdchiger Inkubation
bei 6<C nicht. Erst ab einer Inkubationstemperatur von 14 konnte nach einer 14-tdgigen
Lagerung BoNT festgestellt werden.
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PETRAN et al. (1995) gingen der Frage nach, unter welchen Bedingungen C. botulinum in
verschiedenen Gemusesorten BoNT bildet. Obwohl sie vermehrungsfahige Sporen bei 4,4C
und 12,7C nachweisen konnten, verhinderten diese T emperaturen eine Toxinbildung. Bei
einer Lagerungstemperatur von 21C konnte nach 10 bzw. 17 Tagen BoNT nachgewiesen
werden.

DEL TORRE et al. (1998) verbrachten proteolytische Stamme in verschiedene Pastasorten.
Wahrend es ihnen in einem kinstlichen Medium, inkubiert bei 12T, gelang, eine BoNT-
Bildung nachzuweisen, war dies in den untersuchten Lebensmitteln nicht der Fall. Erst bei
einer Inkubationstemperatur von 20C gelang der Nac hweis nach 30 Tagen. Ursache fir
diese Differenz sind vermutlich die niedrigeren pH- und a,-Werte der verschiedenen
Pastasorten im Vergleich zum kinstlichen Medium. Belegt wird diese Vermutung dadurch,
dass in der mit Artischocken gefllliten Pasta auch nach 50 Tagen kein Toxin nachgewiesen
wurde — im Vergleich zu den anderen Sorten wurde hier ein deutlich niedrigerer pH-Wert
gemessen.

4.1.1.2.3 Einfluss auf die vegetativen Zellen der G ruppe Il (Typ E sowie
saccharolytische Stamme der Typen B und F)

Als minimale Wachstumstemperatur wird ein Wert von 3,3C angegeben (SCHMIDT et al.

1961; EKLUND et al. 1967a,b; SIMUNOVIC et al. 1985; O'CONNOR-SHAW u. REYES

2000).

SCHMIDT et al. (1962a) wiesen Wachstum in Form von Gasbildung durch C. botulinum-Typ

E bei 6,1 nach 16 Tagen und bei 9,4C nach 5 Tage n nach. Dagegen wird das Wachstum

von C. botulinum-Typ E bei einer Inkubationstemperatur von 10C dur ch einen ay-Wert von

0,990 gehemmt (HOBBS 1976).

Die Zeit, innerhalb welcher sich die Anzahl nicht-proteolytischer C. botulinum-Typ B-Zellen

verdoppelt, betragt bei 4, 5, 6, 8 bzw. 10C 42, 29, 23, 9 bzw. 5,7 Stunden (GRAHAM u.

LUND 1993).

Bei einer Inkubationstemperatur von 4C fir 28 Tage konnte Wachstum nachgewiesen

werden, wenn 1x10° bis 1,7x10° Sporen oder 1,7 bis 8,3x10* Zellen/m! Hirn-Herz-Bouillon

verimpft wurden (JENSEN et al. 1987).

Anhand Tabelle A35 ist nachvollziehbar, dass sich die Latenzphase mit ansteigenden

Temperaturwerten verkirzt, pro Zeiteinheit finden mehr Zellteilungen statt. Die Ergebnisse

von EKLUND et al. (1967a), PATEL et al. (1978) sowie LINDROTH und GENIGEORGIS

(1986) bestatigen diesen Zusammenhang.

In der Mehrzahl der Untersuchungen konnte kein Wachstum bei 3T und weniger
nachgewiesen werden (CASTELL 1947; SCHMIDT et al. 1961; EKLUND et al. 1967a,b;
PATEL et al. 1978).

Dagegen gelang dies GRAHAM et al. (1997) bei 3,2C nach funf Wochen, bei 3,1TC nach
sechs Wochen bzw. bei 2,9C nach sieben Wochen. Eine mdgliche Erklarung fir die
differierenden Ergebnisse ist, dass GRAHAM et al. (1997) Wachstum direkt nachwiesen,
zuvor genannte Autoren dagegen die BoNT-Synthese als Indikator nutzten.
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Dass es Unterschiede auch innerhalb dieser Gruppe gibt, belegen die Ergebnisse von
GRAHAM et al. (1997). Sie beobachteten, dass die Stamme des Typ F haufiger als die der
Typen E und B wuchsen. Damit bestatigen sie die Ergebnisse von JENSEN et al. (1987),
dass die Wachstumswahrscheinlichkeit bei niedrigen Temperaturen aus Typ F-Sporen hoher
ist als aus Typ E- oder B-Sporen.

Im Anschluss folgen Untersuchungsergebnisse, die eine BoNT-Synthese belegen. Prinzipiell
kann von einer Verzogerung der Toxinbildung infolge einer Temperaturabsenkung
ausgegangen werden (GENIGEORGIS et al. 1991).

Alle Proben, die EKLUND et al. (1967a) bei 2,2T in kubierten, waren nach 120 Tagen nicht
toxisch.

ABRAHAMSSON et al. (1966) gelang es, bei einer Inkubationstemperatur von 3T innerhalb
von drei Monaten Toxin nachzuweisen, wenn die Probe mit einem Gemisch aus Sporen und
vegetativen Zellen versetzt wurde. Bei alleiniger Verwendung von Sporen konnte dieses
Ergebnis nicht bestétigt werden.

GRAHAM et al. (1997) konnten eine Toxinsynthese bei 3T feststellen, wobei BoNT-Typ F
deutlich haufiger nachweisbar war. Selten konnte Toxin nachgewiesen werden ohne
Anzeichen von Wachstum (z.B. in Form von Tribung).

SCHMIDT et al. (1961) konnten in allen Proben, die bei 3,3C wachsende Zellen
beinhalteten, BONT nachweisen. In Proben, die bei niedrigeren Temperaturen inkubiert
wurden, gelang dies nicht.

AbschlieRend soll die Bedeutung der adaquaten Kuhlung von Lebensmitteln in Bezug auf die
Unterbindung von Botulismus noch einmal hervorgehoben werden. Ziel ist es, ein Auskeimen
der Sporen und anschliel3endes vegetatives Wachstum zu verhindern (PETERSON et al.
2002). Voraussetzung dafiir ist eine Lagerungstemperatur < 3C (NOTERMANS et al. 1990;
BETTS u. GAZE 1995).

Dies gilt insbesondere fur Produkte, die unter Reduktion des Luftsauerstoffgehaltes verpackt
werden (AUSTIN et al. 1998). Da unter Praxisbedingungen eine entsprechende Kihlung
nicht immer gewabhrleistet ist, schlagen BRYAN (1988) sowie BETTS (1996, zitiert bei BELL
und KYRIAKIDES 2000) eine Unterteilung in zwei Gruppen vor: zum einen die
Produktgruppe, die bei <3T gelagert werden sollte und andererseits die Lebensmittel, die
bei >3T und <8T angeboten werden kénnen. Fir letz tere wird eine Haltbarkeit von mehr
als 10 Tagen nur dann empfohlen, wenn zusatzliche Faktoren (a,- oder pH-Wert) das
Auskeimen, vegetatives Wachstum und die Toxinbildung von C. botulinum unterbinden.

4.1.1.2.4 Einfluss auf die vegetativen Zellendes T yp C

Je nach Stamm liegt die Mindesttemperatur fur Wachstum von C. botulinum-Typ C bei
12,8C bzw. 15,6C (SEGNER et al. 1971b). Lagen die Temperaturen bei 10,0C bzw.
12,8 konnten flir die Dauer des Versuches (250 Tag e) keine Anzeichen auf Vermehrung
der vegetativen Zellen gefunden werden, unabhangig davon, in welchem Medium die Sporen
inokuliert wurden.
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4.1.1.2.5 Einfluss auf das Botulinumtoxin

Da die praktische Bedeutung der Toxininaktivierung durch niedrige Temperaturen auf3erst
gering ist, finden sich in der internationalen Literatur nur wenige Angaben.

Die Beobachtungen von HUBALEK und HALOUZKA (1991) weisen daraufhin, dass das
BoNT nicht besonders kalteempfindlich ist, da die Autoren ein ,Uberwintern in Larven
nachweisen konnten. Damit bestatigen sie zuvor im Labor gemachte Untersuchungs-
ergebnisse (HUBALEK u. HALOUZKA 1988; Tabelle A39).

BOHNEL und LUBE (2000) stimmen damit tberein — ihre Ergebnisse belegen, dass
praformiertes Toxin Uber einen Zeitraum von vier Wochen bei einer Lagerungstemperatur
von 6T stabil bleibt. Wurde die toxinhaltige Probe bei -26°C gelagert, gelang der BoNT-
Nachweis auch noch nach einem Jahr.

4.1.1.2.6 RePFED-Produkte

Vermehrt werden frische, konservierungsmittelfreie Lebensmittel mit verlangerter Haltbarkeit
von den Verbrauchern gewiinscht. Im Zuge dessen nimmt die Bedeutung der RePFED-
Produkte zu. Hierbei handelt es sich um warmebehandelte Lebensmittel, die bei
entsprechender Kihlung eine Haltbarkeit von vier bis sechs Wochen aufweisen
(NOTERMANS et al. 1990).

Die Erwéarmung erfolgt bei niedrigeren Temperaturen (65 — 95<C) fir eine langere Zeit
(PECK 1997). So bleiben die organoleptischen und sensorischen Eigenschaften des
Lebensmittels gewahrt. Im Anschluss erfolgt eine schnelle Abkihlung, die Lagerungs-
temperaturen liegen bei 1-8<C.

Aufgrund der milden Temperaturerhéhung sind diese Lebensmittel nicht steril, die Mikroflora
ist zum einen von der Starke und Dauer der Erwdrmung und zum anderen von der
Lagerungstemperatur abhangig. Um das Wachstum aerober Keime zu unterdriicken, werden
diese Produkte héaufig unter Vakuum oder anaeroben Bedingungen verpackt — dies kann
allerdings gleichzeitig das Wachstum anaerober Keime férdern (GRAHAM et al. 1996a).
Uber die Ausgangsprodukte kénnen Botulinus-Sporen in die Lebensmittel gelangen. So stellt
Gemuse ein erhéhtes Risiko dar (Advisory Committee on the Microbiological Safety of Food,
UK 1992, zitiert bei CARLIN u. PECK 1996).

Zum Beispiel konnten NOTERMANS et al. (1990) die Toxinbildung bei einer Inkubations-
temperatur von 8T nach 12 Tagen nachweisen. Dies gelang allerdings nur bei der
Verimpfung solch grofl3er Sporenmengen, wie sie in Lebensmitteln nicht zu erwarten sind.
Weiterhin wurde untersucht, inwieweit eine Prainkubation bei 3T die Toxinbildung
beeinflusst. Wahrend dies bei C. botulinum-Typ E keine Wirkung zeigte, konnte BoNT-Typ B
mit zunehmender Dauer der Prainkubation eher festgestellt werden.

Wachstum bei 8C konnten FERNANDEZ und PECK (1997) nach 50 Tagen nachweisen,
wenn die Probe fur 42 Stunden bei 70C inkubiert wu rde. Erfolgte eine Erwarmung auf 70C
nur fir 105 Minuten, waren toxische Proben bei einer Inkubationstemperatur von 5C nach
14 Tagen und bei 8°C nach neun Tagen nachweisbar.
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Die Haltbarkeit wird von der Kihlung bestimmt. Lebensmittel, die bei 3 — 5T gelagert
werden, sollten maximal 10 Tage und bei <10C hochstens vier bis finf Tage gelagert
werden. Betragt die Haltbarkeit mehr als 10 Tage, sollten die Lebensmittel durch einen
weiteren Faktor so beeinflusst werden, dass eine Toxinbildung durch C. botulinum
unterbunden wird (HYYTIA-TREES 1999).

Die Untersuchungsergebnisse belegen, dass die BoNT-Produktion zum einen von der
Erwdrmungstemperatur und —dauer und zum anderen von der anschlieRenden Kihlung
abhangig ist.

4.1.2 Bestrahlung

Obwohl mittlerweile mehrere Studien zeigen, dass bestrahlte Lebensmittel weder toxische
Effekte erzielten noch genetische Defekte verursachen (THAYER et al. 1987; ELIAS 1992),
sind viele Konsumenten zurlickhaltend beim Kauf derart bearbeiteter Lebensmittel.

Die letalen Effekte einer Bestrahlung sind auf zwei verschiedene Pathomechanismen
zuruckzufuhren (SMITH u. SUGIYAMA 1988). Zum einen die Veranderungen am Genom
(z.B. irreparable Briche) und andererseits indirekte Effekte durch entstehende
Sauerstoffradikale (infolge Radiolyse des Wassers). Prinzipiell handelt es sich nicht um
einen Alles-oder-Nichts-Effekt. Bei subletalen Bestrahlungsdosen werden die Sporen
zunachst empfindlicher gegenitiber anderen hemmenden Einflissen. Beispielsweise
reagieren bestrahlte Typ E-Sporen im Vergleich zu unbehandelten empfindlicher auf
Polymyxin und Neomycin (ROWLEY et al. (1983b).

Vorangestellt werden sollen Ergebnisse von GRECZ et al. (1967), die belegen, dass eine
Bestrahlung mit nachfolgender Erhitzung zwar dazu fihrt, dass Sporen nicht mehr
auskeimen konnen, das in ihnen enthaltene BoONT jedoch nicht automatisch inaktiviert ist.

4.1.2.1 Einfluss auf die Spore

Je nach Stéarke der Bestrahlung werden verschiedene Effekte in der Lebensmittelherstellung
ausgenutzt (Tabelle A40). Wahrend nach einer Bestrahlung mit 2,5 bis 5,0 kGy die Lebens-
mittel gekuhlt werden sollten, um ein Auskeimen vorhandener Clostridium-Sporen zu
unterbinden, ist dies bei Werten um 30 kGy nicht mehr ndétig, da in diesem Bereich
vorhandene C. botulinum-Sporen zerstort werden (RAY 2001). Auch VARNAM und EVANS
(1991) bestatigen, dass eine Bestrahlung mit 3 bis 5 kGy vegetative Zellen abtétet, flr die
Zerstorung von Sporen dagegen solch hohe Dosen angewendet werden muissten, die mit
organoleptischen Veranderungen einhergehen.

Aufgrund der hohen Strahlenresistenz von C. botulinum-Sporen ist deren Abtotung in
Lebensmitteln schwierig, ohne die nutritiven und organoleptischen Eigenschaften zu
beeintrachtigen. Zudem bringt das Pasteurisieren mittels Bestrahlung keine weiteren Vorteile
gegenuber anderen Verfahren, da die Sicherheit der Lebensmittel nur durch zuséatzliche
Malnahmen gewdhrleistet werden kann.
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Prinzipiell weisen proteolytische Stamme hohere D-Werte als saccharolytische Vertreter
(HOBBS 1977) auf. Letztendlich haben Typ E-Sporen nur etwa 50% der Strahlenresistenz
wie Typ A-Sporen (SCHMIDT et al. 1962b). Differenzen wurden auch zwischen den Typen A
und B nachgewiesen (KEMPE et al. 1954; WHEATON et al. 1961).

Infolge Bestrahlung von Typ E-Sporen in Natriumphosphatldsung wurde ein leichter Abfall
der vitalen Dauerformen nach einer Bestrahlung mit 3 kGy beobachtet. Bei einer
Strahlendosis >5 kGy kam es zu einer schnellen Sporeninaktivierung (LIM et al. 2003). Die
fur die Abtdtung von clostridialen Sporen um den Faktor 10° bendtigte Strahlendosis betragt
10 bis 30 kGy (KRAMER 2002).

In Tabelle 16 sind einige in der internationalen Literatur angegebene D-Werte zusammen-
gefasst.

Tabelle 16: Nachgewiesene D-Werte fir C. botulinum-Sporen

C. botulinum-Typ D-Wert (kGy) Medium Literaturquelle
A <1,61-12,77 | Wasser bzw. Honig HUHTANEN 1991b
A 1,00 -1,30
B 1,00 — 1.20 Hirn-Leber-Herz-Bouillon ANELLIS et al. (1972)
B 3.4 Rinderhackfleisch KEMPE und GRAIKOSKI
(1962)
A 1,0 .-1,4
B 1,0-11
c 1,40 Wissrige Losung ROBERTS und INGRAM
D 2,20 (1965b)
E 08-1,6
F 2,50
E 1,20-2,20 | wassrige Lésung T;GIZI;RTS und INGRAM
E 1,25-1,38 | Rindfleischsuspension SCHMIDT et al. 1962a

Weitere zusammengefasste D-Werte konnen bei SCHMIDT und NANK (1960), SCHMIDT
(1963) sowie in Tabelle A41 nachgelesen werden. Der D-Wert wird unter anderem von der
Bestrahlungstemperatur (GRECZ et al. 1965,1971; Tabelle A42) und dem Lebensmittel bzw.
Medium (SCHMIDT u. NANK 1960; WHEATON et al. 1961) beeinflusst.
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4.1.2.2 Einfluss auf die vegetative Zelle
Der Einfluss der Bestrahlung auf die Toxinproduktion von C. botulinum in verschiedenen
Lebensmitteln wurde in mehreren Studien untersucht (Tabelle 17).

Tabelle 17: Abhangigkeit der BoNT-Bildung von einer Bestrahlung der Lebensmittel

. Lagerungs- | Bestrahlungs Tage bis )
Lebensmittel . Literaturquelle
temperatur -dosis (kGy) BoNT pos.
0 >55
56T 100 >55
Schellfisch- 200 >60
i EKLUND (1982)
filet 0 22
7,8 <C 100 23
200 <12
Schweine- 0 19
. 15<C LAMBERT et al. (1991b)
fleisch 1 28
2,5 24
: . 50 17
Rindfleisch 28 C SUAREZ REBOLLO et al. (1997)
7,5 24
10,0 38

Ebenso bestatigen CANN et al. (1966a), FIRSTENBERG-EDEN et al. (1982) und LAMBERT
et al. (1991c) einen signifikanten Unterschied bezlglich der Toxinproduktion in bestrahlten
und nicht bestrahlten Proben.

Anhand der Ergebnisse von EKLUND (1982) und SUAREZ REBOLLO et al. (1997) ist
erkennbar, dass die Verzégerung der Toxinbildung mit zunehmender Strahlendosis nicht
immer linear verlauft. Es ist anzunehmen, dass weitere, fur die Autoren nicht erkennbare
Faktoren oder eine Kombination dieser zuséatzlich Einfluss nehmen.

Zu gegenteiligen Ergebnissen kamen CANN et al. (1965). Im Rahmen ihrer Untersuchungen
konnte BoNT in mit 3,0 kGy bestrahlten Fischproben eher nachgewiesen werden als in nicht
bestrahlten. Als ursachlich sehen die Autoren die Reduktion der Verderbnisflora, was die
Bedingungen fur das Wachstum von und die Toxinbildung durch C. botulinum verbessert.

Auch AJMAL (1968b), VARNAM und EVANS (1991) sowie BOGL et al. (1993) weisen auf
die Gefahr hin, dass bei geringen Bestrahlungsstarken (<10 kGy) die konkurrierende
mikrobielle Flora gehemmt und somit einem Wachstum von C. botulinum Vorschub geleistet
wird, insbesondere unter anaeroben Bedingungen. Folglich kdnnen organoleptisch
unveranderte Lebensmittel BoNT-haltig sein und somit eine Gefahrenquelle darstellen
(LARSON u. JOHNSON 1999). Daher ist eine zusatzliche kuhle Lagerung empfehlenswert,
um das Auskeimen vorhandener Sporen mit anschlieRender Toxinbildung zu unterbinden.
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4.1.2.3 Einfluss auf das Botulinumtoxin

Die Zerstérung von BoNT infolge einer Bestrahlung ist primar dosisabhangig, gleichzeitig
beeinflusst das umgebende Medium sekundér die Bestrahlungsresistenz (TRANTER et al.
1987). So konnte eine Bestrahlung von BoNT-Typ E mit weniger als 60 kGy den Toxintiter
nicht vollstandig eliminieren (SKULBERG 1965). Vielmehr ist eine Dosis von >80 kGy fir die
Zerstérung von praformiertem Botulinustoxin erforderlich (KRAMER 2002).

Serumalbumin, Kasein, DNA und RNA sowie einige Aminosduren und Purine wirken
schitzend auf das Neurotoxin, wahrend fur Kohlenhydrate keine protektive Wirkung
festgestellt wurde (MIURA et al. 1970, zitiert bei SELL 1985). Dies erklart die Beobachtungen
von ROSE et al. (1988), dass das Botulinumtoxin in Fleischboullion strahlenresistenter ist als
in einer Gelatinephosphatlésung.

Weiterhin wurden nach Ultraschall- (SCHEIBNER 1955) und Mikrowellenbehandlungen
(NOTERMANS et al. 1990; SIMPSON et al. 1995) verringerte Toxinmengen nachgewiesen,
wobei die Starke der Reduktion in den verschiedenen Untersuchungen variierte. Eine
madgliche Erklarung dafir kdnnen jedoch auch die verschiedenen InokulumgrofR3en sein.

4.1.2.4 Interaktion mit anderen Einflussfaktoren

Inwieweit die Bestrahlung von Lebensmitteln einen signifikanten Einfluss auf die
Toxinbildung von C. botulinum hat, hdngt unter anderem von der Gaszusammensetzung
innerhalb der Verpackung ab. So konnten LAMBERT et al. (1991b) nur in Proben, die unter
Sauerstoff verpackt wurden, eine signifikante Verlangsamung der Toxinbildung nachweisen.
Weiterhin erhgéhen fur C. botulinum optimale Temperaturen, eine hohe Kontaminationsrate
und der fehlende Zusatz verschiedener Konservierungsstoffe die Bestrahlungsresistenz
vegetativer Zellen (KEMPE u. GRAIKOSKI 1962; AJMAL 1968b; DIEHL 1972; HUSSAIN et
al. 1977; FIRSTENBERG-EDEN et al. 1982; LAMBERT et al. 1991a; MONK et al. 1995).

4.1.2.5 Gesetzliche Regelungen

Im nationalen Recht ist die Bestrahlung von Lebensmitteln durch die
LEBENSMITTELBESTRAHLUNGSVERORDNUNG (2000) geregelt. Darin sind unter
anderem Zulassungen, die Einfuhr bestrahlter Lebensmittel aus Drittlindern sowie
Aufzeichnungspflichten und Analysemethoden genauso vorgeschrieben wie die Kenn-
zeichnung entsprechender Lebensmittel.

Innerhalb der Europaischen Gemeinschaft wird die Bestrahlung durch eine Rahmenrichtlinie
(1999/2/EG) und eine Durchfuihrungsrichtlinie (1999/3/EG) geregelt. Eine Ubersicht (iber
Zulassungen der y-Bestrahlung in verschiedenen europaischen Landern gibt Tabelle A43.
Die WHO empfiehlt eine Anwendung besonders in Landern der Dritten Welt (PFEILSTICKER
1993).
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4.2 Chemische Faktoren

4.2.1 Wasseraktivitat

4.2.1.1 Einfluss auf die Spore

Beziglich des bendtigten freien Wasseranteiles belegt die Studie von BAIRD-PARKER und
FREAME (1967), dass der Mindest-a,~-Wert fur das Auskeimen der Sporen variiert, je
nachdem, welche wasserbindende Substanz verwendet wird. Demzufolge ist auch die
Salzkonzentration eines Mediums unterschiedlich, die die Keimung (10,3%) und das
Wachstum (5,0%) hemmt (BAIRD-PARKER u. FREAME 1967).

Unabhangig davon weisen ELLIOTT und SCHAFFNER (2001) Varianzen zwischen den C.
botulinum-Typen nach. Wahrend 1,75% NaCl die Auskeimungsrate von Typ E nur reduziert,
werden Sporen des saccharolytischen Typs B vollstandig gehemmit.

Tabelle A44 belegt beispielhaft, wie der ay-Wert des Mediums die Hitzeresistenz von C.
botulinum-Typ A beeinflusst.

4.2.1.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

MOTARJEMI et al. (2000) benennen einen a,-Wert von maximal 0,93 als wachstums-
hemmend fur alle C. botulinum-Typen. Aus den Angaben in Tabelle 18 ist ersichtlich, dass
die Autoren dabei von dem niedrigsten in der Literatur vertffentlichten Mindest-a,-Wert
ausgehen und zusatzlich eine Sicherheitsspanne eingebracht haben.

Tabelle 18: Minimaler a w-Wert fur das Wachstum von C. botulinum in NaCl-haltigen Substraten
(SPERBER 1982)

C. botulinum-Typ | Mindest a ,-Wert | Literaturquelle
0,96 BAIRD-PARKER und FREAME (1967)
0,955 DENNY et al. (1969)
Aund B 0,95 SCOTT (1957)
0,94 OHYE und CHRISTIAN (1967)
0,94 MARSHALL et al. (1971)
0,972 EMODI und LECHOWICH (1969a)
E 0,97 BAIRD-PARKER und FREAME (1967)
0,97 OHYE und CHRISTIAN (1967)

Die gefundenen Grenzwerte differieren zum einen zwischen den verschiedenen C.
botulinum-Typen und zum anderen ist der Grenzwert eines Typs je nach verwendetem
Zusatz unterschiedlich (Tabelle A45). Unter Verwendung von Glycerol toleriert C. botulinum
niedrigere ay-Werte, da es in die Zelle gelangen kann und so kein osmotischer Stress wie
bei dem nicht permeablen Natriumchlorid entsteht (RAY 2001).
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Anhand der Untersuchungsergebnisse von BARBUT et al. (1986) ist der Einfluss des
verwendeten Salzes gut nachvollziehbar. Sie konnten BONT zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nachweisen, je nachdem, welches Salz den ay-Wert regulierte (Tabelle A46).

Infolge ihrer Untersuchungen legten BRIOZZO et al. (1986) den Mindest-a,-Wert fir
Wachstum und Toxinbildung von C. botulinum-Typ G bei 0,965 fest.

In Kaviar fand bei einem a,-Wert von 0,968 keine Toxin-Synthese statt. Dies konnte erst ab
einem ay-Wert von 0,974 nach vier Wochen fir die Typen A und B belegt werden
(HAUSCHILD u. HILSHEIMER 1979).

GLASS und DOYLE (1991) versetzten verschiedene Pastaprodukte mit proteolytischen C.
botulinum-Sporen. Nach Inkubation bei 30C konnte in keiner der Proben eine Toxinbildung
nachgewiesen werden, wenn der ay-Wert < 0,94 war. Dagegen konnte BoNT in einer der
Proben mit einem ay-Wert von 0,96 nach zwei Wochen festgestellt werden.

In Fleischproben, deren ay-Werte deutlich niedriger lagen (<0,82), konnten weder Wachstum
noch Toxinbildung durch proteolytische Typ B-Sporen festgestellt werden (LARA et al. 2003).

4.2.1.3 Interaktion mit anderen Einflussfaktoren

Die Sensibilitat von C. botulinum beziglich eines reduzierten ay-Wertes variiert in
Abhangigkeit von pH-Wert und Inkubationstemperatur (BAIRD-PARKER u. FREAME 1967,
Tabelle A31).

Bei den Untersuchungen von EMODI und LECHOWICH (1969a,b) lagen die minimalen ay-
Werte bei 0,978 und 0,975, wenn die Inkubationstemperatur zwischen 10C und 30<C lag.
Erst bei Temperaturen unter 10C kam es zu einem b erdurchschnittlichen Anstieg des
Mindest-ay-Wertes.

BAIRD-PARKER und FREAME (1967) untersuchten die Mindest-ay-Werte flr vegetatives
Wachstum der Typen A und B bei einer Inkubationstemperatur von 20<C. Unter Verwendung
von NacCl betrug dieser 0,97 und unter Verwendung von Glycerol 0,93.

Wahrend in bei 30T inkubierten Nudelprodukten mit einem a,-Wert von 0,96 nach zwei
Wochen Toxin nachweisbar war, gelang dies bei einer Inkubationstemperatur von 4C auch
bei einem a,-Wert von 0,99 nicht (GLASS u. DOYLE 1991).

Wachstum far C. botulinum-Typ E konnte bei einem a,-Wert von 0,975 nach sechs Tagen
bei 30 nach 19 Tagen bei 15T und nach 42 Tagen b ei 7,2C nachgewiesen werden (RAY
2001).

Bei optimalen Temperaturbedingungen hat C. botulinum im pH-Wert-Bereich von 7 — 8 die
groldte Toleranz gegentiber einem niedrigen ay-Wert. Je mehr der pH-Wert in den sauren
Bereich absinkt, desto héher war der fur das Wachstum bendétigte ay-Wert (Tabelle A32).
Bestétigt werden diese Zusammenhéange durch die Untersuchungen von DODDS (1989), die
in Tabelle A33 zusammengefasst sind.

Der minimale a,-Wert ist unabhangig davon, ob Elektrolyte oder Nichtelektrolyte (z.B.
Zucker) zu seiner Einstellung verwendet werden (EMODI u. LECHOWICH 1969b).
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4.2.1.4 a,-Werte ausgewahlter Lebensmittel

Tabelle A47 gibt einen Uberblick iiber die a,-Werte in verschiedenen Produkten.

Die ay-Werte der von DEHOF (1994) untersuchten geraucherten Forellenfilets lagen
oberhalb der angegebenen Werte — sie rangierten zwischen 0,983 und 0,987.

Aufgrund der vorher genannten Untersuchungen mussen bei Lebensmitteln, die einen ay-
Wert Uber 0,93 aufweisen, zuséatzliche Einflussfaktoren wirken, so dass ein Wachstum von
C. botulinum mit Toxinsynthese unterbunden wird.

Kurz genannt werden soll an dieser Stelle die Gruppe der Lebensmittel, die eine relativ hohe
Konzentration an wasserbindenden Lésungen oder hydrophilen Kolloiden enthalten. Hierzu
zéhlen unter anderem Salami, Trockenobst und Honig. Ihnen ist gemeinsam, dass sie ay-
Werte zwischen 0,70 und 0,90 haben und damit auch ohne Kihlung relativ lange haltbar
sind. Aufgrund des niedrigen ay-Wertes wird ein Auskeimen evtl. vorhandener Sporen und
vegetatives Wachstum unterbunden (RAY 2001).

4.2.2 pH-Wert

Bevor auf den Effekt einer pH-Wert-Verschiebung auf Spore, vegetative Zelle und Toxin im
Einzelnen eingegangen wird, sollen einige Ubergreifende Untersuchungsergebnisse
dargestellt werden.

Bei Verimpfung vegetativer Zellen liegt der optimale pH-Wert bei 7,0 (DOZIER 1924a),
werden Sporeninokula verwendet, wurde ein geringgradig niedrigeres Optimum festgestellt.
Ursachlich sind vermutlich differierende Bedingungen fur das Auskeimen der Sporen.
BONVENTRE und KEMPE (1959b) konnten starkes Wachstum von C. botulinum-Typ A bei
pH-Werten zwischen 5,5 und 7,0 feststellen. Maximale Toxintiter dagegen wurden in
Bereichen von 5,5 bis 8,0 nachgewiesen. Innerhalb dieses Bereiches konnten die Autoren
keine gravierenden Differenzen feststellen.

Aufgrund mikrobieller Aktivitdten kommt es wahrend der Lagerung vieler Lebensmittel zu
einem pH-Wert-Abfall (AUSTIN et al. 1998; GLASS et al. 1999). Deshalb kénnen auch,
aufgrund ihres hohen pH-Wertes, als sicher geltende Lebensmittel ein Botulismusrisiko
darstellen.

4.2.2.1 Einfluss auf die Spore

In den Untersuchungen von ROWLEY und FEEHERRY (1970) lag der fur die Auskeimung
gunstigste pH-Wert zwischen 6,5 und 7,5. Dies stimmt mit den Untersuchungsergebnissen
von ANDO und IIDA (1970) Uberein.

Je weiter der pH-Wert sinkt, desto geringer ist die Auskeimungsrate bzw. verlangert sich die
fur die vollstindige Keimung bendtigte Zeit (BAIRD-PARKER u. FREAME 1967).
Beispielsweise fuhrt bei 15T und einem Salzgehalt von 2% eine Reduktion des pH-Wertes
von 6,5 auf 5,5 zu einem 10-fachen Anstieg der mittleren Auskeimungsdauer (CHEA et al.
2000).
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Bezlglich der Untergrenze, bei der ein Auskeimen der Sporen festgestellt wurde, sind in der
Literatur variierende Angaben zu finden.

Die Varianzen sind unter anderem vom C. botulinum-Typ abhéngig - so belegen die
Ergebnisse von BLOCHER und BUSTA (1985) eine vollstandige Hemmung der Sporen-
auskeimung fur C. botulinum-Typ A, wahrend das Auskeimen von Typ B-Sporen nicht
beeinflusst wurde.

Wahrend ROWLEY und FEEHERRY (1970) bei pH-Werten unter 4,8 ein Nachweis der
Sporenauskeimung nicht gelang, war dies SMELT et al. (1982) bei einem pH-Wert von 4,3
und YOUNG-PERKINS und MERSON (1987) bei einem pH-Wert von 4,07 mdglich. Auch
RAATJES und SMELT (1979) berichten, dass ein Auskeimen von C. botulinum-Sporen bei
einem pH-Wert von 4,2 unter anaeroben Bedingungen und einer Sojaproteinkonzentration
von 5.5% nachweisbar war. Anhand der variierenden Ergebnisse wird deutlich, dass die
Zusammensetzung des Mediums das Auskeimen von Sporen unter suboptimalen
Bedingungen beeinflusst. SMELT et al. (1982) gehen davon aus, dass vorhandene Bacillus
spp. das Redoxpotenzial senken sowie das Enzym Katalase produzieren und so ein
Auskeimen der Sporen im primér sauren Medium ermdglichen.

In Tomaten, die mit proteolytischen und nicht-proteolytischen Typ B-Sporen inokuliert und
bei 23T unter reduziertem Sauerstoffgehalt inkubie rt wurden, konnten HOTCHKISS et al.
(1992) BoNT nachweisen. Dabei lagen die pH-Werte einiger als positiv ermittelten Proben
bei < 4,6.

Birnen, die zu den sauren Lebensmitteln gehdren (Tabelle A54), konnten als Ursache fir
zwei Todesfalle infolge Botulismus nachgewiesen werden (MEYER u. GUNNISON 1929).
Gleichzeitig wurden in den Verdachtsproben Hefen und Laktobazillen festgestellt. In eigenen
Untersuchungen keimten unter Zugabe von Hefen Sporen aus und ermobglichten das
Wachstum vegetativer Zellen - vermutlich durch eine lokale Anhebung des pH-Wertes.

Auch Uber das Auskeimen von C. botulinum-Sporen im alkalischen Milieu gibt es
Untersuchungen. VARY und HALVORSON (1968) konnten ein Auskeimen bei pH-Wert 8,5
nachweisen, wobei oberhalb von pH-Wert 7,5 mit einer Abnahme der Auskeimungsrate zu
rechnen ist (ROWLEY und FEEHERRY 1970).

YOUNG-PERKINS und MERSON (1987) untersuchten, ob sich C. botulinum-Typ A bei
einem pH-Wert von 4,07 vermehrt. Nach Inkubation bei 30C beobachteten sie stark
bewegliche Zellen. Da die Medien nur mit Sporen inokuliert wurden, zogen sie daraus
Ruckschlisse auf stattgefundene Auskeimung. Allerdings wurden nur 5% vegetative Zellen
gefunden, der deutlich groRere Anteil waren unverdnderte Sporen. Dieser Nachweis kénnte
eine Erklarung fir negative Ergebnisse friherer Untersuchungen sein.
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4.2.2.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

SAKAGUCHI et al. (1960) konnten in Herz-Hirn-Infusionen, die bei 30T inkubiert wurden,
einen fur das Wachstum von C. botulinum optimalen pH-Wert von 6,9 feststellen. Auch
HOBBS (1976,1977) sowie DEHOF et al. (1989) gehen von einem Optimum im neutralen
Bereich (pH-Wert 6,8 — 7,0) aus.

Der obere Grenzbereich wird mit ca. 8,5 angegeben (SAKAGUCHI et al. 1960; ROMPF u.
JAHN 2000). HOBBS (1977) unterscheidet zwischen den proteolytischen und den nicht-
proteolytischen Stammen - fur erstere gibt er die Obergrenze mit 9,0 und fur letztere mit 8,5
an.

Die Fahigkeit von C. botulinum, in saurem Milieu zu wachsen, hangt zum einen vom pH-Wert
an sich und zum anderen von dem verwendeten Sauerungsmittel ab. Weiterhin ist das
Redoxpotenzial des Lebensmittels entscheidend, da bei dessen Reduktion Bedingungen
geschaffen werden, die das Wachstum von C. botulinum férdern (SMOOT u. PIERSON
1979).

Der das Wachstum von C. botulinum hemmende pH-Wert variiert von Typ zu Typ. Als
Hemmfaktor fur die Gruppe | gilt allgemein ein pH-Wert von 4,6, fir die Gruppe Il einer von
5,0 (INGRAM u. ROBINSON 1951; ODLAUG u. PFLUG 1978; MOTARJEMI et al. 2000).
Grundlage dieser Grenzwerte sind die Untersuchungen von TOWNSEND et al. (1954).
Danach liegt der Mindest-pH-Wert fir das vegetative Wachstum bei 4,8. Dazu wird eine
Sicherheitsspanne von 0,2 Einheiten abgezogen, somit ist der Grenzwert bei 4,6 festgelegt.
Je weiter sich der pH-Wert eines Mediums vom Optimum entfernt, desto mehr verlangert
sich die Zeitspanne, bis BONT nachgewiesen werden kann (DODDS 1989; Tabelle A48).

Die Ergebnisse von BLOCHER und BUSTA (1983a) belegen, dass eine Reduktion des pH-
Wertes in Bereichen <5,5 nur einen minimalen Effekt auf das Wachstum vegetativer Zellen
hat. Eine andere Untersuchung konnte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede bezlglich
der Wachstumswahrscheinlichkeit bei pH-Wert 5,5 und 5,1 finden (LUND et al. 1987),
wogegen bei pH-Wert 4,9 die Wahrscheinlichkeit 30-mal niedriger lag.

In spateren Untersuchungen konnten Wachstum und Toxinsynthese auch bei deutlich
niedrigeren pH-Werten beobachtet werden. Als ursachlich werden Inseln mit héheren pH-
Werten vermutet. Solche umschriebenen Areale wurden unter Myzelien in verschimmeltem
Tomatensaft (HUHTANEN et al. 1976; ODLAUG u. PFLUG 1979) und in ausgefallenen
Eiweilen (TANAKA 1982) nachgewiesen.

Ergebnisse, die mit Hilfe kiinstlicher Medien gewonnen werden, kénnen nicht bedingungslos
auf Lebensmittel Gbertragen werden. So konnte die BoNT-Synthese in Medien, deren pH-
Werte mit Zitronensdure gesenkt wurden, bis zu einem pH-Wert von 4,2 nachgewiesen
werden (TSANG et al. 1985), wahrend dies in Lebensmitteln, deren pH-Werte bei 4,6 lagen,
nicht gelang (POST et al. 1985a). Aus diesem Grunde werden im Folgenden Ergebnisse, die
auf der Basis der Verwendung synthetischer Medien und solche, die an Lebensmitteln
durchgefuhrt wurden, getrennt dargestellt.
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4.2.2.2.1 In synthetischen Medien

Ein pH-Wert von 5,5 — 6,5 kann das Wachstum nicht vollstandig hemmen, es ist aber
deutlich verlangsamt (BLOCHER et al. 1982). Dies bestétigt die Ergebnisse von BAIRD-
PARKER und FREAME (1967) - sie konnten bei einem pH-Wert von 5,3 Wachstum der
Typen A, B und E feststellen. Bei einem pH-Wert von 5,0 war dies nur fir die Typen A und B
bei einer Inkubationstemperatur von 30C mdéglich. B ei niedrigeren Temperaturen konnte der
Wachstumsnachweis nicht erbracht werden.

RAATJES und SMELT (1979) gelang in mit Sojaprotein angereicherten Medien der
Wachstumsnachweis von C. botulinum-Typ A und B nach sechswéchiger Inkubation bei
30<C. Bei einem pH-Wert von 4,0 war ein Proteingehalt von 5,5% nétig und bei einem pH-
Wert von 4,4 eine EiweiRkonzentration von 3,0%. Die Autoren verweisen darauf, dass mit
den C. botulinum-Sporen auch Bacillus-Sporen inokuliert wurden — diese senken das
Redoxpotenzial und schaffen somit bessere Bedingungen fur C. botulinum.

In mit Sojaprotein angereicherten Medien konnten auch SMELT et al. (1982) Wachstum von
proteolytischen C. botulinum-Stammen bei pH-Werten <4,6 nachweisen (Tabelle A49). Dies
gelang ebenfalls in mit 5,5% Milchprotein versetzten Medien bei pH-Werten von 4,4 — 45.
Dagegen konnten diese Ergebnisse in Medien, die nur einen Proteingehalt von 0,6%
aufwiesen, nicht nachvollzogen werden.

In Medien, deren pH-Werte mit Zitronensaure eingestellt wurden, stellten TSANG et al.
(1985) Wachstum und Toxinbildung bei einem pH-Wert von 4,2 fest. In vergleichbaren
Medien, denen Essigsaure zugesetzt wurde, war dies erst ab einem pH-Wert von 5,0 und
nach einer deutlich langeren Inkubationszeit moglich.

Auch in einem Medium auf Rindfleischbasis, dessen pH-Wert bei 3,73 lag, konnte nach 35
Wochen Wachstum und Toxinbildung nachgewiesen werden (WONG et al. 1988). Der
Proteingehalt des Mediums betrug 3%. Wurde dieser auf 2% gesenkt, lag der Mindest-pH-
Wert bei 4,29.

Die Mindest-pH-Werte fir verschiedene Stamme von C. botulinum-Typ C liegen zwischen
5,62 und 5,1 (SEGNER et al. 1971b).

Anhand der vorliegenden Untersuchungsergebnisse wird die Bedeutung vorhandener
EiweilRe in Lebensmitteln mit einem niedrigen pH-Wert deutlich. Proteine fungieren einerseits
als Nahrstoffquelle und andererseits als Puffer, der die pH-Wert-Reduktion im Zellinneren
verlangsamt (YOUNG-PERKINS u. MERSON 1987; WONG et al. 1988). Innerhalb der
Matrix ausgeféllter Eiweil3e liegen aufgrund der proteolytischen Aktivitdten von C. botulinum
lokal hthere pH-Werte vor. Somit ist lokal begrenztes Wachstum in Losungen maoglich, deren
pH-Wert <4,6 liegt (RAATJES u. SMELT 1979; TANAKA 1982).

Anhand dieser Ergebnisse zeigt sich, dass der pH-Wert allein kein zuverlassiger Indikator fur
das Wachstum von C. botulinum ist. Vielmehr sollte er immer in Zusammenhang mit dem
Proteingehalt der Losung und der Art der verwendeten Sauren gesehen werden.
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4.2.2.2.2 In Futter- oder Lebensmitteln

BOW et al. (1974) berichten von einem Botulismusfall in Idaho, Utah. Das auslésende Agens
war Tomatensaft , dessen pH-Wert bei 4,2 lag. Neben C. botulinum-Typ A und seinem Toxin
wurde, wie auch bei MEYER und GUNNISON (1929), ein nicht ndher identifizierter hefen-
ahnlicher Mikroorganismus gefunden. Vermutlich erméglichte dieser — wie auch in anderen
Berichten beschrieben (HUHTANEN et al. 1976; ODLAUG u. PFLUG 1979) — einen lokalen
pH-Wert-Anstieg und somit eine Vermehrung von C. botulinum.

In Feigen konnten ITO et al. (1978) Wachstum und Toxinsynthese bei einem pH-Wert von
5,45 feststellen. Bei einem niedrigeren pH-Wert gelang dieser Nachweis nicht.

LERKE (1973) wies in Krabbenfleisch , dessen pH-Wert bei 4,96 lag, nach sechs Tagen
BoNT nach, wenn die Proben bei 30T inkubiert wurde n. Bei einer Lagerungstemperatur von
10T konnte der Nachweis erst nach >127 Tagen erbra cht werden.

HAUSCHILD und HILSHEIMER (1979) wiesen in Kaviar, dessen a,-Wert 0,978 betrug,
nach zwei Wochen bei einem pH-Wert von 5,2 BoNT nach. Wurde der ay-Wert auf 0,974
gesenkt, war eine Toxinproduktion auch nach vier Wochen bei einem pH-Wert von 5,4 nicht
feststellbar.

In Pilzsauce , die einen pH-Wert von 4,35 hatte, konnten NIKOLAEVA und MAZOKHINA
(1972, zitiert bei SMELT et al. 1982) Wachstum und Toxinbildung von C. botulinum-Typ B
nachweisen. Diese Ergebnisse sollten aber unter Vorbehalt bewertet werden, da eine relativ
grof3e Inokulummenge verwendet wurde (3x107 KBE/g). So kann nicht ausgeschlossen
werden, dass das nachgewiesene Toxin mit den inokulierten Sporen eingebracht wurde
(SMELT et al. 1982).

In marinierten Lebensmitteln  gelang der BoNT-Nachweis bei pH-Wert 4,77, nicht jedoch
bei pH-Wert 4,62 (HAUSCHILD et al. 1975).

NOTERMANS et al. (1979) wiesen eine Toxinbildung in Grassilage nach. Bei einem pH-
Wert von 6,5 lag der minimale ay-Wert bei 0,943; wurde der pH-Wert auf 5,3 reduziert,
musste der ay~-Wert auf mindestens 0,985 angehoben werden (Tabelle A34).

In unbehandelten Truthahnprodukten  stellten MILLER et al. (1993) eine Toxinproduktion
durch proteolytische C. botulinum-Stamme fest. Wurden die Proben bei 28T inkubiert,
konnte bei den pH-Werten von 6,5; 6,0 und 5,5 nach funf, sechs und sieben Tagen BoNT
nachgewiesen werden.

In Essiglake eingelegte und bei Zimmertemperatur aufbewahrte Heringe (pH-Wert = 4,5)
|6sten 1986 bei zwei Frauen Botulismus aus (SCHULZE 1986).

Bei einer Inkubationstemperatur von 20C gelang ein Toxinnachweis in allen frischen
Pastaproben , nur in den mit Artischocken gefiillten Tortellini gelang dies nicht (DEL TORRE
et al. 1998). Ursache hierfur ist vermutlich der deutlich niedrigere pH-Wert (Tabelle A50).
Weiterhin besteht ein Risikofaktor in dem fir einige Proben nachgewiesenen Anstieg des
pH-Wertes wahrend der Inkubation.

THOMPSON und TANNER (1925) konnten in verschiedenen sauren Lebensmitteln eine
Toxinproduktion nachweisen, wenn die Proben bei Raumtemperatur gelagert wurden
(Tabelle A51). In Obst- und Gemusesorten, die einen niedrigeren pH-Wert aufwiesen (z.B.
Sauerkraut), gelang dies nicht.
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Auch primér saure Lebensmittel (pH-Wert < 4,6) konnten als auslésende Agenzien im
Rahmen von Botulismusfallen ausgemacht werden (Tabelle A20).

Obwohl eine Toxinsynthese durch C. botulinum in Lebensmitteln, deren pH-Werte unterhalb
von 4,6 liegen, unwahrscheinlich ist, ist die generelle Aussage falsch, Wachstum sei bei pH-
Werten <4,6 nicht méglich (RAATJES u. SMELT 1979).

4.2.2.3 Einfluss auf das Botulinumtoxin

Das Protoxin weist eine starke Stabilitat beziglich pH-Wert-Veranderungen auf. Die Unter-
suchungen von KITAMURA et al. (1969) zeigen, dass es erst bei pH-Werten < 3 und > 9 zu
einer Inaktivierung kommt. Dabei liegt der Bereich der hdchsten Stabilitat zwischen pH-Wert
4 und 6, wie auch die spateren Ergebnisse von SCHWARZ (1979) zeigen. Bestatigt werden
ebenso die Versuchsergebnisse von MAIER (1954), im Rahmen derer der Toxintiter im
Mainwasser (pH-Wert =6,5) eher sank als der in physiologischer Kochsalzlésung (pH=5,9)
(Tabelle A52). Zu analogen Ergebnissen kam der Autor bei Untersuchungen mit
verschiedenen Bodenarten. In Humuserde, deren pH-Wert mit 5,7 am niedrigsten lag, war
BoNT am langsten nachweisbar.

Beim schematischen Ubertragen dieser Ergebnisse auf die Verdauungsvorgidnge misste
von einer Inaktivierung des BoONT ausgegangen werden, da der Magensaft einen pH-Wert
von 1,6 aufweist. Mit Hilfe zweier Mechanismen gelingt dem Toxin dennoch eine
unbeschadete gastrale Passage: Zum einen steigt der pH-Wert des Magensaftes wahrend
einer Mahlzeit und zum anderen wirken Nahrungspartikel protektiv (NOTERMANS et al.
1980).

Parallel dazu darf in sauren Lebensmitteln das Vorhandensein von BONT nicht ausge-
schlossen werden. So wurde in bei Zimmertemperatur gelagertem sauren Fischprodukten
(marinierter Hering) nach mehr als vier Monaten BoNT-Typ E nachgewiesen (SEIDEL 1992).
Die Ergebnisse von BRIOZZO et al. (1986) zeigen, inwieweit der pH-Wert die Aktivierung
des BoNT durch Trypsin beeinflusst (Tabelle A53). Fur durch Trypsin aktiviertes BONT
konnte bei einem pH-Wert von 2,2 ein stabiler Toxintiter fur drei Wochen nachgewiesen
werden. Im Anschluss daran verfunffachte sich dieser und fiel nach weiteren drei Wochen in
den Ausgangsbereich zurtick (HUSS u. PETERSEN 1980).

4.2.2.4 Interaktion mit anderen Einflussfaktoren

Neben der Art des Lebensmittels bzw. des Mediums beeinflussen auch der Anfangs-pH-
Wert, die Inokulumgrof3e, die Inkubationstemperatur und —zeit sowie der verwendete Stamm
den Mindest-pH-Wert (ODLAUG u. PFLUG 1978).

Mehrere Untersuchungen zeigen, dass Wachstum bei suboptimalen Bedingungen einen
hoheren pH-Wert erfordert als unter optimalen Bedingungen. Die von BAIRD-PARKER und
FREAME (1967) untersuchten Stamme konnten bei niedrigeren pH-Werten wachsen, wenn
sie bei 30T und nicht nur bei 20T inkubiert wurde n. Fir den Typ E konnten SEGNER et al.
(1966), EMODI und LECHOWICH (1969a) sowie LERKE (1973) entsprechende Ergebnisse
vorweisen.

Die pH-Wert-Untergrenze flur die Toxinbildung proteolytischer C. botulinum-Typ B-Stamme
hangt parallel von dem vorliegenden ay,-Wert (NOTERMANS et al. 1979) bzw. der Menge an
zugegebenem Salz (MONTVILLE 1983) ab.



69

Neben den vorherrschenden Umweltbedingungen hat auch das verwendete Inokulum einen
entscheidenden Einfluss auf den minimalen pH-Wert. So konnten ITO et al. (1976) bei einem
pH-Wert von 5,0 Wachstum und Toxinbildung nachweisen, wenn 10° Sporen verimpft
worden waren. Dieser Nachweis gelang nicht bei einer Inokulumgréf3e von 102 Sporen, was
eher einer nattrlichen Kontamination entspricht. Damit werden die Ergebnisse von SEGNER
et al. (1966) sowie HAUSCHILD et al. (1975) bestétigt. Neben der Anzahl der verwendeten
Sporen ist auch die Anzahl der verwendeten Stdmme entscheidend. Da die Sensibilitat
beziglich eines reduzierten pH-Wertes zwischen den Stdmmen variiert (EMODI u.
LECHOWICH 1969a; BREAD et al. 1970), kann bei Verwendung von nur einem Stamm
keine die gesamte Spezies umfassende Aussage gemacht werden. Je gréRRer die Vielfalt der
untersuchten Stamme ist, desto eher kénnen allgemeingultige Aussagen gemacht werden.

4.2.2.5 pH-Werte in Lebensmitteln

Lebensmittel werden aufgrund ihres pH-Wertes in verschiedene Gruppen eingeteilt (Tabelle
A54) und dementsprechend ist das Risiko der BONT-Synthese einzuschétzen.

In verschiedenen Kasesorten, deren ay-Werte oberhalb von 0,96 lagen, war bei einem pH-
Wert von 5,6 kein Wachstum von C. botulinum innerhalb von drei Monaten nachweisbar
(TER STEEG et al. 1995).

Ausgehend von Botulismusfallen in Italien durch toxinhaltigen Kase (AURELI et al. 1996),
untersuchten FRANCIOSA et al. (1999) verschiedene Milchprodukte. Dabei konnten sie in
der betroffenen Marke pH-Werte von 5,98 bis 6,25 feststellen. Da in diesem Bereich ein
Wachstum von C. botulinum méglich ist, missen zusatzliche Barrieren ein Auskeimen der
durch die Autoren nachgewiesenen Sporen verhindern.

DEL TORRE et al. (1998) fanden in frischen Pastaprodukten pH-Werte, die ein Wachstum
von C. botulinum mit Toxinsynthese ermdglichen (Tabelle A50).

4.2.3 Reduktions-Oxidations-Potenzial

Die Hemmung anaerober Mikroorganismen in Medien mit hohen Redoxpotenzialen beruht
starker auf dem Vorhandensein von geldstem Sauerstoff als auf dem Ex-Wert selbst (LUND
u. WYATT 1984). Nach Beginn des mikrobiellen Wachstums kommt es zu einem Abfall des
En-Wertes, bedingt durch die H*-Produktion der vegetativen Zellen (SMOOT u. PIERSON
1979).

4.2.3.1 Einfluss auf die Spore

Die Untersuchungen von ANDO und IIDA (1970) zeigen, dass bei einem Redoxpotenzial von
+231 mV bis +293 mV ein Auskeimen von C. botulinum-Typ E-Sporen nachweisbar war,
wenn auch kein Wachstum der gebildeten vegetativen Zellen. Damit muss davon
ausgegangen werden, dass ein Auskeimen von C. botulinum-Sporen unter Luftsauerstoff
maglich ist.
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4.2.3.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

Wachstum von C. botulinum wurde von —6mV bis —436mV nachgewiesen (MORRIS u.
O'BRIEN 1971, zitiert bei ODLAUG u. PFLUG 1978). SMOOT und PIERSON (1979)
bestdtigen dies. Je niedriger das Redoxpotenzial ist, desto eher und starker kdnnen
Wachstum und Toxinbildung nachgewiesen werden (ANDO u. INOUE 1957; LUND u.
WYATT 1984; WONG et al. 1988). Aus lebensmittelhygienischer Sicht ist jedoch weniger die
Untergrenze als vielmehr die Obergrenze des durch C. botulinum tolerierten Redox-
potenzials relevant, weshalb im Folgenden nur darauf eingegangen wird.

Der Hochstwert, bei dem Wachstum von C. botulinum nachgewiesen werden kann, unterliegt
dem Einfluss der anderen vorliegenden Parameter. Nach ROBERTS (1982, zitiert bei
VARNAM und EVANS 1991) sowie ROWLEY und ANELLIS (1976, zitiert bei SMOOT und
PIERSON 1979) ist ein Wachstum von C. botulinum oberhalb eines Redoxpotenzials von
+150mV nicht moglich, auch wenn alle anderen Parameter im Optimalbereich liegen.
Dagegen konnte MORRIS (1976, zitiert bei LUND und WYATT 1984) Wachstum noch bei
+250 mV feststellen.

Der Wachstumsnachweis bei einem festgelegten Redoxpotenzial wird unter anderem von
der verwendeten InokulumgrofRe beeinflusst (Tabelle A55).

Zugabe reduzierender Agenzien
Der En-Wert eines Mediums kann durch verschiedene Zusatze sowohl gesteigert (z.B.

Ascorbinsaure) als auch gesenkt (z.B. Cysteinhydrochlorid) werden (SMITH u. PIERSON
1979). Bei vergleichbarer Molarkonzentration variierte die reduzierende Starke in
abnehmender Reihenfolge: Natriumaldehydsulfoxylat, 2-Mercaptoethanol, Zysteinhydro-
chlorid, Natriumthioglucolat und Ascorbinsaure.

Dabei hangt die Beeinflussung des Wachstums zum einen vom Zusatz an sich und zum
anderen von dessen Konzentration ab (Tabelle A56). Die Zugabe von 0,05 — 0,1%
Thioglucolsaure oder 0,1 — 0,2% Zystein zum Medium ermdglicht ein Wachstum von C.
botulinum auch unter aeroben Bedingungen (SAKAGUCHI 1983). Bei Erhthung der
Thioglucolatzugabe auf 0,2% wurde das Anwachsen von C. botulinum-Typ E verzégert
(SEGNER et al. 1966).

LUND et al. (1987) stellten fest, dass die Zugabe von Kaliumsorbat (<2 mg/l) und
Zysteinhydrochlorid (200 mg/l) keinen Einfluss auf das Redoxpotenzial hat.

4.2.3.3 Ep-Werte verschiedener Lebensmittel

Tabelle A57 gibt einen Uberblick tiber En-Werte ausgewahlter Lebensmittelgruppen. Ein
hohes Redoxpotenzial in Lebensmitteln ist zumeist auf die Anwesenheit von Sauerstoff
zuriickzufiihren (HUNGATE 1969, zitiert bei LUND u. WYATT 1984).

In Lebensmitteln mit Luftkontakt kann sich sekundar ein Redoxpotenzial entwickeln, das das
Wachstum von C. botulinum ermdéglicht (MOSSEL u. INGRAM 1955, zitiert bei BAKER u.
GENIGEORGIS 1990). Die Ergebnisse von ANDO und INOUE (1957) zeigen, dass das
Redoxpotenzial in Fischfleisch infolge Verderbnis und Autolyse abféllt und so anaerobe
Bedingungen entstehen, die ein Wachstum mit Toxinbildung ermdéglichen.
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Auch andere Untersuchungen belegen, dass die Ep-Werte vieler Lebensmittel, deren
Umgebung 1 bis 5% Sauerstoff enthalt, noch niedrig genug sind, um eine BoNT-Synthese zu
gewabhrleisten (HOTCHKISS et al. 1992). So konnte in Mascarpone-Proben, deren E,-Werte
zwischen +78mV und +285 mV lagen, Wachstum und Toxinbildung nachgewiesen werden
(FRANCIOSA et al. 1999).

Besonders fir die Beurteilung von Pokellaken ist der Ep-Wert von entscheidender
Bedeutung. So konnten LEISTNER und MIRNA (1959) einen engen Zusammenhang
zwischen der Qualitat einer Pdkellake (Geruch, Geschmack, Farbe, Tribung, Ausflockung,
pH-Wert, Pokelsalzkonzentration, Keimzahl und -art) und deren Redoxpotenzial belegen
(Tabelle A58).

SMOOT und PIERSON (1979) wiesen die Einflisse des En-Wertes auf die das Wachstum
von C. botulinum hemmenden Faktoren nach. So wird beispielsweise in einem Medium mit
geringerem Ep-Wert eine hohere NaCl-Konzentration bendtigt, um eine vollstédndige
Hemmung von C. botulinum abzusichern.

4.2.4 Veranderte Gasatmospharen

Die Nutzlichkeit einer verdnderten Gasatmosphéare zur Verlangerung der Haltbarkeit von
Lebensmitteln wurde durch verschiedene Autoren nachgewiesen (CHRISTOPHER et al.
1979a; BANKS et al. 1980; WILHELM 1982; MOLIN et al. 1983; FARBER 1991;
HOTCHKISS u. BANCO 1992). Die antimikrobielle Wirkung beruht auf der Beeinflussung
des Ep-Wertes. Dieser wird durch Reduktion des Sauerstoffgehaltes gesenkt, folglich kommt
es zu einer Hemmung des Wachstums der aeroben Verderbnisflora. So kénnen qualitativ
hochwertige Lebensmittel mit verlangerter Haltbarkeit hergestellt werden. Nachteilig ist dabei
das Schaffen von anaeroben und damit optimalen Bedingungen fur das Wachstum von C.
botulinum, was nur durch Kuhltemperaturen <3 unterbunden w erden kann (AUSTIN et al.
1998; GIBSON et al. 2000). Zu hohe COz-Konzentrationen kdnnen sogar das Auskeimen
von Sporen stimulieren (ANDO u. IIDA 1970; FOEGEDING u. BUSTA 1983).

In der Lebensmittelindustrie kommen zwei Methoden zur Anwendung: zum einen die
Aufbewahrung von Lebensmitteln unter Vakuumbedingungen und zum anderen die CA-
Lagerung, wobei zumeist eine Mischung aus CO, und N, verwendet wird. Wahrend
Kohlendioxid das Wachstum vieler Pilze, Hefen und bestimmter Bakterien hemmt, verzdgert
Stickstoff das Ranzigwerden von Lebensmitteln. Bei rotem Fleisch werden geringe Mengen
Sauerstoff zugesetzt, um sicherzustellen, dass Myoglobin in seiner oxidierten Form, dem
Oxymyoglobin, vorliegt, da dieses fir die rote Farbe des Fleisches verantwortlich ist.

4.2.4.1 Einfluss auf die Spore

Hier sollen die ,sous-vide“-Produkte Erwahnung finden. Dabei handelt es sich urspriinglich
um vakuumverpackte Lebensmittel ohne Warmebehandlung. Heute werden jedoch auch
pasteurisierte Produkte, die im Anschluss vakuumverpackt werden, so bezeichnet (LUND u.
PECK 1994). Vorteilhaft ist die hohe ernahrungsphysiologische und sensorische Qualitét.
Nachteilig ist das erhdhte Botulismusrisiko aufgrund der milden Bearbeitung der Ausgangs-
produkte, einer nur moderaten Warmebehandlung (65C — 95C) und des geringen Ein-
satzes von Konservierungsmitteln (LINDSTROM et al. 2001b). Zwar werden vegetative
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Zellen zerstort, eventuell vorhandene Sporen jedoch nicht negativ beeinflusst (SIMPSON et
al. 1995). Um die Gefahr des Auskeimens und anschlieRender Toxinbildung (besonders
durch nicht-proteolytische Stamme) zu reduzieren, sollten diese Lebensmittel bei Kiihltempe-
raturen gelagert werden (BACH 1971; BETTS u. GAZE 1995). Bei Unterbrechungen der
Klhlkette besteht die Gefahr einer Botulismuserkrankung (Tabelle A59). Die Wabhr-
scheinlichkeit des Toxinnachweises nimmt mit zunehmender Lagerungsdauer und anstei-
gender Lagerungstemperatur zu, parallel sinkt das Risiko mit abnehmendem a,- oder pH-
Wert (SIMPSON et al. 1995). Weiterhin konnten HYYTIA-TREES et al. (2000) mit zu-
nehmender Kontaminationsrate mehr toxinhaltige Proben pro Versuchsreihe nachweisen.
Einen weitaus starkeren, hemmenden Einfluss hat Athanol auf das Wachstum von C.
botulinum (DAIFAS u. SMITH 2003), was die Autoren auf eine Hemmung der
Sporenauskeimung zuriickfilhren. Weiterhin wurde unter Athanoleinfluss eine verlangerte
Latenzphase und weniger exponentielles Wachstum festgestellt.

4.2.4.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

C. botulinum kann, obwohl ein Anaerobier, auch in Atmospharen mit einem geringen
Sauerstoffgehalt wachsen (SPERBER 1982) - Voraussetzung dafir ist ein entsprechend
niedriges Oxidations-Reduktions-Potenzial (RIEMANN 1973). Bei einer Sauerstoff-
konzentration von 1 bis 5% liegt ein solch niedriger En-Wert vor, dass eine Toxinbildung
mdglich ist. Damit ist auch erklarbar, dass HOTCHKISS et al. (1992) in Tomaten, die unter
Sauerstoffkonzentrationen von 1 bis 2% gelagert wurden, nach 26 Tagen BoNT nachwiesen.
Wurde die Sauerstoffkonzentration auf 6,9% erhéht, war dies nicht moglich. Demnach ist
eine ein- bis zweiprozentige Sauerstoffkonzentration nicht ausreichend, um die Toxinbildung
zu unterbinden. Damit sind frihere Untersuchungsergebnisse bestatigt, die ein Wachstum
bei geringen Sauerstoffkonzentrationen belegten (DACK et al. 1927, MEYER 1929; DACK u.
WILLISTON 1929). Ein Nachweis der Toxinsynthese konnte auch noch bei einer
Sauerstoffkonzentration von bis zu 15% erbracht werden, wenn der pH-Wert zwischen 6 und
7 lag (WHITING u. NAFTULIN 1992). Weiterhin stellten AJMAL (1968b), DEZFULIAN (1999)
sowie DAIFAS et al. (1999a) Wachstum und Toxinbildung unter aeroben Bedingungen fest.
LAMBERT et al. (1991a) kommen zu anderen Ergebnissen: wahrend bei einer Inkubations-
temperatur von 15T eine Reduktion der Sauerstoffko nzentration die Toxinbildung hemmt,
konnte dies bei 25T und 5T nicht nachvollzogen we rden (Tabelle A60). Auch LAMBERT et
al. (1991b) konnten eine Toxinbildung eher in Proben nachweisen, die unter 20% Sauerstoff
gelagert wurden als in denen, die unter 100% Stickstoff gehalten wurden (Tabelle A61).
Gleichzeitig ist aus dieser Tabelle ersichtlich, dass eine Steigerung der CO,-Konzentration
die Toxinbildung um zwei Tage hinauszdgert. In sauerstofffreier Atmosphéare verstarkte sich
der hemmende Effekt des Kohlendioxid - ein Nachweis gelang erst nach 35 Tagen.

Wahrend Kohlendioxid die Sporenauskeimung fordert (ANDO u. IIDA 1970; HOLLAND et al.
1970; ENFORS u. MOLIN 1978; FOEGEDING u. BUSTA 1983), wirkt er auf vegetative C.
botulinum-Zellen eher hemmend (CHRISTOPHER et al. 1979b; EKLUND 1982; DOYLE
1983; AMIGO et al. 1995; GIBSON et al. 2000). Urséachlich dafir ist, dass unter anaeroben
Bedingungen Milchsaurebakterien dominieren, welche C. botulinum hemmen (LAMBERT et
al. 1991b). Zu analogen Ergebnissen kamen LAWLOR et al. (2000).
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Auf den ersten Blick widersprechen dem die Beobachtungen von LAMBERT et al. (1991c),
dass bei CO2-Konzentrationen von 60% und 75% eine Toxinbildung eher nachweisbar ist als
bei 45%. Vermutlich verbindet sich der durch den Absorber gebildete Wasserstoff mit
vorhandenem Sauerstoff, was zu einer Reduktion des Redoxpotenzials fuhrt. Folglich sind
Wachstum und Toxinbildung trotz hoher COj-Konzentrationen moglich. Diese Erklarung
deckt sich mit den Ergebnissen von FOEGEDING und BUSTA (1983) — sie konnten in
Medien, die unter 10% Wasserstoff gehalten wurden, eine Reduzierung des Redoxpotenzials
feststellen. In verschiedenen Lebensmitteln wurde der Einfluss variierender Gasatmosphéren
auf die Toxinbildung untersucht (Tabelle 19).

Tabelle 19: Toxinbildung durch  C. botulinum unter verschiedenen Gasatmosphéren

Lebensmittel Lagerungs- | Gas- . Tage bis Literaturquelle
temperatur | atmosphére BONT pos.
Luft 6
DAIFAS et al. (1999a)
CO,:N,(60:40) 4
Backwaren 25C 100% CO, 5,5 DAIFAS et al. (1999b)
Luft + <2,6% 10
Ethanol DAIFAS und SMITH (2003)
100% CO, 5
Schweine- 15C 20% O, 14 LAMBERT et al. (1991a)
fleisch 100% N, 28 LAMBERT et al. (1991b)
Luft 20
E“‘;:‘tbars‘?h' 8T CO,:N, (75:25) 40 REDDY et al. (1996)
Vakuum 17
Luft 9
Welsfilet 8T CO,:N, (75:25) 18 REDDY et al. (1997b)
Vakuum 6
Luft 17
Lachsfilet 8T CO,:N, (75:25) 24 REDDY et al. (1997a)
Vakuum 10
Luft >10
Vakuum 20
N, 17
Dorschfilet 8T CO; 19 POST et al. (1985b)
CO,:N,:0, 8
(90:8:1)
CO,:N,:0, 9
(65:31:4)
CO,:Luft (70:30) 12
Lachsfilet 8T CO, (100%) 9 GARCIA et al. (1987)
Vakuum
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Fur einen Vergleich der Untersuchungsergebnisse ist zu beachten, dass weitere Einfluss-
faktoren variierten, denen jedoch aus Ubersichtsgriinden in dieser Tabelle nicht Rechnung
getragen werden konnte.

Lebensmittel, die unter erhthten CO»-Konzentrationen verpackt werden, stellen kein
erhdhtes Botulismusrisiko dar. Dies wurde unter anderem fir Milch (GLASS et al. 1999) und
Fische (GARCIA et al. 1987; REDDY et al. 1997a) belegt.

KAFFEZAKIS et al. (1969) wiesen die Toxizitdt von Carbonmonoxid, Ethylendioxid und
Sulfurdioxid in aufsteigender Reihenfolge auf C. botulinum nach.

4.2.4.3 Interaktion mit anderen Einflussfaktoren
Die Angaben in Tabelle 20 verdeutlichen, wie die Temperatur, bei der vakuumverpackte
Lebensmittel gelagert werden, das Risiko der Botulismus-Intoxikation beeinflusst.

Tabelle 20: BoNT-Nachweise in gekihlten Proben unte  r variierenden Gasatmosphéren

Temperatur | Verpackungsart Inokulum  BoNT* Lijteraturquelle
10C Vakuum 3 bis 4 log 6 GARREN et al. (1995)
100% Luft 17
8T 75%C0O, + 25%N, 100/g 24 REDDY et al. (1997a)
Vakuum 10
5-8C |Vakuum 10%/Forelle 35 | DEHOF et al. (1989)
4C Vakuum 4,5x10° 30 LYON und REDDMANN (2000)
4C Vakuum 10* 15 GARCIA und GENIGEORGIS (1987)
4C 100% N, 139 1 | AWLOR etal (2000)
30%C0O,:70%N, 43/g 42
CANN et al. (1967, zitiert bei BAKER und
3,3C Vakuum 10°100g 21| GENIGE ORél S (1990))

*Tag des ersten Toxinnachweises

Der Einfluss der Temperatur auf die Toxinbildung ist deutlich starker als der der veranderten
Gasatmosphére (STIER et al. 1981; LAMBERT et al. 1991a; GARREN et al. 1995; CAl et al.
1997). Weiterhin unterstitzen die Angaben in Tabelle 20 die Ergebnisse von KAUTTER et al.
(1981), dass eine Kihlung <3T oder weitere Hemmfaktoren nétig sind, um eine
Toxinbildung zu unterbinden.

Je hoher der CO,-Gehalt der Atmosphére ist, desto gréRer muss die inokulierte
Sporenmenge sein, um eine BONT-Synthese nachweisen zu konnen (Tabelle A62).
Weiterhin stellten GARCIA et al. (1987) fest, dass die InokulumgréRe in CO»-angereicherten
Medien grofR3er sein muss als in solchen, die unter Vakuum gehalten werden. Dies stimmt mit
den Ergebnissen von LAWLOR et al. (2000) Uberein — die Autoren zeigten weiterhin auf,
dass der Einfluss der Inokulumgréofle um so entscheidender ist, je niedriger die
Inkubationstemperatur ist.
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Die Experimente von GARCIA und GENIGEORGIS (1987) belegen, dass bei fur C.
botulinum optimalen Temperaturbedingungen eine Spore ausreicht, um BoNT nach einem
Tag nachzuweisen - sowohl unter Vakuumbedingungen als auch bei erhéhtem CO»-Gehalt.

Ob es bei veranderten Gasatmosphéren zu einer Toxinbildung durch C. botulinum kommt,
hangt unter anderem vom pH-Wert und dem Salzgehalt ab (Tabelle A63).

Wahrend der pH-Wert bei 60% CO» innerhalb der Verpackung keinen Einfluss auf die Toxin-
bildung hatte, war dies bei 100% CO» nachweisbar (DAIFAS et al. 1999b). Unter reinem
Kohlendioxid konnte bei einem pH-Wert von 6,5 BoNT nach funf Tagen, bei einem pH-Wert
von 8,3 dagegen erst nach sieben Tagen nachgewiesen werden.

Weiterhin beeinflussen der verwendete C. botulinum-Typ (SOLOMON et al. 1998), die
Anwesenheit anderer Mikroorganismen (DAIFAS u. SMITH 2003), die verwendeten
Verpackungsmaterialien (HARRISON et al. 1996; HAO et al. 1999; GONZALEZ-FANDOS et
al. 2000) sowie das Lebensmittel selbst (KAUTTER et al. 1981) das Wachstum und die
Toxinbildung von C. botulinum in modifizierten Gasatmaosphéaren.

Zusammenfassend gilt, dass die Zusammensetzung der Gasatmosphére im Vergleich zur
Lagerungstemperatur (LAMBERT et al. 1991a; LAWLOR et al. 2000) und dem Redox-
potenzial (HOTCHKISS et al. 1992) eine eher untergeordnete Rolle beziglich der Hemmung
von C. botulinum spielt. Weitere Untersuchungen (LINDROTH u. GENIGEORGIS 1986;
GARCIA et al. 1987; GARCIA u. GENIGEORGIS 1987) bestatigen, dass eine Veranderung
der Gasatmosphéare an sich keinen signifikanten Effekt auf die Wahrschein-lichkeit der
Toxinbildung hat.

4.2.5 Einsatz von Pdkelsalzen

Schon 1899 wurde erkannt, dass nicht Nitrat selbst, sondern das daraus mikrobiell gebildete
Nitrit fir die Konservierung von Lebensmitteln verantwortlich ist (MULLER 1989b).
Infolgedessen wurde Nitrat weitgehend durch Nitrit ersetzt.

Mehrfach wurde die konservierende Wirkung der Pdkelbehandlung nachgewiesen (BULMAN
u. AYRES 1952; ROBERTS et al. 1981b; ROWLEY et al. 1983a).

Da Nitrat, Nitrit und Kochsalz synergistisch wirken (CUPPETT et al. 1987; SCOTT 1989;
HYYTIA et al. 1997), sind bei paralleler Anwendung niedrigere Einzelkonzentrationen
notwendig (Tabelle A30).

4.2.5.1 Zugabe von Nitrat

Fur die Anwendung von Nitrat spricht die Ausbildung einer stabileren Pokelfarbe sowie eines
volleren Aromas der Produkte im Vergleich zur Nitritanwendung. Okonomisch ist von
Nachteil, dass langere Reifungszeiten notwendig sind, weiterhin besteht des Risiko einer
Wachstumsférderung von Enterobacteriaceae (KRAMER 2002).

HUSTAD et al. (1973) schatzen den Einfluss von Nitrat auf die Botulinumtoxin-Produktion als
eher gering ein. Auch LUCKE et al. (1982) vertreten die Meinung, dass die BoNT-Synthese
stattfindet, bevor das Pokelsalz zu den beimpften Stellen vorgedrungen ist.
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ROBERTS et al. (1981a,b) kamen zu dem Ergebnis, dass Nitrat zwar die Toxinproduktion
signifikant verringert, aber keine effektive konservierende Wirkung besitzt.

Im Rahmen der Untersuchungen von TANNER und EVANS (1933b) konnten in Lésungen
mit einer Mindestnitratkonzentration von 4,427% weder Wachstum noch Toxinbildung von C.
botulinum nachgewiesen werden.

Die Zugabe von 686mg/kg Kaliumnitrat zu gerducherten Regenbogenforellen konnte die
Anzahl toxischer Proben insgesamt zwar reduzieren, dennoch wurde sechs Wochen nach
Verimpfung von 2,02 x 10* KBE/kg in den bei 8C gelagerten Proben BoNT nachg ewiesen
(HYYTIA et al. 1997). Bei einer Inkubationstemperatur von 4C gelang dies nicht. Dies
bestatigt die Ergebnisse von LUCKE et al. (1982), dass eine Temperatur von 8C wahrend
der Pokelung keinen ausreichenden Schutz vor der BoONT-Synthese gewahrleistet.

4.2.5.2 Zugabe von Nitrit

Nitrit wird in Form von Nitritpokelsalz angewendet, wobei es sich um ein Gemisch aus
Speisesalz und Natriumnitrit handelt. Die antimikrobielle Wirkung beruht zum einen auf der
Freisetzung von Stickoxiden und zum anderen auf der Bildung von Nitrolsaure (MULLER
1989b).

4.2.5.2.1 Einfluss auf die Spore

Die Ergebnisse von DUNCAN und FOSTER (1968) belegen, dass trotz 0,06% Nitrit bei
einem pH-Wert von 6,0 sowie 0,8 bis 1,0% bei pH-Wert 7,0 das Auskeimen von Sporen bei
Anaerobiern beobachtet werden kann, nicht aber eine Zweiteilung. Auch bei héheren
Nitritkonzentrationen konnte die Bildung vegetativer Zellen aus den Sporen in diesen pH-
Wert-Bereichen nicht beobachtet werden.

ROBERTS und SMART (1974) stellten fest, dass die anticlostridiale Wirkung durch ein
vorheriges Erhitzen des Nitrits deutlich verstarkt werden kann (Tabelle 21).

Tabelle 21: Hemmung der Sporenauskeimung durch Natr  iumnitrit (modifiziert nach ROBERTS
und SMART 1974)

hemmende Natriumnitritkonzentration (mg/l) bei pH-W  ert 6,0
Inokulum C. botulinum-Typ A C. botulinum-Typ E C. sporogenes
e. n.e. e. n.e. e. n.e.
10° Sporen/ml 20 240 15 160 10 200
10° Sporen/ml 15 240 7.5 240 10 200

e.  Nitrit erhitzt (115C, 15 min)
n.e. Nitrit nicht erhitzt
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4.2.5.2.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

In verschiedenen Lebensmitteln wurde die hemmende Wirkung von Nitrit auf die
Toxinbildung durch C. botulinum belegt (Tabelle 22).

Tabelle 22: Auswirkung verschiedener Nitritkonzentr ationen auf Wachstum und Toxinbildung
von C. botulinum in verschiedenen Lebensmitteln

) ) Nitrit Nachweis von ,
Lebensmittel weitere Faktoren Literaturquelle
(ppm) | BONT/Wachstum
0 nach 5,3 d
Schweinefleisch, |27C 50 nach 6,2 d ISMAIEL und PIERSON
vakuumverpackt 300 Sporen/g 100 nach 24,1 d (1990b)
150 nach 23,4 d
0 in 50/52 Proben
Schinken, 27<C, 8 Wochen, -
3 40 in 47/50 Proben | TANAKA et al. (1980)
vakuumverpackt | 10° Sporen/g
120 in 17/28 Proben
0 nach4d
Geflugelfleisch 2rc 40 h4d SOFOS et al. (1980a)
9 10° Sporen/g nac '
156 nach 8d
27T, 40 Tage, 0 in 10/50 Proben
Speck ) g _ SOFOS et al. (1980b)
10" Sporen/g 120 in 0/50 Proben
0 nach 4d
Speck,

P | 30C 50 nach8d | COLLINS-THOMPSON et al.
aufgeschnitten & 10" Sporen/ (1974)
vakuumverpackt P 9 100 nach8d

150 nach 16 d
0 nach7d
10* Sporen/g 100 nach 28 d

200 nach >180 d

Dosenschinken 0 nach 7d GREENBERG (1972)
4 100 nach 13 d
10" Sporen/g

200 nach 70 d

500 nach >180d

Gleichzeitig belegen die Ergebnisse von ISMAIEL und PIERSON (1990b), dass die
hemmende Aktivitat von Nitrit in Lebensmitteln geringer ausgepragt ist als in kinstlichen
Medien.

Dies stimmt mit den Untersuchungsergebnissen von LUCKE et al. (1982) iiberein. Sie
zeigen, dass eine Toxinbildung stattfinden kann, bevor das Pokelsalz zu den beimpften
Stellen vordringt. Auch eine spatere Veroffentlichung (LUCKE 1983) weist auf das
Botulismusrisiko bei gro3en Rohschinken hin.
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4.2.5.2.3 Interaktion mit anderen Einflussfaktoren

Die Effektivitat der Nitritwirkung wird von den umgebenden Bedingungen beeinflusst (Tabelle
A64), wobei die Bedeutung der Inkubationstemperatur durch die Ergebnisse von EMODI und
LECHOWICH (1969a), SOFOS et al. (1980b) und HYYTIA et al. (1997) hervorgehoben wird.
Weitere Ergebnisse fassen HOBBS (1976), HAUSCHILD (1982) sowie SCHUPPEL (1985)
zusammen. Die antibotuline Wirkung des Nitrit wird weiterhin durch eine geringe Kontamina-
tionsrate (GREENBERG 1972; CHRISTIANSEN et al. 1973; INGRAM 1977; SOFOS et al.
1979b), einen niedrigen pH-Wert (HYYTIA-TREES 1999) sowie eine erhohte NaCl-
Konzentration (CHRISTIANSEN 1980) verbessert.

TANNER und EVANS (1934) belegen, dass die hemmende Nitritkonzentration auch durch
die im Medium enthaltenen Zusatze beeinflusst wird. 5,88ppm in einem mit Glucose
versetzten Medium hemmten alle verimpften Stamme, wahrend im Basismedium einige und
im mit Schweinefleisch versetzten Medium alle verimpften Stamme wuchsen.

Eine Starkung des antibotulinen Effektes durch eine Steigerung der Nitritkonzentration ist
relativ gering, wenn gleichzeitig 4,5% NaCl oder niedrige Lagerungstemperaturen (15C)
vorliegen (ROBERTS et al. 1981a).

Einige Zusatze reduzieren die Nitritmindestkonzentration, die fur die Unterdrickung der
BoNT-Synthese notwendig ist. Dies konnte fir Speisesalz (PELROY et al. 1982), Majorandl
(ISMAIEL u. PIERSON 1990b) und Sorbinsaure (SOFOS et al. 1979a) nachgewiesen
werden. Gleichzeitig beeinflusst Nitrit die Wirkung anderer Zusatze — so stellten SOFOS et
al. (1980a) eine Steigerung der Sorbinsaurewirkung nach Zugabe von Nitrit fest.

4.2.5.3 Zugabe von Natriumchlorid

Die Wirkungsweise von NaCl beruht auf der Reduktion des freien Wasseranteils in einem
Medium (HAUSCHILD u. HILSHEIMER 1979; BREWER 2000). Dabei nimmt die
Wahrscheinlichkeit der Toxinbildung mit zunehmendem Salzgehalt schnell ab - diesen nicht-
linearen Effekt konnten ROBINSON et al. (1982) nachweisen.

Da BAIRD-PARKER und FREAME (1967) bei Salzgehalten von 10,3% zwar ein Auskeimen
der Sporen, nicht jedoch vegetatives Wachstum nachweisen konnten, gehen sie davon aus,
dass die Hemmung nach Beendigung der Sporenauskeimung und vor Entstehung vermeh-
rungsfahiger Zellen wirkt.

4.2.5.3.1 Einfluss auf die Spore

CANN und TAYLOR (1979) wiesen in Forellen, die mit 10° Typ B- und E-Sporen/g beimpft
und far 30 Tage bei 10T gelagert wurden, in 90% der Proben mit einem Salzgehalt von
2,5% BONT nach. Dagegen war keine der Proben, denen 3,0% NaCl zugesetzt wurde,
toxisch.

Die Untersuchungen von SEGNER et al. (1971b) belegen, dass bei einem Salzgehalt von
3,0% ein Auskeimen der Sporen stattfindet, wenn auch kein vegetatives Wachstum.

Die in Tabelle 23 zusammengefassten Untersuchungen haben Sporeninokula verwendet, so
dass bei einem Wachstums- bzw. Toxinnachweis auch von einem Nachweis der Sporen-
auskeimung ausgegangen werden kann.
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4.2.5.3.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

Es wird davon ausgegangen, dass ab einer Salzkonzentration von 10% in der wassrigen
Phase (aw-Wert = 0,9353) kein Wachstum von C. botulinum mehr moglich ist (KETZ 1956;
HOBBS 1976). Bei Vertretern der Gruppe Il liegt der Grenzwert bei 5%, ay-Wert = 0,9707
(OHYE u. CHRISTIAN (1967, zitiert bei SELL 1985; HOBBS et al. 1982, zitiert bei VARNAM
u. EVANS 1991; ROBERTS et al. 1996). DOZIER (1924b) legte aufgrund seiner
Untersuchungen die tolerierbare Salzkonzentration bei etwa 6% fest, obwohl vereinzeltes
Wachstum bei 7% festgestellt wurde. TANNER und EVANS (1933a) konnten nachweisen,
dass Wachstum und Toxinbildung bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen gehemmt
werden und diese auch in Abhangigkeit vom Medium variieren (Tabelle A65).

Die Wachstumsraten von C. botulinum-Typ A wurden bis zu einem Salzgehalt von 3% im
Medium nicht beeinflusst (MONTVILLE 1983). Erst ab einer Konzentration von 4% verlang-
samte sich die Wachstumsrate, was durch einen niedrigen pH-Wert verstarkt wurde.

Alle von SEGNER et al. (1971b) untersuchten C. botulinum-Typ C-Stdmme wurden durch
einen Salzgehalt von 3,0% in ihrem Wachstum gehemmt. Bei niedrigeren NaCl-Konzen-
trationen wurden Varianzen zwischen den einzelnen Stdmmen ersichtlich. Wahrend
Wachstum aller Stammen bei 2,0% Salzgehalt nachweisbar war, hemmten 2,5% NaCl
einzelne Stamme.

SEGNER et al. (1966) konnten bei 16, 21 und 30T erst ab 5,0% NaCl eine vollstéandige
Hemmung des Wachstums von C. botulinum-Typ E fUr die Dauer eines Jahres nachweisen.
In Robertsons Fleischbouillon wurde innerhalb von drei Monaten kein BoNT-Typ E nach-
gewiesen, wenn mindestens 4,5% NaCl zugesetzt wurden (ABRAHAMSSON et al. 1966).
Bei niedrigeren Salzgehalten war eine Toxinsynthese nachweisbar - besonders bei
optimalen Temperaturen. Um Uber die Dauer von sechs Monaten eine Toxinbildung bei
Temperaturen von 3,4 bis 30,0C zu unterdriicken, be nétigten EMODI und LECHOWICH
(1969a) eine Salzkonzentration von 4,87%.

Lebensmittel mit variierenden Salzgehalten wurden mehrfach auf eine mogliche Toxinbildung
untersucht (Tabelle 23).

Tabelle 23: Einfluss der NaCl-Konzentration auf das Wachstum von bzw. die Toxinbildung
durch C. botulinum in verschiedenen Lebensmitteln

. . NaCl Nachweis von .
Lebensmittel Weitere Faktoren Literaturquelle
(%) BoNT/Wachstum
3 . 2,5 nach 6 d
Frankdurter |0 5P 3,25 nach 12 d BARBUT et al. (1986)
Wiirstchen 150ppm Nitrit; ) .
27C 4,0 nach 30 d
: : 3
apanische 2-3x10°S ; 3,9 nach 7 d
Jap X2 sporen, IMAI et al. (1990)
Nudelsuppe 30C; pHca. 6,5 4,0 nach 14 d
3 2,3 nach 7 d
erducherte 3x10°S /g;
gerd! XHH Sporen’y; 44 nach 42 CUPPETT et al. (1987)
Marane 277C, 83 Tage ;
6,2 negativ




Fortsetzung der Tabelle 23
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Spagetti mit 103Sporen/g; ° nach21.d
P . g 15<C, 42 Tage, 1 nach 28 d SIMPSON et al. (1995)
Fleischsol3e
pH 5,5 2 negativ
1O4Sporen/g; 2,1 nach7d
Krebsersatz- | pasteurisiert bei 2,4 nach7d | pETERSON et al. (2002)
fleisch 80C; Lagerung .
bei 25C 2,7 negativ
in 85% der
<1,0
Proben
1,0- in 67% der
1,49 Proben
eraucherter 1OGSporen/ Fisch; | 15— in 58% der
gDﬁbel Lagerung bei 20 1,99 Proben CHRISTIANSEN et al. (1968)
bis 25, 7 Tage 2 0-2.49 in 31% der
T Proben
in 12% der
2,5-2,74
Proben
>2,75 negativ
2,0-4,0 in allen Proben
4.0-45 in 87,5% der
T Proben
in 70% der
4,5-5,0
N 2 Proben
warme- 10”Sporen/g; 37 5% der
behandelte Lagerung bei 5,0-5,5 Pr'obgn PELROY et al. (1982)
Lachssteaks |25, 7 Tage i
in 50% der
5,5-6,0
Proben
in 16,6% der
6,0-6,5
Proben
>6,5 negativ
6 in 100% der
10°Sporen/150g; 2,27 Proben
Kaviar Inkubation bei "33 3% der HAUSCHILD und HILSHEIMER
30, 14 Tage; 3,95 Proben (1979)
H5,6 X
P 4,67 negativ
1058poren/g, 2,1 nach 2 d 3/3
Koch- vakuumverpackt, 2,7 nach5d3/3 | pjyNICK und BARNETT (1965)
schinken Inkubation bei
3,4 nach5d 1/3

25T
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In rohen Heringen, die in einer Lake mit 6,7% NaCl eingelegt wurden, konnten HYYTIA et al.
(1999) innerhalb einer sechswéchigen Lagerung bei 6C weder Wachstum noch Toxin-
bildung nachweisen.

4.2.5.3.3 Interaktion mit anderen Einflussfaktoren

Je hoher der Salzgehalt ist, desto eher missen andere Parameter in fur C. botulinum
optimalen Bereichen liegen, um eine Toxinbildung zu gewahrleisten. Dies ist unter anderem
fur die Temperatur (ABRAHAMSSON et al. 1966), den pH-Wert (IMAI et al. 1990) sowie den
Salzgehalt (PIVNICK et al. 1969, zitiert bei LECHOWICH et al. 1978) belegt.

Weiterhin beeinflussen die Kontaminationsrate (PETERSON et al. 2002), der C. botulinum-
Typ (CANN u. TAYLOR 1979), die Art der verwendeten Stamme (BAIRD-PARKER u.
FREAME 1967) sowie das Nahrmedium (TANNER u. EVANS 1933a) die fur die
Unterbindung der Toxinbildung benétigte Mindestkonzentration.

4.2.6 Rauchern

Diese Form der chemischen Konservierung von Lebensmitteln spielt besonders im Bereich
der Fisch- und Fleischbearbeitung eine Rolle.

Die antimikrobielle Wirkung beruht zum einen auf der Reduktion der a,-Wertes und zum
anderen auf den im Rauch vorhandenen antimikrobiellen Substanzen. Zu diesen z&hlen
Essigsaure, Propionsaure, Ketone, Kresole sowie Phenole (SPANYAR et al. 1966). Bei der
HeilRraucherung wird durch die einwirkende Hitze eine zusatzliche antimikrobielle Wirkung
genutzt.

Da oft nur eine oberflachliche Wirkung erzielt und somit das Uberleben und Auskeimen
eventuell vorhandener, bakterieller Sporen im Inneren nicht beeinflusst wird (KETZ 1956),
sollte das Rauchern mit anderen konservierenden Behandlungsverfahren kombiniert werden.
Untersuchungen belegen, dass sich eine Kombination von Rauchern und Pékeln positiv auf
die mikrobielle Stabilitat und die Unterdriickung der Toxinbildung durch C. botulinum auswirkt
(CHRISTIANSEN et al. 1968; EKLUND et al. 1982). Es ist empfehlenswert, weitere C.
botulinum hemmende Faktoren zu nutzen, da eine kontinuierliche und genaue Kontrolle des
Salzgehaltes in Raucherprodukten schwierig ist (CANN u. TAYLOR 1979).

4.2.7 Verschiedene Zusatze

4.2.7.1 Einfluss auf die Spore

Ein Auskeimen von C. botulinum-Sporen konnte in verschiedenen N&hrmedien nachge-
wiesen werden, wobei sich Hefeextrakt (TREADWELL et al. 1958), L-Alanin und L-Lactat
(PLOWMAN u. PECK 2002) sowie Glukose (ANDO u. IIDA 1970) als essenziell erwiesen.
Weiterhin kann das Auskeimen von Sporen durch verschiedene Zusétze beschleunigt
werden. Dies wurde z.B. fur Natriumbikarbonat (BROUSSOLLE et al. 2002) und L-Cystein
(ROWLEY u. FEEHERRY 1970) belegt.

Die Untersuchungen von PLOWMAN und PECK (2002) belegen, dass eine Kombination
verschiedener, das Auskeimen férdernder Faktoren die Bildung vegetativer Zellen
beschleunigt, wobei Varianzen innerhalb der Spezies C. botulinum auftreten (ALBERTO et
al. 2003).
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Verschiedene Kohlenhydrate konnten als effektive Auskeimungsforderer nachgewiesen
werden, woraus ANDO (1971) schlie3t, dass Glukose wéhrend des Auskeimens
verstoffwechselt wird.

ELLER et al. (1968) wiesen eine sporizidale Wirkung der Ascorbinsaure fir C. botulinum-
und andere Clostridien-Sporen nach. Eine reversible Hemmung der Sporenauskeimung
konnte fur Kaliumsorbat nachgewiesen werden (SMOOT u. PIERSON 1981), die Starke ist
dabei pH-Wert-abhangig (SEWARD et al. 1982). Die das Auskeimen von C. botulinum-Typ
A-Sporen hemmende Wirkung fir Sorbinsdure wurde durch BLOCHER und BUSTA (1985)
belegt.

4.2.7.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

Fur Glukose konnten EMODI und LECHOWICH (1969b) nachweisen, dass ein entspre-
chend hoher Gehalt zu einer Reduktion des ay-Wertes fihrt und so das Wachstum und die
Toxinbildung inhibiert. Im gesamten Temperaturbereich (7,2 — 30C) konnte bei einem
Zusatz von 22,5% Glucose kein Wachstum fur die untersuchten Stamme von C. botulinum-
Typ E nachgewiesen werden. Bei niedrigeren Konzentrationen wurde Wachstum in den
oberen Temperaturbereichen festgestellt.

HALL und MAURER (1986) wiesen fur Propylenglykol eine Unterbindung der Toxin-
synthese ab einer Konzentration von 14,3% nach. Wurde gleichzeitig Nitrit zugegeben,
konnte die bendtigte Propylenglykolkonzentration auf 6,2% (31,2 ppm Nitrit) bzw. 9,1% (24,4
ppm Nitrit) gesenkt werden.

Fur verschiedene Aldehyde und Ketone konnten inhibitorische Aktivitdten gegeniber C.
botulinum nachgewiesen werden (BOWLES u. MILLER 1993a,b), wobei eine pH-Wert-
Abhangigkeit festgestellt wurde.

Die primare antimikrobielle Wirkung organischer Sauren bzw. ihrer Salze beruht auf einer
Reduktion des pH-Wertes (STRATFORD 2000). Eine vergleichende Ubersicht bezuglich der
hemmenden Wirkung auf die Toxinsynthese gibt Tabelle A66. SUAREZ REBOLLO et al.
(1997) konnten in keiner der mit 2,0 und 3,3% Propionsaure versetzten Proben BONT
nachweisen, unabhéngig von der variierenden Anzahl inokulierter Sporen. Bei niedrigeren
Propionséurekonzentrationen sind zusatzliche hemmende Faktoren notwendig, um eine
Toxinbildung zu unterbinden.

Die Ergebnisse von MEYER et al. (2003) belegen, dass durch die Zugabe von 2,5%
Milchsédure clostridial bedingte Verderbniserscheinungen verzégert auftreten. Auch
beziglich der Hemmung der BoNT-Synthese wurden entsprechende Nachweise erbracht
(Tabelle 24).
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Tabelle 24: Verzdgerung der BoNT-Synthese durch Nat  riumlaktat

Medium Rahmen- Natrium- Erster BONT- Literaturauelle
bedingungen laktat (%) nachweis (d) d
. 0 14
10"Sporen/ml; pH 10 "
6,1; 15C '
2,0 21
Pepton- 0 5
Hefeextrakt, 10*Sporen/ml: pH T o HOUTSMA et al. (1994)
6,1; 20C '
25 15
10*Sporen/ml; pH
4,0 11
6,1; 30C
0 3
2,0 5
Geflugel- 2,2 Sporen/g;
1 poren’g 25 6 MAAS et al. (1989)
fertigprodukt 27
3,0 7
3,5 8

NOTERMANS et al. (1985) wiesen eine Verzogerung der BoNT-Synthese durch
Zitronenséure nach. Je hoher die Konzentration ist, desto grof3er muss die vorhandene Zell-
oder Sporenanzahl sein, um Wachstum nachweisen zu kénnen (GRAHAM u. LUND 1986).
Beeinflusst wird die antibotuline Wirksamkeit durch das Vorhandensein von Chelatkomplex-
bildenden zweiwertigen Metallionen. Gleichzeitig wiesen die Autoren nach, dass mehr Zeit
vergeht, bis nach einer Sporenverimpfung Wachstum nachweisbar ist als in einem
vergleichbaren Inokulum vegetativer Zellen.

In mit 0,89% Zitronenséure versetzten Medien wurde Wachstum bei pH-Wert 4,1 nach 8,5
Wochen festgestellt (YOUNG-PERKINS u. MERSON 1987), wenn dem Medium 6%
Sojaprotein zugesetzt wurden.

Im Rahmen mehrerer Untersuchungen konnte die antibotuline Wirkung der Sorbinsaure

nachgewiesen werden (YORK u. VAUGHN 1954; SOFOS et al. 1980a; PIERSON u.
SMOOT 1982; ROBERTS et al. 1982; BLOCHER u. BUSTA 1983a). Die fur die Hemmung
von Clostridien bendétigte Konzentration der undissoziierten Séaure wird mit 1,0% angegeben
(RAY 2001). Beachtenswert dabei ist, dass die Konzentration der undissoziierten Saure pH-
Wert-abhangig ist (SOFOS u. BUSTA 1981). Eine Konzentration von 1000 mg/I reduziert die
Wachstumswahrscheinlichkeit bei 30T fur 14 Tage um den Faktor 108. Liegt der pH-Wert
<5, steigt der Faktor deutlich an (LUND et al. 1987).

Die Wachstumsraten, und damit die Sensibilitat gegentber der Saure, variieren von Stamm
zu Stamm (BLOCHER et al. 1982).
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Mehrere Untersuchungen belegen die Verzdgerung der Toxinbildung in Lebensmitteln
(Tabelle 25).

Tabelle 25: Verzdgerung der BoNT-Synthese durch Sor  bat

. Rahmen- Sorbat BONT- .
Lebensmittel _ . Literaturquelle
bedingungen (%) Nachweis
. 0 19d
vakuumverpackter 10°Sporen/g;
IVEY et al. (1978
Schinkenspeck 27T 9.13 >110d etal. ( )
0,26 >110d
10°Sporen/q: 0 in 7/50 Proben
Schinkenspeck poreniy . SOFOS et al. (1980b)
27<C, 15d 0,26 in 3/50 Proben
gekochte, 7,0 logyo pro 0 nach 14 d
vakuumverpackte 0,7 bis 0,8 kg; . NOTERMANS et al. (1985)
Kartoffeln 20C 5 nach 28d

* Kartoffeln wurden fir 2 Minuten in eine Losung getaucht, die 2% Ascorbinsaure und 5% Sorbinsaure enthalt

Die Effektivitat der Sorbinsaurewirkung wird von anderen Faktoren beeinflusst. Die
Ergebnisse von ROBERTS et al. (1982) zeigen, dass die antibotuline Wirkung bei 3,5% NacCl
starker ist als bei 2,5% NaCl und niedrige Lagerungstemperaturen den Effekt weiter
verstarken.

MILLER et al. (1993) belegen, dass die antibotulinen Wirkungen organischer Séuren stark
variieren (Tabelle A66). Damit werden die Untersuchungsergebnisse von SMELT et al.
(1982) bestatigt. Sie besagen, dass Essig- und Milchsaure starker das Wachstum von C.
botulinum (bei pH-Wert 4,4) hemmen als Zitronen- oder Salzséaure.

Auch Sauren mit zwei Carboxylgruppen haben unterschiedliche Potenziale, die BONT-
Synthese zu unterdriicken (DYMICKY et al. 1987; Tabelle A67).

Weiterhin wurden antibotuline Wirkungen fir verschiedene Gewirze (HALL u. MAURER
1986; ISMAIEL u. PIERSON 1990a; NYCHAS u. TASSOU 2000; NEVAS et al. 2004),
Schwefeldioxid (TOMPKIN et al. 1980), Glyzeride (CHAIBI et al. 1996a,b), Fettsauren
(FOSTER u. WYNNE 1948; GRECZ et al. 1959), Harzverbindungen (DAIFAS et al. 2004)
sowie Phosphatemulgierer (ECKNER et al. 1994) nachgewiesen.

4.2.7.3 Einfluss auf das Botulinumtoxin
BHATTACHARYYA und SUGIYAMA (1989) untersuchten die Wirkung verschiedener
Chelatbildner, wobei sie Differenzen in Abhéangigkeit von der Art des Chelatbildners (Tabelle
A68) und des BoNT-Typs (Tabelle A69) feststellten.
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4.3 Biologische Faktoren

4.3.1 Inokulum

Mit steigender Inokulumgrol3e steigt die Wahrscheinlichkeit der Vermehrung (ZHAO et al.
2002; Tabelle A70). BAKER und GENIGEORGIS (1990) fuhren 7,4% der experimentellen
Unterschiede auf Variationen des Sporeninokulums zurtick. Damit hat nur die Temperatur
einen starkeren Einfluss.

Die Anzahl der verwendeten Sporen beeinflusst auch, ob nur ein Auskeimen der Sporen
oder zusatzlich von vegetativen Zellen gebildetes BoNT nachgewiesen werden kann. Im
Rahmen der Untersuchungen von RIEMANN (1967, zitiert bei SELL 1985) war die fir einen
Toxinnachweis bendtigte Sporenanzahl 10% bis 10'° mal héher als die zum Auskeimen
bendtigte Menge.

Prinzipiell konnte auch ein positiver Zusammenhang zwischen Anzahl der inokulierten
Sporen und erstem Toxinnachweis (Tabelle A71) festgestellt werden (SOLOMON u.
KAUTTER 1988). Bestétigt wird dies durch die Ergebnisse von TER STEEG und CUPPERS
(1995) sowie WHITING und ORIENTE (1997). Ab einer gewissen Inokulumkonzentration im
Medium kann die BoNT-Synthese jedoch nicht weiter verstarkt werden (SOLOMON et al.
1990) - maglicherweise weil die maximale Synthesekapazitat erreicht ist.

Die Anzahl der verimpften Sporen hat einen um so gréReren Einfluss auf die Toxinsynthese,
je ungunstiger die anderen Einflussfaktoren fur C. botulinum sind (BAKER u. GENIGEORGIS
1990; FRANCIOSA et al. 1999). Mit zunehmender Inokulumgréf3e konnte eine Toxinbildung
bei niedrigeren Temperaturen und héheren Salzgehalten nachgewiesen werden (JENSEN et
al. 1987; MENG u. GENIGEORGIS 1993). Es gibt verschiedene Theorien, die dieses
Phanomen zu erklaren versuchen (ZHAO et al. 2000). Eine jingere Untersuchung vermutet,
dass die Sporen untereinander kommunizieren (ZHAO et al. 2003), diese Fahigkeit wird
auch als ,Quorum sensing” bezeichnet. Grundlage ist die Sekretion von Signalmolekilen,
deren Konzentration der Zelldichte einer Population entspricht.

Neben der Anzahl der verimpften Sporen beeinflussen noch andere mit dem Inokulum in
Zusammenhang stehende Bedingungen die Vermehrungs- und Toxinbildungsfahigkeit. So
konnten SOLOMON et al. (1990) bei Verwendung von heterogenen Inokula (Sporen
verschiedener C. botulinum-Typen) schneller BONT nachweisen als in Proben mit
homogenen Inokula. Des Weiteren ist entscheidend, auf welche Art und Weise die Sporen
auf der Probe verimpft werden — bei Stichbeimpfungen kann BoNT eher nachgewiesen
werden als bei oberflachlichen Beimpfungen (SUGIYAMA et al. 1981). Auch die Effektivitat
des Réaucherns von Fisch in Bezug auf das Abtdten von Sporen ist davon abhangig, ob diese
Sporen oberflachlich aufgetragen oder intramuskular verimpft werden (EKLUND et al. 1982).
Ergebnisse experimenteller Untersuchungen hangen weiterhin davon ab, ob als Inokulum
Sporen oder vegetative Zellen verwendet werden. So konnten ABRAHAMSSON et al. (1966)
bei 3C Wachstum nachweisen, wenn sie ein Gemisch aus Sporen und vegetativen Zellen
verimpften. Bei der alleinigen Verwendung von Sporen konnte auch nach einem langeren
Zeitraum keine Vermehrung nachgewiesen werden. Bestatigt wird dies durch AJMAL
(1968a) sowie JENSEN et al. (1987).
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4.3.2 Interaktion mit anderen Mikroorganismen

Schon MEYER (1928) wies durch verschiedene Untersuchungen Wechselwirkungen
zwischen C. botulinum und anderen Mikroorganismen nach. Die Einflussnahme geschieht
Uber eine direkte Veranderung von Umweltbedingungen, die Abgabe von Stoffwechsel-
produkten oder infolge Konkurrenz um vorhandene Néahrstoffquellen (BOHNEL 1987; LYON
u. REDDMANN 2000). Aus Ubersichtsgriinden wird auf die von Typ zu Typ variierenden
Empfindlichkeiten gegeniber dem Vorhandensein anderer Keime nicht ndher eingegangen.

Die Beeinflussung von C. botulinum durch andere Mikroorganismen ist unter zwei Aspekten
zu betrachten. Zum einen ist eine Einflussnahme im Lebensmittel zu bedenken. Da nur
wenige Lebensmittel steril sind, missen auch die Auswirkungen des Vorhandenseins
anderer Mikroorganismen auf das Wachstum und die Toxinbildung von C. botulinum
beachtet werden, um mogliche Risiken einschéatzen zu kénnen. Andererseits muss auch die
Beeinflussung durch Bakterien des GIT bedacht werden, da die Untersuchungen von
SUGIYAMA (1979) belegen, dass eine Kolonisation des Darmes mit C. botulinum bei einer
gestorten Magen-Darm-Flora leichter mdglich ist. An dieser Stelle soll noch einmal auf das
Krankheitshild des Sauglingsbotulismus und das des Viszeralen Botulismus beim Rind
hingewiesen werden (Kapitel 2.2.3.1 und 2.2.3.2).

Im Folgenden soll sowohl auf symbiotische als auch auf antagonistische Beziehungen von C.
botulinum zu verschiedenen anderen Mikroorganismen eingegangen werden.

4.3.2.1 Wirkungsmechanismen

4.3.2.1.1 Verderbnis

Bezlglich des Botulismusrisikos besteht die Funktion der Verderbnisflora darin, das Lebens-
mittel ungenie3bar zu machen, bevor BoNT gebildet ist (LARSON u. JOHNSON 1999).
Kommt es durch Bearbeitungsprozesse (z.B. Bestrahlung mit niedrigen Dosen) zu einer
Reduktion dieser Keime und gleichzeitig nicht zu einer Beeintrachtigung von C. botulinum,
fehlen konkurrierende Mikroorganismen, was die Vermehrungs- und Toxinbildungs-
bedingungen fiir C. botulinum deutlich verbessert (BOGL et al. 1993).

4.3.2.1.2 Beeinflussung des pH-Wertes

Je nach Medium kann sowohl eine mikrobiell bedingte Steigerung als auch eine Reduktion
der Wasserstoffionenkonzentration zu einer Verbesserung der Wachstumsbedingungen fir
C. botulinum fuhren.

Da mikrobielle Enzymaktivitdten die pH-Wert-Verdnderungen verursachen, sind diese
temperaturabhangig (PATEL et al. 1978).

Einen pH-Wert-Anstieg aufgrund des Vorhandenseins von Hefen (Mycoderma-Spezies) und
Schimmelpilzen (Penicillium-Spezies) belegen die Untersuchungen von TANNER et al.
(1940). Infolgedessen gelang ein Toxinnachweis in primér sauren (pH-Wert <4,5) Lebens-
mitteln (Kapitel 4.4.2.2).
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Auch in Aspergillus gracilis-Mycelien konnte ein Anstieg des pH-Wertes nachgewiesen
werden (ODLAUG u. PFLUG 1979), was Wachstum von C. botulinum in Tomatensaft mit
einem urspriunglichen pH-Wert von 4,2 ermdglichte.

Die Untersuchungsergebnisse von QUORTRUP und SUDHEIMER (1943) belegen, dass
Pseudomonas aeruginosa den pH-Wert einer Nahrldsung erhoht. Wahrend der
Ausgangswert bei 6,8 lag, konnte nach 24 bzw. 192 Stunden ein Wert von 7,3 bzw. 8,0
ermittelt werden.

Milchs&urebakterien reduzieren durch Abbau vorhandener Kohlenhydrate den pH-Wert eines
Lebensmittels (JOHNSON 2000). So konnte von CRANDALL et al. (1994) in Rindfleisch-
proben, die neben C. botulinum auch verschiedene Pediococcus pentosaceus-Stamme
enthielten, ein niedrigerer pH-Wert nachgewiesen werden als in solchen, in denen dieser
Mikroorganismus fehlte. Infolgedessen wird ein Wachstum von C. botulinum gehemmt
(RODGERS et al. 2003a,b).

Vor allem Glucogenreserven dienen den pH-Wert senkenden bakteriellen Enzymen als
Néahrstoffquelle im Fleisch (PATEL et al. 1978).

4.3.2.1.3 Reduktion des Sauerstoffpartialdruckes

Inwieweit der Sauerstoffgehalt der Atmosphare reduziert sein muss, um Wachstum von C.
botulinum zu ermdglich, wurde in Kapitel 4.6.1 erértert. Daher soll an dieser Stelle nur darauf
hingewiesen werden, dass anaerobe Verhaltnisse auch sekundar durch sauerstoffzehrende
Aerobier geschaffen werden konnen (MULLER 1989a).

QUORTRUP und SUDHEIMER (1943) konnten dies fir Pseudomonas aeruginosa
nachweisen. Innerhalb von funf Stunden war kein Sauerstoff mehr in der Gasatmosphare
vorhanden.

SMELT et al. (1982) konnten in sauren Losungen (pH<4,6) ein Wachstum von C. botulinum
nachweisen und fihrten dies unter anderem darauf zurlick, dass der parallel verimpfte
Bacillus subtilis den Ep-Wert senkt und so ginstigere Bedingungen schafft. Weiterhin
sehen die Autoren diesen Pathomechanismus als urséachlich fir entsprechende Ergebnisse
von ODLAUG und PFLUG (1979) an.

4.3.2.1.4 Bakteriozine

Die Bakteriozinbildung durch C. botulinum selbst wurde im Kapitel 2.1.2.3 besprochen, an
dieser Stelle soll ausschlie3lich die Wirkung von Bakteriozinen anderer Spezies auf C.
botulinum besprochen werden.

Bei Bakteriozinen handelt es sich um biologisch aktive, mikrobiell produzierte Proteine, die
das Wachstum anderer Keime hemmen (TAGG et al. 1976). Einen allgemeinen Uberblick
Uber die verschiedenen Bakteriozine und deren Anwendungsmdglichkeiten geben
O’KEEFFE und HILL (2000) sowie KEMPERMAN et al. (2003) - aufgrund ihres Einsatzes in
der Lebensmittelindustrie werden die bakteriozinbildenden Bakterien auch als Starterkulturen
bezeichnet.
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Fur die Beeinflussung von C. botulinum sind die Bakteriozine Nisin und Pediocin von
Bedeutung, welche von einigen Lactococcos- bzw. Pediococcus-Spezies gebildet werden.
Nisin kommt in Milch und Milcherzeugnissen vor und ist gegen gram-positive Keime aktiv
(BAYOUMI 1991; BECKER 2000).

1969 wurde Nisin durch die WHO als Zusatzstoff akzeptiert (LINDSTROM et al. 2001b). In
den USA ist ein Zusatz von maximal 101lU/ml in bestimmten Lebensmitteln erlaubt
(FEDERAL REGISTER 1988, zitiert bei MAZZOTTA et al. 1997). Eine entsprechende
Zulassung als Lebensmittelzusatzstoff existiert in Deutschland nicht.

Eine anticlostridiale Wirkung wurde durch mehrere Untersuchungen belegt (HIRSCH et al.
1951; SCOTT u. TAYLOR 1981; OKEREKE u. MONTVILLE 1991a,b; THOMAS et al. 2002).
Wenn man die Empfindlichkeit von C. botulinum gegeniber Bakteriozinen mit der anderer
Spezies vergleicht, kann von einem vergleichsweise resistenten Verhalten gesprochen
werden. Die zu einer bestimmten Keimreduktion bendtigte Konzentration liegt deutlich hdher
als die anderer Mikroorganismen (MAZZOTTA et al. 1997).

Folglich liegt die verderbnisverhindernde Nisinkonzentration deutlich unter der, die die
Toxinbildung durch C. botulinum unterdriickt (DAVIES u. DELVES-BROUGHTON 2000). Aus
Ubersichtsgriinden soll die Existenz nisin-resistenter Stamme nur erwahnt werden — néahere
Untersuchungsergebnisse kdnnen bei MAZZOTTA et al. (1997), MAZZOTTA und
MONTVILLE (1999) sowie MAZZOTTA et al. (2000) nachgelesen werden.

Die Sensitivitat von C. botulinum gegentber Nisin bzw. Pediocin variiert je nachdem, welcher
bakteriozin-produzierende Mikroorganismus koinokuliert wird (CRANDALL u. MONTVILLE
1993).

Des Weiteren variiert die Empfindlichkeit von Stamm zu Stamm (Tabelle A72). SCOTT und
TAYLOR (1981) untersuchten die Empfindlichkeit von sechs verschiedenen C. botulinum-
Stdmmen und stellten fest, dass Typ A resistenter als Typ B und dieser wiederum
unempfindlicher als Typ E ist. Bestatigt werden diese prinzipiellen Ergebnisse durch
MAZZOTTA et al. (1997) und RODGERS et al. (2003a), wobei MAZZOTTA et al. (1997)
diese Differenzen nur bei Verwendung eines Sporeninokulums nachvollziehen konnten.
Wurden vegetative Zellen verimpft, konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen
werden.

Die Untersuchungen von SOMERS und TAYLOR (1981) zeigen, dass die Effektivitat von
Nisin beztglich einer Unterdriickung der BoNT-Synthese unter anderem vom pH-Wert des
Mediums und von den verimpften C. botulinum-Stammen beeinflusst wird.

In verschiedenen Lebensmitteln wurde untersucht, ob und inwieweit die Zugabe von
Bakteriozinen bzw. bakteriozin-produzierenden Mikroorganismen das Wachstum und die
Toxinbildung von C. botulinum hemmt (Tabelle 26).
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produzierende Mikroorganismen
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BoNT-Synthese durch B

akteriozine oder bakteriozin-

. Weitere Bacteriozin bzw. |BoNT- .
Lebensmittel ) Literaturquelle
Faktoren -prod. Stamm Nachweis
kein Zusatz pos.(3/3)
8T, 28 Tage |250 IU/g Nisin pos.(3/3)
Rinderhack- 500 1U/g Nisin pos.(3/3) .
. _ LINDSTROM et al. (2001b)
fleisch kein Zusatz neg.(0/3)
4T, 28 Tage | 250 IU/g Nisin neg.(0/3)
500 IU/g Nisin neg.(0/3)
kein Zusatz nach 6 d
10C Pediococcus
Rindfleisch, entosaceUs nach 10d
vakuum- s . CRANDALL et al. (1994)
verpackt kein Zusatz nach 31 d
4T Pediococcus
nach 17 d
pentosaceus
Geraucherte 26 409 1U/g nach 2,5 d
Makrele, unter 600 IU/g nach 4 d
TAYLOR et al. (1990)
100% CO, 173 1U/g nach 13 d
10C
gelagert 409 1U/g nach 14 d

Zu beachten ist, dass in Fleischproben die Wirksamkeit von Nisin herabgesetzt ist, da das
Protein an Fleischpartikel gebunden wird (SOMERS u. TAYLOR 1981).

Prinzipiell haben andere Faktoren einen starkeren Einfluss auf die Toxinbildung. Dies konnte
fur die Temperatur (CRANDALL u. MONTVILLE 1993; RODGERS et al. 2003a), die
InokulumgrofRe (SCOTT u. TAYLOR 1981) und —art (MAZZOTTA et al. 1997) sowie den pH-
Wert und den NaCl-Gehalt (MAZZOTTA et al. 1997) nachgewiesen werden.

Trotzdem wird davon ausgegangen, dass Nisin synergistisch mit anderen das Wachstum
und die Toxinbildung hemmenden Faktoren wirkt (HOLLEY 1981).

4.3.2.2 Einfluss auf die Spore

KAUTTER et al. (1966) konnten fir eine bakteriozin-ahnliche Substanz, welche durch nicht-
toxische C. botulinum-Typ E-Stamme produziert wird, eine bakteriostatische Wirkung
gegenuber toxischen C. botulinum-Typ E-Stdmmen nachweisen. Dieser Nachweis gelang
nicht far die Typen A, Bund F.

Die Untersuchungen von LAU et al. (1974) belegen, dass das Auskeimen von Typ B-Sporen
(anders als das vegetative Wachstum) durch Boticin P, welches durch einen nicht-toxischen
C. botulinum-Typ E-Stamm produziert wird, nicht beeinflusst wird.

Auch durch den vom Moraxella-Stamm A-43 produzierten Hemmstoff konnte ein
Auskeimen von C. botulinum-Typ E-Sporen nicht unterbunden werden (KWAN u. LEE 1974).
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4.3.2.3 Einfluss auf die vegetative Zelle

Fur C. sporogenes konnten JORDAN und DACK (1924), STARK et al. (1928) sowie
HUHTANEN (1991) eine von der Keimzahl abhangige Hemmung der BoNT-Synthese durch
C. botulinum nachweisen. Auch fur andere Clostridien-Spezies wurde eine hemmende
Wirkung belegt (KAUTTER et al. 1966; SMITH 1975b; SULLIVAN et al. 1988).

Bacillus licheniformis wirkt inhibierend auf C. botulinum-Typ F (Tabelle A73). Auch fur
Bacillus cereus und Bacillus subtilis wurden antimikrobielle Aktivitaten gegeniber C.
botulinum nachgewiesen (Graham 1978; GIRARDIN et al. 2002). Anders interpretieren
RAATJES und SMELT (1979) ihre Ergebnisse: sie konnten in botulinussporenhaltigen
Proben auch bei niedrigen pH-Werten eine BoNT-Synthese nachweisen, wenn Bacillus
subtilis und Bacillus licheniformis koinokuliert wurden. Die Autoren fuhren dies auf die
Reduktion des Redoxpotenzials durch die Bazillen zuriick. TANAKA (1982) konnte ebenfalls
weder fur Bacillus subtilis noch fur Bacillus licheniformis eine hemmende Wirkung auf die
Toxinbildung durch C. botulinum nachweisen. Deshalb muss vermutet werden, dass weitere,
bisher unbekannte Faktoren die Wechselwirkungen unter den Mikroorganismen
beeinflussen. SMELT et al. (1982) sprechen Bacillus subtilis eher noch eine das Wachstum
von C. botulinum férdernde Wirkung zu.

Aufgrund der Synthese von Milchsaure und der damit verbundenen pH-Wert-Senkung wurde
fur verschiedene Laktobazillen eine hemmende Wirkung sowohl auf C. botulinum
(SCHOOP u. HARMS 1935; DULLICK 1957; TANAKA et al. 1980; SULLIVAN et al. 1988;
SKINNER et al. 1999; RODGERS et al. 2003a,b) als auch auf andere, aus
lebensmittelhygienischer Sicht wichtige Keime (GILLILAND u. SPECK 1977) nachgewiesen.
Die Wirkung der Laktobazillen kann durch verschiedene externe Faktoren beeinflusst
werden. Eine Verstarkung ist durch die Zugabe fermentierbarer Kohlenhydrate mdglich
(Tabelle A74). Auf diese Art und Weise kann die zur Haltbarmachung von Schinken
bendtigte Natriumnitritkonzentration reduziert werden. Andererseits wird das Wachstum
vorhandener Laktobazillen in einigen Lebensmitteln gehemmt (KARAIOANNOGLOU et al.
1977), was sich auch auf das Verhalten von C. botulinum auswirken kann.

Eine Beeinflussung des Wachstums und der Toxinbildung von C. botulinum wurde weiterhin
fur Penicillium- und Mycoderma-Spezies (TANNER et al. 1940), Saccharomyces
cerevisiae (DAIFAS u. SMITH 2003) und Pseudomonas aeruginosa (QUORTRUP wu.
SUDHEIMER 1943) nachgewiesen.

4.3.3 Lysozym

Hierbei handelt es sich um ein bakteriolytisch wirkendes Enzym, welches Bestandteile
bakterieller Zellmembranen zerlegt (KOLB 2000b), weshalb es als Konservierungsmittel
vielseitig eingesetzt wird (CUNNINGHAM et al. 1991). Es kommt natirlicherweise in einer
Vielzahl von Lebensmitteln vor, so z.B. in Obst und Gemiise (CHANDAN u. EREIFEJ 1981),
Fischen (LIE et al. 1989) sowie Eiern (PROCTOR u. CUNNINGHAM 1988).

Aufgrund der Hitzeempfindlichkeit des Lysozym kommen PECK und FERNANDEZ (1995) zu
unterschiedlichen Auskeimungs- und Wachstumsraten - je nachdem, ob der Lysozymzusatz
vor oder nach der Probenerhitzung erfolgte.
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4.3.3.1 Einfluss auf die Spore

Mehrere Studien belegen, dass der Zusatz von Lysozym die Hitzeresistenz von C.
botulinum-Sporen verstarkt (PECK et al. 1992a,1993; GRAHAM et al. 1996a; PECK 1997;
FERNANDEZ u. PECK 1999). Der Zusatz von 5 pg/ml Lysozym steigerte die
Uberlebensfahigkeit von Typ A-Sporen um das 3-fache und die von Typ E-Sporen um das
1800-fache (ALDERTON et al. 1974). In den Untersuchungen von LINDSTROM et al. (2003)
waren die D-Werte der in den Forellen vorkommenden Sporen héher als die, die in den
Marédnen gefunden wurden. Eine mdogliche Ursache dafir sehen die Autoren in den
verschiedenen Lysozymkonzentrationen der Fischmuskulatur.

Begriindet ist dies in der Fahigkeit, die Sporenhille zu durchdringen und das durch die
Warme beeintrachtigte System zur Sporenauskeimung zu reaktivieren (GOULD 1984, zitiert
bei LUND u. PECK 1994; PECK et al. 1992b). Dagegen konnte eine regenerative Wirkung
nicht bei strahlengeschadigten Sporen nachgewiesen werden (ROWLEY et al. 1983b).
PECK et al. (1993) zeigen auf, dass eine Sporenbehandlung mit Thioglykolat die
Permeabilitat fir Lysozym steigert.

Aufgrund des Wirkungsmechanismus ist verstandlich, dass Lysozym keinen Einfluss auf das
Auskeimen von Sporen hat, die nicht warmebehandelt wurden. Die Ergebnisse von
GRAHAM et al. (1996) bestétigen dies.

Aus lebensmittelhygienischer Sicht ist dabei bedenklich, dass die in Lebensmitteln
vorkommenden Konzentrationen oft hoher sind als die, die das Auskeimen hitzegeschadigter
Sporen initiieren (LUND u. PECK 1994).

4.3.3.2 Einfluss auf die vegetative Zelle

In Tabelle 27 sind Untersuchungsergebnisse dargestellt, nach denen Lysozym keinen
signifikanten Effekt auf das Wachstum vegetativer Zellen hat, wenn die Sporen zuvor nicht
erhitzt wurden.

Tabelle 27: Einfluss der Lysozymkonzentration auf d as Wachstum nicht-erhitzter,
saccharolytischer C. botulinum-Sporen (modifiziert nach GRAHAM et al. 1996a)

Lysozym- Inkubationstage, bis Wachstumsnachweis mdglich
konzentration 16 12C 8C 5C
0 ug/ml 2 2 5-6 12
25 pg/ml 2 2 5-6 12

HUGHEY und JOHNSON (1987) dagegen stellten eine schwache Hemmung des
vegetativen Wachstum infolge Lysozymzugabe fest. Weiterhin wiesen die Autoren eine
Zellysis in Lysozym-haltigen Medien fest (Tabelle 28). Die Starke des lytischen Effektes
variierte dabei von Stamm zu Stamm. Wahrend fir die in Tabelle 28 aufgezéhlten Vertreter
eine Nachweis der Sensitivitdt gelang, waren andere wiederholt resistent (C. botulinum
Alaska E, lwanai E, Minnesota E and 113B).
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Tabelle 28: Lysis von C. botulinum-Zellen in Phosphatpuffer* (modifiziert nach HUGHEY und
JOHNSON 1987)

. . Minuten bis zur Minuten bis zu
C. botulinum-Stamm Max. Lysis . .
max. Lysis 50% Lysis
Hall A 70 150 30
17B 54 140 40
Okra B 65 150 35

* Lysozymkonzentration 100mg/l

S5 DIAGNOSTIK, THERAPIE UND PROPHYLAXE

Eine sichere Diagnostik ist aus verschiedenen Grinden unumganglich. Zum einen ist nur
nach Kenntnis der Spezies und des Toxovars eine kausale Therapie moglich. Dieses Wissen
um den Toxintyp ist weiterhin Voraussetzung fir die Erkennung maéglicher Gefahrenquellen
(Futter- und Lebensmittel) mit dem Ziel, weitere Erkrankungen zu verhindern. Auch im
Bereich der Produkthaftung ist die Botulismusdiagnostik entscheidend (BOHNEL u.
GESSLER 2003) — obwohl noch keine Schadensersatzfalle bekannt sind. Diese kdnnen
jedoch erwartet werden, wenn Verbraucher durch Lebensmittel landwirtschaftlicher Herkunft
geschadigt werden.

5.1 Verdachtsdiagnose

Anhand des Kklinischen Bildes und der epizootiologischen Gegebenheiten kann der
praktizierende Arzt/Tierarzt eine Verdachtsdiagnose stellen. Geschieht dies nicht, bleibt die
genaue Krankheits-/Todesursache meist unklar. Diese Gefahr nimmt zu, wenn atypische
Krankheitsformen auftreten (GREVE et al. 1993) oder Zusammenhange zu anderen
Krankheitsbildern unbekannt sind (z.B. Sauglingsbotulismus - SID).

Die Tabelle 29 liefert einen kurzen Uberblick tiber die wichtigsten Differenzialdiagnosen, die
sowohl im human- als auch im veterindrmedizinischen Bereich auszuschlie3en sind.

Tabelle 29: Bei Botulismusverdacht abzuklarende Dif  ferenzialdiagnosen

Botulismus-ahnliche
Erkrankung VVorkommen Ursache/Erreger

Symptome
. _ Aufnahme von atropin- . .
Atropin- Pferd, Fleisch- ) Obstipation, Ataxie,
. . haltigen Nachtschatten- :
vergiftung fresser, Geflugel N Atemdepression
gewachsen
. . . Orale Aufnahme von Blei Muskelschwéche, spater
Bleivergiftung Vogel . . N
(z.B. Sinkblei) Muskellahmung

BSE Rind Prion Bewegungsunlust, Ataxie
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- ! _ Paralyse der Gliedmalf3en,
Guillian-Barré- Immunreaktion gegen das .
Mensch . des Gesichtes und der
Syndrom periphere Nervensystem
Atemmuskulatur
Rind, Zootiere, .
Hypo- _ . Schwankender Gang bis
. seltener Hund, Peripartale Hypocalcamie/ )
calcamische i . Festliegen,
. Schwein, Schaf, | Hypophosphatéamie ) . i
Gebarparese , eingeschrénktes Sensorium
Ziege, Pferd
Monensin Aufnahme monensin- Bewegungsstérungen
. Pferd haltiger Rinder- oder gung gen.
vergiftung N _ Darmatonie
Geflugelfuttermittel
. . I Eingeschrankte
Muskel- Saugetiere, z.B. Vitamin E-/ Selen- e
. . Bewegungsfahigkeit,
dystrophie Vogel mangel
Zungenparalyse
. Angeborene oder Schwankender Gang,
Myasthenia Mensch, Hund, g - y J
ravis Katze erworbene Antikoérper gegen | schnelle Ermidung,
g Acetylcholinrezeptoren Dyspnoe
Warmblatige Zungenlahmung mit
Tollwut Saugetiere, Lyssavirus (Rhabdoviridae) g g
R Speichelfluss
selten Vogel
Rind, seltener Hypomagnesamie, oft auch ,
Weidetetanie ! _ P g" . ! . Festliegen
Schaf & Ziege Hypocalcamie

Fur die Abgrenzung des Botulismus von den im Bereich der Humanmedizin nennenswerten
Differenzialdiagnosen geben SHAPIRO et al. (1998), CHERINGTON (1998), WERNER et al.
(2000) sowie KOBAYASHI et al. (2003) nahere Hinweise.

Im Bereich der Veterinarmedizin sind vor allem mdogliche Tollwut- und BSE-Falle zu
differenzieren, da fur diese Erkrankungen eine Anzeigepflicht besteht.

Bei einem akuten oder gar perakuten Krankheitsverlauf ist die Diagnosestellung post mortem
zusatzlich erschwert, da typische pathologisch-anatomische Veranderungen fehlen (SPIER
1978; KIUPEL et al. 1979; WAGNER u. MANN 1979; SMART et al. 1980; SWIFT et al. 2000;
WOLLANKE 2004). Folglich kommt dem Probenmaterial (u.a. vermutete Intoxikationsquelle,
Serum, Magen-Darminhalt) eine besondere Bedeutung zu.
Besteht Verdacht auf Séduglingsbotulismus, ist der Nachweis von C. botulinum oder BoNT in
der Stuhlprobe am wahrscheinlichsten. So konnten FENICIA et al. (1993) im Kot erkrankter
Kleinkinder initial 200,000 Sporen/g, sieben Tage spater noch 7,000 Sporen/g nachweisen.
Nur selten kann das Toxin im Serum nachgewiesen werden (SAKAGUCHI et al. 1988).
Bei Verdacht auf Botulismus bei Rindern sollten zusatzlich folgende Proben enthommen
werden (BOHNEL u. GESSLER 2003):
je 10ml Serum und Milch bei laktierenden Kihen sowie 50-100g Magen-/
Panseninhalt und Kot; zusatzlich post mortem Proben der einzelnen Darmabschnitte
sowie von Leber, Milz und Tonsillen
verdachtige Futter-, Wasser- oder Bodenproben
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5.2 Erregernachweis

C. botulinum allein anhand seiner morphologischen Eigenschaften zu differenzieren, ist
schwer moglich, da der Keim verwandten Bakterienstdmmen sehr &hnelt (Tabelle A3).

Eine weitere Mdglichkeit, einzelne Bakterienstamme zu identifizieren, ist die Beurteilung ihrer
biochemischen Eigenschaften (Tabelle A2). Aufgrund dieser und kulturmorphologischer
Eigenschaften werden die Stamme in vier metabole Gruppen eingeteilt, denen aber auch
andere Clostridienarten zugeteilt werden (Tabelle A4). Die Untersuchungen von OGUMA et
al. (1986) belegen, dass die Zuordnung der Typen in die Gruppen aufgrund ihrer
biochemischen Leistungen mit den Zuweisungen aufgrund der Toxinsynthese oder dem
Vorhandensein von Phagen ubereinstimmt.

MAYHEW und GORBACH (1975) versuchten, Uber die gaschromatographische
Untersuchung der gebildeten Fettsduren eine Lebensmittelkontamination mit C. botulinum
nachzuweisen. Dabei gelang es ihnen nicht, C. botulinum-Keime von C. sporogenes zu
differenzieren. Auch in spateren Untersuchungen war dies nicht méglich. So fuhrten BRETT
(1998) sowie LINDSTROM et al. (1999) Schnelltests auf der Basis von Enzymnachweisen
durch und kamen zu dem Ergebnis, dass diese auf Genus-Ebene sichere Aussagen liefern,
die Spezies aber nicht immer korrekt diagnostizieren.

Sowohl FRANCIOSA et al. (1994) als auch FACH et al. (1995) entwickelten PCRs, mit
denen mehrere C. botulinum-Typen nachgewiesen werden konnten und die gleichzeitig eine
hohe Ubereinstimmung mit dem Mauseletalitatstest aufweisen.

MADE et al. (2000) gelang mit der PCR nach FACH et al. (1995) der Nachweis von C.
botulinum in 1/52 Honigproben. Dieses Ergebnis wurde sowohl durch die PCR nach
FRANCIOSA et al. (1994) als auch durch den Tierversuch bestatigt. Wahrend der PCR nach
FACH et al. (1995) eine hohere Sensitivitdt gegentber dem Typ A zugesprochen wird,
reagiert die PCR nach FRANCIOSA et al. (1994) empfindlicher auf den Typ B (MADE et al.
2000).

FACH et al. (2002) entwickelten einen PCR-ELISA, der 80% der 25g-Proben aufdeckte, die
weniger als 10 Sporen enthielten. Wie schon in friiheren Untersuchungen (FRANCIOSA et
al. 1994) wiesen FACH et al. (2002) zuséatzliche Typ-Gene nach, auf deren BoONT der
Méauseletalitatstest nicht reagierte. Analoge Diskrepanzen stellten schon SZABO et al. (1994)
fest. Mdglich ist dies durch den Nachweis ruhender BoNT-Gene oder inhibierten BoONTs bzw.
C. botulinum-Keime.

Eine Typisierung vegetativer C. botulinum-Zellen ist auRer durch die BoNT-Bestimmung
auch durch Pyrolyse mdglich. CONE und LECHOWICH (1970) erstellten charakteristische
Pyrogramme von vegetativen Zellen und Sporen der Typen A, B und E. Wahrend diese
Untersuchungsergebnisse  aufgrund visueller Beobachtungen erfolgten, werteten
GUTTERIDGE et al. (1980) ihre Ergebnisse mit Hilfe von Computern aus. Dabei konnten sie
die Typen A bis F den bekannten Kulturgruppen zuordnen.
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Der Versuch des Erregernachweises ist von Bedeutung, da es mdoglich ist, dass , ... die
Lebensmittel zum Zeitpunkt der Untersuchung infolge Wachstums anderer Mikroorganismen,
pH-Wert-Verschiebungen oder auch Temperatureinfliissen gar nicht mehr toxisch sind und
nur die direkte Keimisolierung Aufklarung verschaffen kann.” (LEVETZOW 1979).
Andererseits ist zu bedenken, dass C. botulinum ein ubiquitar vorkommender Keim ist.
Aufgrund dessen kann die Diagnose nicht nur durch den Erregernachweis gestellt werden -
erst, wenn parallel der Toxinnachweis gelingt, gilt die Diagnose als gesichert.

5.3 Toxinnachweis

Das Botulinumtoxin kann in Blut, Organen (Leber, Milz, Tonsillen) oder im Magen-/
Darminhalt nachgewiesen werden (WOLLANKE 2004). Besteht Verdacht auf eine
Lebensmittelvergiftung mit mehreren Betroffenen, kénnen auch verdachtige Lebens- bzw.
Futtermittelproben untersucht werden.

Der Beweis kann direkt Uber eine Toxinextraktion oder indirekt Gber Anziichtung BoNT-
synthetisierender Clostridien erfolgen. Bei letztgenannter Methode ist zu bedenken, dass ein
positiver Nachweis lediglich das Vorhandensein von toxin-synthetisierenden Bakterien
belegt, nicht jedoch eine zuvor stattgefundene BoNT-Bildung.

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass die gleichzeitige Verimpfung von
proteolytischen und saccharolytischen C. botulinum-Typen zu falsch-negativen Ergebnissen
fuhren kann. Die Untersuchungen von EKLUND et al. (2004) belegen, dass bei gleichzeitiger
Verimpfung eine Hemmung der Toxinsynthese stattfindet.

5.3.1 Gesetzlich vorgeschriebener Tierversuch

Der Toxinnachweis Uber die Maus ist Standard und gesetzlich in der Amtlichen Sammlung
der Untersuchungsverfahren laut 864 des Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuches
(2005) sowie in der DIN 10102 geregelt. Dieses Verfahren ist das zur Zeit sensitivste
Verfahren zum Nachweis von BoNT (BEHRENS 1999) und gilt daher als Referenzverfahren
(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG 2005a). Ein typisches Symptom der
erkrankten Maus ist die sog. Wespentaille (Abbildung 10).

Abbildung 10: Wespentaille
bei einer an Botulismus
erkrankten Maus (GESSLER
u. BOHNEL 2004)




96

Der Nachweisbereich wird von HALLIS et al. (1996) mit 10-20pg/ml angegeben.
DOELLGAST et al. (1993, zitiert bei BEHRENS 1999) geben einen noch niedrigeren Bereich
(5-10pg/ml) an.

Zu beachten ist, dass die Ergebnisse Schwankungen unterliegen, bedingt z.B. durch
verschiedene Mausestamme oder Haltungsbedingungen (BEHRENS 1999), letztendlich
stellte SMITH (1986) auch individuell verschiedene Reaktionen auf verabreichtes BoNT fest.

5.3.2 Alternativen

5.3.2.1 In-vivo

Es gibt verschiedene Untersuchungen, die die Empfindlichkeit der Maus mit der anderer
Tiere vergleichen. So wiesen BOROFF und REILLY (1959) nach, dass Fasane und Enten
500- bzw. 50-mal empfindlicher auf BONT reagieren als Mause (Tabelle A75).

SCHETTLER (1979) verwendete fir den Nachweis von BoNT-Typ C sechs Wochen alte
japanische Wachteln. Inwieweit sich diese als Versuchstiere eignen, untersuchte MEHLER
(1981) anhand der Toxintypen A und C. Fir BoNT-Typ A konnte bei intraperitonealer
Applikation eine 21,4-mal geringere Empfindlichkeit der Wachtel im Vergleich zur Maus
nachgewiesen werden. Allerdings ist dies aufgrund der unterschiedlichen Korpergewichte
von Wachtel und Maus zu relativieren. Danach ergibt sich nur noch eine dreimal geringere
Empfindlichkeit der Wachtel. Anders waren die Untersuchungsergebnisse bei intra-
peritonealer Applikation von Typ C-Toxin — hier reagierte die Wachtel empfindlicher als die
Maus — die fur die Wachtel benétigte LDsg war 108-mal kleiner als die der Maus.

5.3.2.2 In-vitro

Da die genannten Tierversuche neben ethischen Bedenken (hohe Anzahl an Versuchstieren
und deren tddlich endendes Leiden) auch andere Nachteile (relativ lange Zeitdauer, hohe
Kosten) haben, gibt es intensive Bestrebungen nach Alternativen zum Tierversuch, nicht
zuletzt auch deshalb, da BoONT als bioterroristisches Agens einzustufen ist (GESSLER u.
BOHNEL 2004). Im Folgenden soll aus Ubersichtsgriinden nur auf einzelne Untersuchungen
bezlglich ELISA und PCR eingegangen werden.

Mit Hilfe des ELISA konnen entweder Antikérper (JUBB et al. 1993) oder BoNT direkt
(THOMAS 1991) nachgewiesen werden.

GIBSON et al. (1987) verglichen den ELISA mit dem Tierversuch bezlglich ihrer Sensitivitat
gegeniuber BoNT-Typ A (Tabelle A76). Dabei wurden mittels des ELISA keine falsch
positiven, jedoch eine falsch negative Probe festgestellt. In den Versuchen von THOMAS
(1991) erwies sich der verwendete ELISA gegen BoNT-Typ C und D als weniger sensitiv als
der Mauseletalitatstest. Nachteilig ist weiterhin, dass im Voraus nur selten bekannt ist, um
welchen Toxintyp es sich handelt und so ein typspezifischer ELISA nur bedingt einsetzbar
ist.

Daher versuchten POTTER et al. (1993), einen ELISA zu entwickeln, mit dessen Hilfe die
Toxintypen A, B und E gleichzeitig nachgewiesen werden kénnen. Zur Kontrolle wurden 490
Proben sowohl mit dem Mé&useletalitatstest als auch mit dem entwickelten ELISA untersucht.
Dabei wurden mittels ELISA keine falsch negativen Proben gefunden. Die 91 falsch positiven
Proben fihren die Autoren auf die hfhere Sensitivitéat des ELISA zurlick, da diese Proben fur
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Méause nicht letale Toxinmengen enthielten, die demnach im Tierversuch nicht nachgewiesen
werden kdnnen. Zu analogen Ergebnissen kamen ROMAN et al. (1994), DOELLGAST et al.
(1994) sowie GREGORY et al. (1996). Dagegen filhren DEL TORRE et al. (1998) ihre falsch
positiven Ergebnisse auf die mittles ELISA nachzuweisenden Stoffwechselendprodukte
anderer Clostridien-Spezies zuriick und vertreten in diesem Zusammenhang die Auffassung,
dass ein spezifischer Nachweis fir C. botulinum-Neurotoxin auf diesem Wege nicht
uneingeschrankt maoglich ist.

Im Bereich der molekulargenetischen Nachweisverfahren soll auf die Multiplex-PCR
hingewiesen werden, die LINDSTROM et al. (2001a) entwickelten. Mit ihr ist der Nachweis
des genetischen Toxinbildungspotentials fur die Typen A, B, E und F moglich. In deutschen
Instituten wird diese Methode angewandt und hat sich mittlerweile etabliert (GESSLER u.
BOHNEL 2004). Allerdings besteht die Gefahr der ,Uberschatzung des Giftpotenzials®
(ZECHMEISTER et al. 2002), wenn Toxin-Genfragmente nachgewiesen werden, die in einer
nachfolgenden Kultivierung jedoch nicht zur BoNT-Synthese fihren.

5.4 Therapie und Prophylaxe

In der Humanmedizin sind sowohl Vorsorge als auch Therapie von Bedeutung, wéhrend in
der Veterinarmedizin aus finanziellen Erwagungen heraus der Schwerpunkt im
prophylaktischen Bereich liegt.

Der kausale Therapieansatz besteht in der Gabe multivalenter Antitoxine, die eine weitere
Bindung des BONT an die motorischen Endplatten unterbinden. Die Auswertung von
Botulismusfallen belegt, dass Patienten, die multivalente Antitoxine erhalten, hdhere
Uberlebensraten und eine kiirzere Krankheitsdauer haben (TACKET et al. 1984).
Problematisch dabei ist, dass Toxine zahlreicher Feldstamme nicht mit den Antitoxinen
neutralisierbar sind (WOLLANKE 2004). Unabhé&ngig davon variiert die Wirkung der
Antitoxine je nach Toxintyp. Da BoNT-Typ A vergleichsweise schneller an die Endplatten
bindet, ist die Antitoxinwirkung eher begrenzt, wahrend eine gute Neutralisierung bei Typen
B und E beobachtet werden kann (MOESCHLIN 1986). Wegen der Gefahr schwerer
anaphylaktischer Reaktionen wird bei Faéllen von Sauglingsbotulismus von einer
Antitoxingabe abgeraten (MCMASTER et al. 2000).

Eine klinische Genesung ist nur durch die Bildung neuer Axone und neuer motorischer
Endplatten moglich (MULLER-BUNKE et al. 2000). Aus diesem Grunde braucht ein
Abklingen aller Symptome mehrere Wochen oder Monate, in denen die Patienten je nach
Bedarf intensivmedizinisch betreut werden mussen. Ziel einer symptomatischen Therapie ist
es, die weitere Toxinaufnahme zu unterbinden und gleichzeitig die lebenswichtigen
Kdrperfunktionen aufrechtzuerhalten (DIETZ 1998). In Deutschland werden therapeutische
Antiseren nicht angeboten (GESSLER u. BOHNEL 2001a), sie sind bei Bedarf aus dem
Ausland zu importieren.

Die Gabe von Antibiotika ist nicht indiziert, da es sich um eine Intoxikation handelt und
bereits freigesetztes Toxin nicht beeinflussbar ist. Weiterhin besteht die Gefahr, dass es
durch den Bakterienzerfall zu einer vermehrten Toxinfreisetzung kommt (MULLER-BUNKE
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et al. 2000). AuRerdem konnten ARNON et al. (1977) trotz parenteraler Penicillinbehandlung
sowohl C. botulinum als auch BoNT noch nach Wochen im Stuhl nachweisen.

Zu den wichtigsten prophylaktischen MalRBhahmen gehért die Gabe toxinspezifischer
Antikdrper. Diese kdnnen passiv von immunisierten Spendern erhalten oder aktiv durch eine
Immunisierung mit Toxoiden gebildet werden.

Vor allem in Gebieten, in denen Botulismus ein endemisches Problem darstellt, werden
landwirtschaftliche Nutztiere geimpft. So werden sowohl mono- als auch bivalente Impfstoffe
der Typen C und D vor allem in Sudafrika und Australien eingesetzt (JANSEN et al. 1976,
zitiert bei BOHNEL 1995). Auch in den USA (MARTIN 2003), Brasilien (GRORE-
HERRENTHEY 2004), Israel (ANONYM 1997) und Deutschland (ANONYM 1999; NEUFELD
u. BELIHART-NEUFELD 2004a) werden solche Vakzinen genutzt. In Kentucky tritt
Botulismus beim Pferd regelméaRig auf — weshalb vor allem tragende Stuten mit Typ-C-
Toxoid-Vakzinen geschitzt werden (GERBER 1994b). In Mitteleuropa werden auf3erdem
Tiere auf Nerzfarmen aktiv immunisiert (SELBITZ 1992).

Die Ubertragung von Antitoxinen tiber das Kolostrum konnte ADAMI (1984) bei Ziegen
nachweisen. Wéahrend im Serum der Jungtiere vor Kolostrumaufnahme keine Antitoxine
nachweisbar waren, gelang dies nach dem ersten Trénken.

Dies stimmt mit den Aussagen von LEWIS et al. (1982, zitiert bei BOHNEL 1995) beziiglich
ihrer Untersuchungen an Fohlen Uberein. Zu anderen Ergebnissen kommen WILKINS und
PALMER (2003), ihrer Meinung nach ist die passive Immunitdt der Fohlen kein
ausreichender Schutz.

Weitere wichtige prophylaktische Maflinahmen betreffen den Managementbereich. Zum
einen sollte eine regelmaRige Qualitatskontrolle des Futters und der Weiden stattfinden, um
die Verunreinigung mit Kadavern zu minimieren. Weiterhin ist die unschadliche Beseitigung
der tierischen Exkremente von Bedeutung. KEHLER und SCHOLZ (1996) empfehlen in
Verdachtsfallen einen vollstandigen Weide-/Futterwechsel.

Klassische Fehler im Rahmen der Silageherstellung und —fltterung sollten vermieden
werden. So stellt die Verunreinigung des Futters mit Erdsporen wahrend des Mahens oder
durch nichtbetonierte Silobdden eine mdgliche Gefahrenquelle dar. Durch den Einsatz von
Silierhilfen sollte der pH-Wert schnell abgesenkt werden, bei der spateren Entnahme sind
glatte und feste Schnittflachen optimal.

Da ein Phosphormangel in tropischen Gebieten zur Osteophagie bei Rindern fuhrt, empfiehlt
SEIFERT (1992) die Substitution tUber Lecksteine. Gleichzeitig regt er die gezielte Diingung
der Futterpflanzen an, um so einem Phosphordefizit vorzubeugen.

Bei Botulismus kommt es nicht zur Ausbildung einer belastbaren Immunitat, da die letale
Dosis deutlich niedriger ist als die immunisierende (BOROFF u. CABEEN 1954).
Infolgedessen sind nach einer Rekonvaleszenz keine protektiven Antikérper vorhanden
(FRANCIOSA et al. 2003).

Fur den Botulismus des Menschen besteht Meldepflicht (86 des Infektionsschutzgesetzes).
Bei Tieren ist eine Botulismuserkrankung weder anzeige- noch meldepflichtig.
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6 DISKUSSION

Obwohl es sich bei C. botulinum um einen weltweit vorkommenden Bodenseuchenerreger
handelt, tritt die Erkrankung nur sporadisch auf. Ursachlich dafir ist, dass mehrere
Voraussetzungen erfillt sein missen, um eine Intoxikation oder Infektion zu ermdglichen
(JANETSCHKE et al. 1989). Zum einen missen C. botulinum-Sporen im Lebens-
[Futtermittel vorhanden sein und diese missen die Be- und Verarbeitung Uberleben.
Weiterhin sind wéhrend der Lagerung Bedingungen wichtig, die das Auskeimen und die
Toxinbildung ermdglichen und eine nachtragliche Inaktivierung des BoNT verhindern.

Fur eine Infektion missen pradisponierende Faktoren seitens des Betroffenen, z.B. eine
gestorte Magen-Darm-Flora (Kapitel 2.2), vorliegen, damit mit der Nahrung aufgenommene
Sporen auskeimen und es mit bakteriellem Wachstum zur BoNT-Bildung im Darm kommen
kann.

Aufgrund der schweren klinischen Verlaufe, der vielschichtigen Krankheitsbilder und einer
mit ca. 20% relativ hohen Mortalitatsrate (HATHEWAY 1995a) ist die Bedeutung dieser
Erkrankung, und damit die von C. botulinum als Lebensmittelvergifter, nicht zu
unterschatzen.

Zunachst soll auf Schwierigkeiten bei der Auswertung von labordiagnostischen Ergebnissen
und damit verbundene falsche Riickschliisse eingegangen werden. Dabei wird auf mogliche
Fehlerquellen wahrend der Probenentnahme und —bearbeitung sowie der Auswertung der
Ergebnisse eingegangen.

Ein wichtiger Grund fir falsch negative Ergebnisse sind Toxininseln im Lebens- bzw.
Futtermittel, wenn diese bei der Probengewinnung nicht mit enthommen werden (MEYER u.
EDDIE 1951; MEYER u. KIETZMANN 1958; RAY 2001). LUCKE (1983) sieht aufgrund der
.heterogenen Verteilung von Sporen und Toxin“ die Gefahr falscher Probenergebnisse aus
Rohschinken. Auch der von SCHULZE und FUNKE (1981) beschriebene Fall, in dessen
Rahmen nur ein Krankheitsfall auftrat, obwohl mehrere Personen von dem Schinken
gegessen hatten, unterstitzt den Verdacht einer ungleichméaRigen Sporen- und
Toxinverteilung. Die Autoren gehen davon aus, dass sich die Toxininseln vor allem im
Inneren, nahe am Knochen, befinden, da diese Stellen fir Konservierungsmittel erst nach
langerer Zeit erreichbar sind.

Auch eine nicht fachgerechte Probenbearbeitung kann Ergebnisse verfalschen. Dies wird
durch mehrere Autoren (SCHMIDT et al. 1961; TJIABERG 1974; SMELT u. HAAS 1978) bei
fehlender Trypsinierung der Verdachtsproben beschrieben, besonders bei fur C. botulinum
suboptimalen Bedingungen. MADE et al. (2000) verweisen auf Untersuchungen von
HAUSCHILD und HILSHEIMER (1983), nach denen Honigproben stark verdinnt werden
sollten, wenn in ihnen der Nachweis von C. botulinum gelingen soll. Ansonsten hemmt die
hohe Zuckerkonzentration, die einen niedrigen ay-Wert nach sich zieht, das Auskeimen
eventuell vorhandener Sporen.
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Bei der Auswertung von PCR-Ergebnissen ist zu beachten, dass positive Nachweise nicht
immer Aussagen uber die Toxizitat erlauben, da auch ruhende BoNT-Gene nachgewiesen
werden (Kapitel 5.2). ZECHMEISTER et al. (2002) sehen dadurch die Gefahr der
,Uberschatzung des Giftpotenziales*.

Demnach muss beachtet werden, dass (1) der Nachweis eines Neurotoxin-Gens keine
Ruckschliusse auf das Vorhandensein von BoNT erlaubt und (2) in komplexen, biologischen
Systemen PCR-inhibierende Faktoren vorhanden sein kdnnen (LANTZ et al. 2000), die zu
falsch negativen Ergebnissen fiihren. Ein weiterer Grund, warum bei positivem BoONT-
Nachweis nicht stets vom Vorhandensein von C. botulinum ausgegangen werden kann, sind
Untersuchungsergebnisse, die auch fir andere Spezies die Fahigkeit der BoNT-Synthese
belegen (CHAUDHRY et al. 1998; ANNIBALLI et al. 2002). Von BoNT-Nachweisen bei
klinisch inapparenten Kilhen berichtet BOHNEL (2004). Gleichzeitig schlieRt ein fehlender
Toxinnachweis in den Verdachtsproben Botulismus nicht aus, da Resorbtion oder Abbau
durch proteolytische Enzyme nicht ausgeschlossen werden konnen (BOHNEL et al. 2001a,b;
STOBER 2002). Im umgekehrten Fall kann BoNT postmortal in Kadavern gebildet werden,
wenn im GIT vorhandene Sporen auskeimen und es zur Toxinbildung durch vegetative
Zellen kommt. So kann eine falsche Todesursache vorgetauscht werden (SMART u.
ROBERTS 1977).

Demnach sollte im Rahmen einer Diagnostik immer sowohl ein Erreger- als auch ein
Toxinnachweis angestrebt werden und das Ergebnis im Zusammenhang mit dem
Krankheitsbild und den epidemiologischen Gegebenheiten interpretiert werden.

Wenn das an Botulismus erkrankte Tier empfindlicher auf das BoNT reagiert als die im
Tierversuch eingesetzte Maus, konnen auch infolge des Mauseletalitatstestes falsch
negative Ergebnisse entstehen. So wiesen MOELLER et al. (2003) fur laktierende Rinder
eine ca. 12-mal héhere Empfindlichkeit gegeniiber BONT-Typ C pro kg Kdrpergewicht nach
als fur die Maus und erklaren somit Probleme beim Nachweis von Botulismus.

Aus verbraucherschitzerischer Sicht sind vor allem Fakten interessant, die sich mit dem
haufigsten Vehikel des Botulismus, dem Nahrungsmittel, befassen.

Anhand der im Kapitel 4 besprochenen Vermehrungs- und Toxinbildungsbedingungen
kénnen Eigenschaften von Produkten abgeleitet werden, die das Risiko einer
Botulismusintoxikation erhéhen. Zusammenfassend soll noch einmal darauf hingewiesen
werden, dass, aufgrund der Vielzahl an Einflussfaktoren, diese Untersuchungsergebnisse
nur bedingt miteinander vergleichbar und somit Widerspriiche nicht immer erklarbar sind.
Eine klassische Risikogruppe stellen die REPFED-Produkte dar. Fir sie stellt C. botulinum
die grofte mikrobiologische Problematik dar (DEL TORRE et al. 2004) - besonders dann,
wenn Gemuse verwendet wird, das mit im Boden vorkommenden Sporen verunreinigt ist.
Verstarkt wird dies durch ein Abtoten der Begleitflora infolge der relativ milden
Warmebehandlung. Aus diesem Grunde werden pasteurisierte und im Anschluss nicht
adaquat gekihlte Lebensmittel als geféhrlicher eingestuft als unbehandelte Produkte
(LERKE u. FARBER 1971).
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Als weitere Risikofaktoren gelten (1) eine zumeist unter Sauerstoffreduktion stattfindende
Verpackung, (2) der milde Einsatz konservierender Zusatzstoffe (LINDSTROM 2003) sowie
(3) die Fahigkeit saccharolytischer C. botulinum-Stamme, ab Temperaturen von >3T zu
wachsen. Letzteres lasst vermuten, dass Vergiftungen, die auf derartige Lebensmittel
zurlckzufuihren sind, haufig durch nicht-proteolytische C. botulinum-Stamme verursacht
werden (Kapitel 3.3). Daraus leitet HYYTIA-TREES (1999) die Empfehlung ab, dass Lebens-
mittel, die bei 3 — 5T gelagert werden, eine maxim ale Haltbarkeit von 10 Tagen haben
sollten und fir Produkte, die bei <10CT gelagert we rden ein MHD von hdchstens vier bis finf
Tagen empfehlenswert ist. Betragt die Haltbarkeit mehr als 10 Tage, sollten die Lebensmittel
durch einen weiteren Faktor so beeinflusst werden, dass eine Toxinbildung durch C.
botulinum unterbunden wird .

Auch andere Lebens- oder Futtermittel, die in sauerstoffreduzierter bzw. —freier Atmosphare
verpackt und gelagert werden, sind mit einem hdheren Botulismusrisiko behaftet. Hierzu
zahlen Konserven (LUCKE 1983), in verschiedene Plastikmaterialien und unter modifizierter
Gasatmosphare gelagerte Lebensmittel (HYYTIA et al. 1998; SCHEBOR u. CHIRIFE 2000)
und auch in luftdichter Plastikfolie vor Klimaeinflissen geschuitzte Heuballen (SEIFERT
2004).

Aber auch Lebensmittel, die aufgrund ihrer Eigenschaften als sicher gelten, kénnen unter fir
C. botulinum beglnstigenden Umstanden Ausléser fur Intoxikationen sein. So sind in den
Kapiteln 4.3.2.1.2 und 4.3.2.1.3 mikrobiell bedingte Verdnderungen dargestellt, die die
Bedingungen im Medium fir C. botulinum verbessern und somit ein Wachstum mit
Toxinbildung erméglichen. Eine wahrend der Lagerung von Muscheln festgestellte Reduktion
des Salzgehaltes fuhren PATEL et al. (1978) auf eine Bindung des Salzes im Muskelgewebe
zurtick. Prinzipiell ist ein derartiger Vorgang auch in anderen Lebensmitteln denkbar — womit
eine  mit zunehmender Lagerungsdauer abnehmende Unterdrickung bakteriellen
Wachstums und damit der Toxinsynthese zu erwarten ist. Dies bedarf weiterer Forschung
und gegebenenfalls weiterer die Toxinbildung hemmender Zusatzstoffe.

Eine weitere Risikogruppe sind Fische oder marine Saugetiere, die neun von zehn Typ E-
Botulismusfalle verursachen (PEDERSEN 1955). Dies spiegelt sich unter anderem in einem
gehauften Auftreten von Botulismus wahrend der Fischfangsaison in Russland wieder
(DEHOF 1994). Erklart werden kann dies mit mehreren pradisponierenden Faktoren: (1) ein
gehéauftes Vorkommen von C. botulinum-Typ E in der aquatischen Umwelt (PELROY et al.
1982), weshalb der Keim zur natirlichen Mikroflora der Fische gezahlt wird (DEHOF et al.
1989), (2) eine milde Bearbeitung der Produkte, die vorhandene Sporen nicht inaktiviert und
(3) damit, dass der Typ E psychrotroph und somit durch KihimaRnahmen nur schwer
kontrollierbar ist (BACH u. MULLER-PRASUHN 1971). Erschwerend kommt hinzu, dass (1)
Fische und andere Meerestiere einen guten Nahrboden fur C. botulinum darstellen (LERKE
u. FARBER 1971), (2) einige Meerestiere (z.B. Austern, Muscheln) nicht tiefgefroren werden
(PATEL et al. 1978) und (3) sich eine kontinuierliche Kontrolle des Salzgehaltes z.B. in
Réaucherfischen schwierig gestaltet (CANN u. TAYLOR 1979). Dennoch kann davon
ausgegangen werden, dass durch ziigiges Ausnehmen der Fische und eine anschlieRende
Kihlung die Keimbelastung und Gefahr der Toxinbildung minimiert wird (ROBERT-KOCH-
INSTITUT 2000).
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Letztendlich soll noch auf das Untersuchungsergebnis von BOHNEL et al. (2005)
hingewiesen werden. Es wurde BoNT im Einzelgemelk einer Kuh nachgewiesen, die aus
einem Bestand mit Viszeralem Botulismus stammt. Dieses alarmierende Ergebnis bedarf
dringend weiterer Untersuchungen, um die Gefahr, dass BoNT die Blut-Milch-Schranke
passiert und somit eine Intoxikationsquelle fir den Verbraucher darstellt, realistisch
einschatzen zu kdénnen.

Neben dem Nahrungsmittel bzw. seiner Ausgangsprodukte an sich ist auch deren
Bearbeitung fir eine mdgliche Toxinsynthese von Bedeutung. Prinzipiell gibt es drei Wege,
die Entwicklung von C. botulinum zu kontrollieren: (1) die Abtétung eventuell vorhandener
Sporen (z.B. Vollkonserven), (2) die Hemmung der Sporenauskeimung und des vegetativen
Wachstums (z.B. Obstkonserven) und (3) eine Kombination aus Sporenabtétung und
Hemmung der Auskeimung (z.B. lagerféahige PoOkelfleischprodukte) (HAUSCHILD 1983).
Aufgrund der hohen Hitzeresistenz der C. botulinum-Sporen ist es nur schwer moglich, mit
Hilfe von Warmebehandlungen eventuell vorhandene Sporen zu zerstéren, ohne die
nutritiven und organoleptischen Eigenschaften zu beeinflussen (PETERSON et al. 2002). In
diesem Zusammenhang ist weiterhin zu bedenken, dass der D-Wert die Population nur um
90% reduziert, demnach liegen keine sterilen Verhaltnisse vor.

Auch wenn eine Zerstorung der Sporen wahrend der industriellen Prozesse nicht immer
erreicht wird, so kann doch die Empfindlichkeit gegentiber anderen Hemmfaktoren gesteigert
werden (VARNAM u. EVANS 1991). Herstellungsprozesse sind so zu planen, dass eine
Toxinbildung ausgeschlossen werden kann. In der Literatur finden sich beispielhafte
Sicherheitslicken: (1) Ergebnisse von SUGIYAMA et al. (1981) belegen, dass die
Erhitzungsdauer fur die untersuchten Kartoffeln nicht ausreicht, um auch im Inneren eine
adaquate Erwarmung zu erzielen. BRYAN (1988) geht davon aus, dass fast 80% der
Botulismusfalle von 1961 — 1982 durch eine ungeniigende Erwarmung der Lebensmittel
bedingt wurden. (2) Aus kommerziellen Beweggriinden besteht die Tendenz, die Reifezeiten
von Rohschinken durch eine hohere Pokeltemperatur zu verkiirzen (LUCKE 1983). Bei
sporenfreien Ausgangsprodukten ist dies aus lebensmittelhygienischer Sicht mdglich, da
dies aber nicht garantiert werden kann, sollte von dieser Verdnderung des Bearbeitungs-
prozesses Abstand genommen werden.

Weiterhin kann durch eine unsachgemafe Lagerung das Botulismusrisiko zunehmen.
Besonders bei Produkten, die einer Kuhlung bedirfen, ist die Gefahr der Vermehrung von
psychotrophen Stdmme gegeben. WELT et al. (2003) berichten, dass die Temperaturen in
Klhlschranken privater Haushalte zumeist nur bei <10C liegen, was unter ansonsten
optimalen Bedingungen eine Toxinbildung durch saccharolytische C. botulinum-Stamme
nicht unterbindet. Andererseits kommen im Rahmen der industriellen Herstellung und
Lagerung zumeist mehrere hemmende Faktoren zum Einsatz, so dass nicht generell von
einer BoNT-Synthese in den in Kihlschrénken gelagerten Lebensmitteln ausgegangen
werden kann. Zudem werden langere Lagerungszeiten bendtigt, um eine gefahrliche Toxin-
konzentration zu erreichen.
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Ein weiteres, fur den Verbraucher nicht erkennbares (und wahrscheinlich auch nicht
bekanntes) Risiko stellen Lebensmittel dar, in denen eine Toxinsynthese durch C. botulinum
stattfindet, bevor Verderbniserscheinungen das Produkt ungenie3bar machen. Mehrere
Untersuchungen belegen dies fir verschiedene Lebensmittelgruppen (KAUTTER 1964;
SOLOMON et al. 1994,1998; DAIFAS et al. 1999b).

Vergleicht man diese und weitere Veroffentlichungen fallt auf, dass ein Grof3teil der
betroffenen Proben unter modifizierten Gasatmosphéren und / oder unter Kihltemperaturen
gelagert wurden. Begriindet ist dies in der Hemmung der Begleitflora, die zum einen
Konkurrenz fur C. botulinum darstellt und zum anderen fir die Verderbniserscheinungen
verantwortlich ist. Besonders eine inadadquate Kuhlung der Lebensmittel fuhrt zur
Unterdriickung der mesophilen Verderbniskeime, wéhrend sich psychotrophe C. botulinum-
Stdmme bei Temperaturen >3T vermehren kénnen (Kapitel 4.1.1.2).

Aufgrund dessen sind weitere, das Wachstum und die Toxinbildung von BONT-
produzierenden Spezies unterbindende Hemmfaktoren nétig, die sich in ihrer anticlostridialen
Wirkung erganzen. Ein Beispiel dafir ist die kiihle Lagerung von pasteurisierten Produkten
oder der Zusatz verschiedener Hemmstoffe. Weitere Kombinationen von Hemmfaktoren
kommen bei RAaucherfischen (Salz und Rauch) und REPFED-Produkten (veranderte
Gasatmosphére und niedrige Temperaturen) zum Einsatz. Dabei ist zu bedenken, dass sich
alle Faktoren beziglich ihrer Grenzwerte fur C. botulinum beeinflussen (Kapitel 4), weshalb
Grenzwerte immer relativ betrachtet werden sollten.

Weiterhin zeigen die Untersuchungen von SUAREZ REBOLLO et al. (1997) sowie LARSON
und JOHNSON (1999), dass niedrige Bestrahlungsdosen die Verderbnisflora starker
hemmen als C. botulinum und somit auch das Botulismusrisiko erhéhen. Zusammenfassend
ist festzustellen, dass Verderbniserscheinungen nicht als Indikator fir eine mdgliche BoNT-
Synthese genutzt werden dirfen. Dies beruht auch auf der Tatsache, dass nicht alle C.
botulinum-Stamme in der Lage sind, Proteasen zu produzieren.

Aufgrund dessen, dass C. botulinum-Keime ubiquitér vorkommen und Botulismus zumeist
durch fehlerhafte Lebensmittelherstellung oder —lagerung entsteht, kann nicht mit einer
Elimination der Erkrankung gerechnet werden.

Jedoch kann ein Verstandnis der Vermehrung- und Toxinbildungsvoraussetzungen sowie die
Kenntnis (ber Resistenzen von Sporen und Toxin helfen, die Risiken und damit die
Erkrankungsfélle zu minimieren. Auch bei der Entwicklung und Herstellung neuer, mdglichst
wenig bearbeiteter Produkte sind diese und zuklnftige Forschungsergebnisse von
Bedeutung.
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AbschlielRend muss festgehalten werden, dass einige Fragen offen bleiben.

(1) Es wurden Diskrepanzen zwischen den Grundlagen des 12-D-Konzeptes und den in
Tabelle 12 zusammengefassten Hitzeresistenzen festgestellt. Letztere lagen deutlich
niedriger, und es erscheint nur eine Sicherheitsspanne diese Unterschiede erklaren
zu kdnnen.

(2) Bei SONNENSCHEIN (1980), TAKUMI et al. (1980), OGUMA et al. (1986) und
CARLIER et al. (2004) finden apathogene C. botulinum-Stdmme Erwahnung. Da C.
botulinum bzw. der Botulismus jedoch vorrangig tber die Toxinbildung oder Uber das
Gen diagnostiziert werden, bleibt offen, wie haufig nicht-toxigene Stdmme im
Verhaltnis zu pathogenen vorkommen.

(3) Neue Krankheitsbilder bedirfen weiterer Grundlagenforschung. So wird beispiels-
weise der Viszerale Botulismus nicht in allen Veroéffentlichungen als eigenstandiges
Krankheitsbild anerkannt.

Zuletzt soll noch auf zwei rechtlich offene Fragen hingewiesen werden, die im Sinne des
Verbraucherschutzes dringend einer Klarung auf wissenschaftlicher Basis bedurfen. Sowohl
bei Geflugelbotulismus als auch bei Viszeralem Botulismus besteht kein Schlachtverbot fur
(iberlebende) Tiere (BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG 2005a,b). In diesem
Rahmen sind Untersuchungen beziglich einer méglichen Geféahrdung fur den Menschen
dringend nétig.
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Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt (1) auf Untersuchungsergebnissen zum
qualitativen und quantitativen Vorkommen von C. botulinum sowie (2) den Wirkungen
verschiedener Umweltfaktoren auf vegetative Zelle und Spore sowie auf das Botulinum-
neurotoxin (BoNT).

Der Autor geht zunachst auf die Pathogenese, die verschiedenen Erkrankungsformen und
die Symptomatik des Botulismus ein. Im Laufe der Jahre wurden verschiedene Toxovare
nachgewiesen, auf deren Toxine Mensch und Tier mit variierender Sensibilitat reagieren.
Aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften werden die Toxovare zusammen mit anderen
Clostridienarten in vier metabole Gruppen eingeteilt. Eine BoNT-Synthese wurde auch fir die
mit C. botulinum verwandten Spezies C. baratii und C. butyricum nachgewiesen. Damit ist
ein automatischer Riuckschluss auf das Vorhandensein von C. botulinum nur aufgrund eines
positiven BoNT-Nachweises nicht richtig.

Weiterhin werden die Bildung der Dauerform sowie das Auskeimen der Sporen erlautert.
Verantwortlich fur das klinische Bild des Botulismus ist das Botulinumneurotoxin, dessen
Synthese und pharmakologische Wirkung besprochen wird. Auch andere Virulenzfaktoren,
z.B. das Bildungsvermdgen weiterer Toxine und die Bakteriozinbildung, werden kurz
dargestellt. Neben der klassischen Form der Intoxikation mit in Lebens-/Futtermitteln
praformiertem BONT werden weitere pathogenetische Mechanismen erldautert und der
klinische Verlauf beschrieben. Da fir die Entstehung des Krankheitsbildes neben dem
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Vorhandensein des BoNT weitere Bedingungen erfillt sein missen, handelt es sich im
europdaischen Raum um eine eher sporadische Erkrankung.

Im Kapitel drei wird das Vorkommen der C. botulinum-Sporen sowohl unter qualitativen als
auch quantitativen Aspekten betrachtet. Obwohl es sich bei der Spezies C. botulinum um
einen weltweit ubiquitdr lokalisiert vorkommenden Erreger handelt, variieren die
toxovarspezifischen Nachweise je nach geographischer Lage und Probenart. Wéahrend im
europdaischen Raum der Typ B dominiert, sind Krankheitsfalle in Amerika vor allem auf den
Typ A zurlUckzufuhren. Parallel werden im Allgemeinen die Toxovare A, B, F und G dem
Erdboden, der Typ E marinen Proben und die Typen C und D tierischen Kotproben
zugeordnet. Weiterhin wurden haufig verursachende Lebens- bzw. Futtermittel sowie
epidemiologische Zusammenhange betrachtet.

Um die Ubersichtlichkeit zu wahren, sind physikalische, chemische und biologische Faktoren
getrennt dargestellt worden. Dabei wurden die Untersuchungsergebnisse jeweils zum
Einfluss auf Spore, vegetative Zelle und BoNT besprochen. Hierbei ist zu beachten, dass es
Unterschiede beziglich der Anforderungen flr Sporenauskeimung und fir das vegetative
Wachstums gibt. Obwohl das Bakterium zu den Anaerobiern zahlt, wurde unter geringen
Sauerstoffkonzentrationen sowohl Wachstum als auch Toxinbildung beobachtet. Im
Gegensatz zum Toxin, welches durch einfaches Kochen zerstort wird, konnte fir die Sporen
eine, je nach Typ variierende, hohe Hitzeresitenz nachgewiesen werden. Es kann nicht
davon ausgegangen werden, dass mit den zum jetzigen Zeitpunkt von der
Lebensmittelindustrie eingesetzten Erhitzungsverfahren im Lebensmittel vorhandene Sporen
immer sicher zerstort werden. Folglich liegt der Schwerpunkt der Botulismusprophylaxe im
Bereich der Wachstums- und Toxinbildungshemmung des Erregers. Um die BONT-Synthese
in Lebensmitteln effektiv zu unterbinden, empfiehlt sich eine Kombination aus mehreren
Hemmfaktoren gemalRl dem Hirdenkonzept. Ein Vorteil dieses Konzeptes liegt darin, dass
die Faktoren, wenn sie in der richtigen Kombination Anwendung finden, synergistisch wirken
und damit die fur die Vermehrungshemmung und Toxininaktivierung erforderlichen Zusétze
oder Erhitzungstemperaturen reduziert werden kdnnen.

SchlieBlich wird in der Arbeit auf die Diagnostik und Therapie eingegangen. Im Rahmen der
Diskussion werden unter anderem mogliche Probleme bei der Diagnosestellung besprochen.

AbschlieRend soll die Bedeutung der Prophylaxe hervorgehoben werden — dabei ist
besonders auf die Qualitat risikobehafteter Lebens- und Futtermittel zu achten und mégliche
Sicherheitsliicken sind wahrend der Produktion und Lagerung auszuschlief3en.

Weiterhin ist festzuhalten, dass besonders die pathogenetischen Kenntnisse zu neuen
Krankheitsbildern vertieft werden mussen, um die Entstehungsweise der Erkrankungen
besser zu verstehen und somit die Effektivitat praventiver MalRnahmen zu erhdhen.
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This paper focuses on (1) the test results for the qualitative and quantitative incidence of C.
botulinum and (2) the impacts of various environmental factors on the vegetative cell and
spore and the botulinum neurotoxin (BoNT).

The author initially deals with the pathogenesis, the various forms of illness and the
symptomatology of botulism. Over the years a variety of toxovars have been detected to
whose toxins humans and animals react with varying degrees of sensitivity. Owing to their
biochemical properties, the toxovars are classified together with other clostridium species in
four metabolic groups. A BoNT synthesis has also been demonstrated for the C. baratii and
C. butyricum species related to C. botulinum. It is therefore incorrect to automatically
conclude the existence of C. botulinum solely on the ground of positive evidence of BoONT.
Formation of the permanent species and germination of the spores will moreover be
elucidated. The botulinum neurotoxin is responsible for the clinical picture of botulism, whose
synthesis and pharmacological effect will be described. A brief description of other virulence
factors, such as the ability to form further toxins and bacteriocin formation will also be
provided. Other pathogenetic mechanisms in addition to the classic form of intoxication with
pre-formed BoNT in food and feed sources will be elucidated and their clinical course
described. Since other conditions in addition to the existence of BONT must be fulfilled for the
genesis of the clinical picture it tends to be a sporadic illness in the European region.



108

In chapter three, both the qualitative and quantitative aspects of the incidence of C.
botulinum spores will be considered. Although the C. botulinum species is a globally
ubiquitous pathogen that occurs in localised infections, detection of specific toxovars varies
according to the geographic location and type of sample. Whereas type B prevails in the
European region, cases of illness in America are mainly attributable to type A. Similarly,
toxovars A, B, F and G are generally attributable to the soil, type E to marine samples and
types C and D to samples of animal faeces. Epidemiological connections to the food or feed
sources that frequently cause such illnesses are moreover considered.

Physical, chemical and biological factors have been described separately for the sake of
clarity. The test results have consequently been discussed in terms of impact on the spore,
vegetative cell and BoNT. It should consequently be noted that there are differences in term
of the requirements for spore germination and vegetative growth. Both growth and toxin
formation were observed at low oxygen concentrations even though the bacterium belongs to
the anaerobes. Unlike toxins, which are destroyed by normal cooking processes, spores
have a demonstrably high resistance to heat, which varies according to the type. It cannot be
assumed that the heating process currently employed in the food industry always completely
destroys the spores that are present in the food. Botulism prophylaxis consequently focuses
on the area of growth and inhibition of toxin formation by the pathogen. In order to effectively
prevent BoNT synthesis in food a combination of several inhibitory factors is recommended,
in accordance with the hurdle concept. One advantage of this concept is that the factors
have a synergetic effect when they are applied in the right combination, thus permitting are
reduction in the additives or heating temperatures required to inhibit reproduction or toxin
activation.

The paper finally deals with diagnosis and therapy. Potential problems in making a diagnosis,
among other things, are addressed in the context of the discussion.

Emphasis is subsequently placed on the importance of the prophylaxis — particular attention
must accordingly be paid to the quality of high-risk food and feed sources, and potential
safety loopholes during production and storage must be eliminated.
It should moreover be emphasised that pathogenetic knowledge of new syndromes in
particular must be extended with a view to improving understanding of the genesis of
illnesses, thereby enhancing the efficacy of preventive measures.
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Abbildung A3: Entwicklungskaskade des klinischen Bo
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Tabelle Al: Geschichtlicher Uberblick zur Entdeckun g der Toxintypen (LOCH 2000)

Toxintyp  Ursprung Herkunft Jahr Erstmalige Beschrei bung
B Roher Schinken | Belgien 1897 VAN ERMENGEN (1897)
A Griine Bohnen Deutschland 1904 LANDMANN (1904)
Cs Huhn USA 1922 BENGSTON (1922)
Cy* Rind Australien 1922 SEDDON (1922)
D Rind Sudafrika 1928 MEYER und GUNNISON (1928)
- Hering USA 1934  |HAZEN (1942)
Fisch Ukraine 1934 GUNNISON et al. (1937)
F Leberpastete Déanemark 1960 MOLLER und SCHEIBEL (1960)
Erde Argentinien 1970 GIMENEZ und CICCARELLI (1970)

*Kkein Neurotoxin

Tabelle A2: Biochemische Eigenschaften von BoNT-pro  duzierenden Spezies (BELL und
KYRIAKIDES 2000)

) C. botulinum-Gruppen . C
Eigenschaften C. baratii y
| Il Ml v butyricum
Toxintypen A,B,F | B,EF C,D G F E
Lecithinaseproduktion - - +/- - + -
Verflu§S|gung von + + + + ) )
Gelantine
Glucose + + + - + +
Fructose +/- + +/- - + +
Mannose - + + - + +
Fermentation Maltose +/- + +/- - + +
von
Sucrose - + - - + +
Trehalose - + - - - +
Xylose - - - - +
Lipase + - - -
Acetat + + + +
Propionat +
Metabolische Butyrat + + + + + +
Sauren Isobutyrat +
Isovaleriat +
Phenyl-
+
acetat




Tabelle A3: Morphologische Eigenschaften von

C. botulinum und verwandten Clostridienstammen (modifiziert nac

h LOCH 2000)

Spezies

C. botulinum

C. baratii C.butyricum

Gruppe I I [ v
Gramfarbung + + + + +
Beweglichkeit + + + + - +

gerade/leicht erade erade erade

gekrimmte g . g . g . gerade Stabchen gerade Stabchen

. . R Stabchen Stabchen Stabchen
Mikromorphologie Stabchen
einzeln oder | einzeln oder einzeln oder . . einzeln oder paarweise, kurze
. _ . einzeln oder paarweise .
paarweise paarweise paarweise Ketten, selten Faden
Breite in pm 0,6-1,4 0,8-1,6 0,5-2,4 1,3-1,9 0,5-1,9 0,5-1,7
Lange in pm 3,0-20,2 1,7-15,7 3,0-22,0 1,6-9,4 1,6-10,2 2,4-7,6
s | subterminal subterminal subterminal subterminal subterminal bis terminal Subterminal - mittelstandig
porenlage

auftreibend auftreibend auftreibend auftreibend auftreibend nicht auftreibend
Versporung Leicht sehr selten selten sehr leicht
Kolonie-

2-6mm 1-5mm 1-5mm 1-4mm 0,5-2mm 1-6mm
durchmesser
Hamolyse B B B B B (a/keine) keine

rund bis .. |rund bis leicht |rund bis . . s

) unregelmaRig e .. |rund bis ausgefranst rund bis unregelmafig

Kolonieform ausgefranst unregelmaRig |unregelmafig

flach/erhaben | erhaben flach/erhaben | erhaben flach/leicht erhaben erhaben

durchsichtig/ | durchsichtig/

i . g J durchsichtig durchsichtig durchsichtig/ opak durchsichtig

Koloniefarbe semiopak opak

grau grauweild grauweild

rauhe

Besonderheiten Schwarmer Spiegeleikultur

Schwarmer
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Tabelle A4: Metabole Gruppen der

X1l

C. botulinum-Toxovare und anderer

Clostridium-Spezies

Metabole Gruppe Zugehoriges

C. botulinum-Toxovar bzw. andere Spezies

Toxovar A, proteolytische Stémme der Toxovare B und F

C. sporogenes

Toxovar E, saccharolytische Stamme der Toxovare B und F

Toxovare C und D

C. novyi A

Toxovar G

C. subterminale

Tabelle A5: BoNT-Synthese durch  C. botulinum (modifiziert nach BOHNEL 1995)

C. botulinum

Neurotoxin-Typ

D

Typ A

Typ A Subtyp AB

Typ A Subtyp Ab

Typ A Subtyp Af

Typ B

Typ B Subtyp Ba

Typ B Subtyp Bf

Typ Cq

Typ Cg

Typ D

Typ E

Typ F

Typ G

+in groRen Mengen gebildet
+ in geringen Mengen gebildet

Tabelle A6: Einfluss der Inkubationstemperatur auf

(PECK et al. 1995)

die Sporenbildung von

C. botulinum-Typ E

Inkubations- Prozel-nt ik d gs;ijaertﬂer
temperatur (C) | vegetativen Zellen Sporuzleeltg o freien Sporen Sporen

e 15 5 80 2,8x10"°

™ 20 0 60 2,2x10"

v 90 0 10 2,8x10°




Tabelle A7: Zusammenfassung von in der Literatur an

Menschen

X1

gegebenen letalen BoNT-Dosen fur den

Letale Dosis

Literaturquelle

6x10™* Mg (Aerosolform)

BLATZ (1999)

0,000035 ug

MACHOLZ und LEWERENZ (1989)

0,003 pg (Typ A)

BACH und MULLER-PRASUHN (1971) sowie BEER (1987)

0,005 - 0,05ug/kg

CRAWFORD MECHEM und WALTER (1994)

(2000); KOHLER (2001)

0,05 - 0,1 pg CHERINGTON (1998)
0,06 ug SELBITZ (1992)
01100 LEVETZOW (1979); SINELL (1992); LOCH (2000); JOHNSON

1 ug (Typ A, Bund E)

IWAND (1979)

<1 ug (Typ A und B)
10 ug (Typ E und F)

BELL und KYRIAKIDES (2000)

Tabelle A8: Letale Dosis des BoNT-Typ G in Abhéngig
Verabreichung ( CICCARELLI et al. 1977)

keit von Tierart und Art der

Tierart Applikation des BoNT LD so/kg
intragastrikal 33000
Affe
intravends 120
oral 3125
Huhn
subkutan 1200 - 2600
. intragastrikal 10000 - 20000
Meerschwein - -
intraperitoneal 100

Tabelle A9: Lokalisation der genetischen Informatio

ahnlichen Neurotoxinen (modifiziert nach POPOFF 199  5)

n zur Synthese von botulinogenen und

Spezies Toxin-Typ Genlokalsation
C. botulinum-Typ A BONT Typ A Chromosom
C. botulinum-Typ B BoNT Typ B Chromosom
C. botulinum-Typ C BoONT Typ C; Phage

C. botulinum-Typ D BoNT Typ D Phage

C. botulinum-Typ E BoNT Typ E Chromosom
C. butyricum-Typ E BuUuNT Typ E Chromosom
C. botulinum-Typ F BONT Typ F Chromosom
C. baratii-Typ F BaNT Typ F ?

C. botulinum-Typ G BONT Typ G Plasmid
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Tabelle A10: Auswirkung des Wachstums von S5 auf di e Toxinbildung von C. botulinum-Typ E
(modifiziert nach KAUTTER et al. 1966)

Sporeninokulum MLD/ml der C. botulinum-Stamme
Typ E S5 Minnesota D8 070 Beluga Iwanai
100 - >20,000 10,000 >20,000 2,000 2,000
1,000 - >20,000 >20,000 >20,000 20,000 2,000
10,000 - >20,000 >20,000 >20,000 20,000 2,000
100 10,000 <10 <10 <10 <10 <10
100 1,000 20 <10 <10 <10 <10
100 100 200 <10 200 20 <10
1,000 100 2,000 <10 >20,000 1,000 <10
10,000 100 >20,000 100 >20,000 1,000 20

Tabelle A11: Klinische Einteilung des Botulismus be im Menschen (modifiziert nach
CHERINGTON 1998)

Klinische Form Erste Beschreibung
Klassischer Botulismus 1897
traumatisch oder chirurgisch bedingt 1943
Wundbotulismus ) parenteral 1982
Drogenkonsum bedingt
intranasal 1985
Sauglingsbotulismus 1976
Erwachsenenbotulismus 1977
latrogener Botulismus 1997

Tabelle A12: Vorkommen von Botulismus beim Menschen in den USA, 1978 — 1984 (SMITH und
SUGIYAMA 1988)

Falle
US-EStun?es- Lebensmittel- Sauglings Wund Quelle
staa ; - -
bed|_ngter botulismus botulismus unbekannt
Botulismus

Alaska 23 1 0 0
Arizona 4 8 0 0
Arkansas 0 3 0 0
Californien 31 202 8 9
Colorado 15 5 0 0
Conneticut 0 1 0 1
Delaware 7 0 0
D. Columbia 1 0 0




Fortsetzung der Tabelle A12
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Tabelle A13: Auswirkung der Erndahrung von Sauglinge

(ARNON 1986)

n auf das Darmmilieu und die Darmflora

Eigenschaften

Frndhrung mit Muttermilch

Erndhrung mit kommerziell
hergestellter Nahrung

pH-Wert der Faeces 51-54 59-8,0
Bacteroides spp.
vorherrschende Bakterien Bifidobacterium spp. Clostridien

anaerobe Streptococcen

Tabelle Al4: Auftreten der Toxovare bei verschieden

en Tierarten (modifiziert nach KOLB

2000a)
Toxovar Bevorzugte Wirte
A Mensch, Pferd, Rind, Kiiken
B Mensch, Pferd, Rind, Schwein
Ca Wassergefligel, Kiiken, Puten, Pflanzenfresser, Hund, Fisch
Cs Nerz, Schaf, Rind, Pferd
D Rind, Schaf, Pferd
E Mensch, Nerz, Fisch
F Mensch
G Unbekannt

Tabelle Al15: Haufig auftretende Botulismussymptome

(modifiziert nach MACDONALD et al.

1985)

Symptome In % der Félle (n=28)
Verschwommener Blick 90
Doppeltsehen 78
Schluckstérungen 78
Ptosis 75
Mundtrockenheit 70
Heiserkeit 60
Mudigkeit 60
Schwindelgefunhl 60
Extraokkulare Muskellahmungen 40
Ubelkeit / Brechreiz 37
Muskelschwéche 36
GliedmaRenschwache 36
Gesichtsmuskelschwéche 32
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Tabelle A16: Geographische Verbreitung und Wirtsspe  ktrum der Toxovaren von C. botulinum
(SELBITZ 1992)

Toxovar  |Verbreitung Bevorzugte Wirte

A USA, Ukraine Mensch, Huhn, Nerz

B USA, Nord- und Mitteleuropa Mensch, Pferd, Rind, Huhn
Europa, Nord- und Stdamerika, . ,

C* P ) . . Wasservdgel, Rind, Nerz, Pferd
Russland, Australien, Siidafrika
Siidafrika, Australien (Europa, Russland, )

D . Rind
Amerika selten)
Nordeuropa, Russland, Kanada, Alaska, :

E Mensch, Fische
Japan

F Nordeuropa, Russland, USA Mensch
Sidamerika Keine Erkrankungen

*Wahrend C. botulinum-Typ Cq Botulismus bei Wildgefliigel verursacht, konnte C. botulinum-Typ Cp bei

Botulismusfallen von Pferden, Rindern, Schafen und Nerzen nachgewiesen werden (MITSCHERLICH u.
MARTH 1984).

Tabelle A17: Prozentualer Anteil an C. botulinum-Typ E-positiven Proben in européischen
Meerestieren verschiedener Herkunft (modifiziert na ~ ch HUSS und PEDERSEN 1979)

Danische
. Skagerrak Nord-
Proben Ostsee Fjorde & Kattegat .
& Nordsee atlantik
Meerenge
Hering 4 - 2 0 1
Makrele, Lachs 20 - 57 0 0
Kabeljau, Aal, Scholle 39 43 23 8 0
Schalentiere - 11 24 7 -
Gesamt 21,8 36,2 18,7 4,8 0,4

Tabelle A18: Nachweise von C. botulinum in Asien (DODDS 1993, zitiert bei POPOFF 1995)

9 C. botulinum-Typ (%
Erd- & Sedimentproben aus % pbos. yp (%)
Proben A B C/D E F
Ehemalige SU, Kaspisches Meer 15 8 18 2 72 0
China, Thailand, Bangladesh 69 16 14 61 8 1
Norden 12 0 0 0 99 1
Japan
Siuden 28 0 0 92 8 0




Tabelle A19: Quantitative Nachweise von

Haustierbestanden

XVIII

C. botulinum-Sporen in klinisch unauffélligen

Sporen/Gramm

Probenart

iteraturangabe

<4 (in 71% der Proben)

Schweine

Kotproben schwedischer

DAHLENBORG et al. (2001)

<1,5 (Sommer) und >4

(Winter)

Rinder

Kotproben schwedischer

DAHLENBORG et al. (2003)

>10000

Rinder

Kotproben hollandischer

NOTERMANS et al. (1978)

Tabelle A20: Botulismusausbriiche in Zusammenhang mi

1899 - 1975 (modifiziert nach ODLAUG und PFLUG 1978 )

t sauren Lebensmitteln in Amerika,

Jahr |Staat Lebensmittel Toxintyp  Krankheitsfalle  pH -Werte
1910 |Kalifornien Birnen n.v. 12

1915 | Kalifornien Aprikosen n.v. 5

1915 | lllinois Tomatenketchup n.v. 2

1918 | Kalifornien Birnen n.v. 1

1918 | Kalifornien Aprikosen A 8

1918 | Kalifornien Aprikosen n.v. 2

1922 | Kalifornien Eingelegte Tomaten A 2

1924 | Washington Sauer Eingelegtes A 2

1927 | Kalifornien Birnen A 2 3,86
1929 | Colorado Griine Tomaten n.v. 4

1931 | Oregon Apfelsol3e n.v. 2

1933 |Kanada Tomaten n.v. 3

1935 | Kalifornien Tomatensaft n.v. 2

1936 | Kalifornien Tomaten A 1

1938 | Kalifornien (:;l;?iigomaten & n.v. 2

1939 | Kalifornien Tomaten n.v. 5

1940 | Kalifornien Tomaten 5

1940 | Kalifornien Aprikosen A 3

1940 |Tennessee Tomaten B 2 4,0
1941 | Nebraska Tomaten n.v. 3

1942 | Kalifornien Sauer Eingelegtes A 4

1943 | Kalifornien Tomaten n.v. 2

1947 | New Mexico Pfirsiche A 4

1948 | Kalifornien Tomaten n.v. 3

1948 | Kalifornien Birnen A 2

1951 | Kalifornien Tomaten n.v. 2




Fortsetzung der Tabelle A20

XIX

1953 | Kalifornien Heidelbeersaft A 1
1954 | Kalifornien Pfirsiche A 4
1964 |Kansas Sauer Eingelegtes A 7
1965 |Alabama Tomatensaft n.v. 1
1969 | Kentucky Tomatensaft B 1
1973 | Kentucky Blaubeeren B 2
1974 | Alabama Tomaten B 1
1974 |ldaho Tomatensaft A 1 4,2
1975 | New Jersey Apfelsol3e B 1

n.v. - nicht verfiigbar

Tabelle A21: Botulismus auslésende Lebensmittelgrup

nach SCHAFFNER 1982)

pen in den USA, 1899-1981 (modifiziert

Anzahl der Ausbriiche

Produkt . .

hausgemacht industriell hergestellt
Gemise 432 40
Fleisch 25 6
Fisch 25
Saure Lebensmittel 40 1
Gesamt 522 55

Tabelle A22: Botulismus auslésende Lebensmittelgrup

pen in Franken (BERNDT 1978)

Lebensmittel

Prozentualer Anteil

Roher, selbstgeraucherter Schinken 35,5
Kommerziell hergestellter roher Schinken -

Wurst 22,6
Fleisch (incl. Rauchfleisch) 19,3
Fisch 3,2
Unbekannt 19,4
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Tabelle A23: Botulismus auslésende Lebensmittelgrup pen, weltweit (modifiziert nach SOFOS

1992)
Land Produkte aus (%) Verarbeitung (%)
Fleisch Fisch Pflanzen Andere privat industriell
Alaska 45 55 0 0 100 0
Argentinien 3 10 73 13 77 23
Belgien 60 20 20 0 60 40
CSSR 72 14 7 100 0
China 10 0 86 4 - -
Frankreich 86 5 7 2 88 12
Iran 97 0 0 - -
Japan 99 1 0 98
Kanada 70 22 8 0 97
Polen 87 11 2 0 68 32
Spanien 42 0 58 0 92 8
Schweden 17 83 0 0 83 17
Ungarn 67 0 3 29 100 0
Ehem. SU 17 67 16 97
USA 14 17 60 90 10

Tabelle A24: Beeinflussung des Nachweises von
durch Jahreszeit und Haltungssystem (modifiziert na

C. botulinum-Typ B in Schweinekotproben
ch DAHLENBORG ET AL. 2001)

positive Proben /

Einflussfaktoren
untersuchte Proben

% positive Proben

] Sommer 21/45 a7
Jahreszeit
Winter 27/33 82
) Freiland 12/36 33
Haltungsbedingungen
Stall 36/42 86
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Tabelle A25: Vorkommen von C. botulinum-Typ E in rohen Fischen aus Deutschland
(modifiziert nach HYYTIA-TREES et al. 1999)

. durchschnittliche
Probenart % positive Proben
Sporenanzahl/g

Eingeweide 4 115
Regenbogenforelle

Oberflache 0 0

Eingeweide 50 345
Débel

Oberflache 94 300

Eingeweide
Marane

Oberflache

Eingeweide
Lachsforelle

Oberflache 80 165

Eingeweide 75 45
Brasse

Oberflache 100 435

Eingeweide 0 0
Bachforelle

Oberflache 33 45

o Eingeweide 0 0

Saibling

Oberflache 50 100

Tabelle A26: Auftreten von Botulismus in Kanada, 19 75 - 1984 (modifiziert nach TODD 1992)

Jahr Ausbriche Einzelerkrankungen
1975 6 13
1976 4 15
1977 5 8
1978 6 11
1979 - -
1980 3 5
1981 3 4
1982 3 6
1983 7 11
1984 10 17
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Tabelle A27: Auftreten von Botulismus in den USA, 1

988-1992 (BEAN et al. 1997)

Ausbriiche Einzelfalle Todesfalle
Jahr Anzahl % Anzahl % Anzahl %
1988 20 4.4 49 0,3 1 5,3
1989 13 2,6 24 0,2 2 11,8
1990 12 2,3 22 0,1 5 33,3
1991 11 2,1 25 0,2 2 20,0
1992 4 1,0 13 0,1 1 12,5

Tabelle A28: Beispielhafte Umweltbedingungen, die d
(moadifiziert nach ROBERTS et al. 1996)

as Wachstum von C. botulinum hemmen

C. botulinum-Gruppe

Faktoren

I Il 1] v
mind. Temperatur (T) 10-12 3,3 15 12
Hemmung durch % NacCl 10 5 3 >3

Tabelle A29: Einfluss der Temperatur auf Wachstum u

(modifiziert nach SPERBER 1982)

nd Toxinbildung von

C. botulinum-Typ B

Temperatur Tage bis BoNT-Nachweis positiv
5,6 27
4,4 33
3,3 129

Tabelle A30: Hemmung von C. botulinum-Typ E durch NaCl sowie einer Kombination von NaCl
und NO , (modifiziert nach SCOTT 1989)

hemmende Konzentrationen

Fischart
NaCl % NaCl% (+NO,(100ppm))
Lachs 3,8 25
Marane 3,9 3,2
Karpfen 42 3,7
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Tabelle A31: Wachstum von C. botulinum-Typ E in Abhangigkeit von Temperatur, pH-Wert und
ay-Wert (OHYE und CHRISTIAN 1967, zitiert bei SELL 19 85)

Temp. (T) 10 20 30 40
pH-Wert 6 7 8 6 7 8 6 7 8 6 7 8
a,-Wert Inkubationszeit bis zur Feststellung von Wachstum (in Tagen)

0,997 9 7 8 2 1 1 1 1 1 3 1 1

0,99 14 9 - 2 2 2 1 1 1 1 1 17
0,98 - - - 7 2 2 2 1 1 - 1

0,97 - - - - 7 - - 2 2 - - 7

0,96 - - - - - - - - - - - -

Tabelle A32: Mindest-a -Werte fiir das Wachstum von C. botulinum-Typ B in Abh&ngigkeit vom
pH-Wert (BAIRD-PARKER und FREAME 1967)

oH-Wert a,-Werte
0,997 0,99 0,98 0,97 0,96 0,95
7,0 + + + + + -
6,0 + + + + - -
55 + + + + - -
5,3 + + + - - -
5,0 + - - - - -

Tabelle A33: BoNT-Synthese in gekochten, purierten und vakuumverpackten Kartoffeln bei
einer Inkubationstemperatur von 25C (modifiziert n ach DODDS 1989)

a,-Wert pH-Wert Tage bis zum positiven Toxinnachweis

0,980 6,10 7

0,981 5,45 7

0,977 4,83 35
0,972 6,04 7

0,973 5,50 14
0,969 4,96 >35
0,959 5,74 35
0,960 5,46 >35
0,964 4,95 >35
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Tabelle A34: Toxinbildung eines proteolytischen C. botulinum-Typ B-Stammes in Grassilage
(moadifiziert nach NOTERMANS et al. 1979)

pH-Wert a,-Wert Toxingehalt (LD so/ml) nach Inkubation (37C, 7d)

0,995 1,5x%x 10°
0,968 1,5x%x 10°
0,962 1,5x%x 10°

6,5 2 3+
0,957 10°- 10
0,943 <10 *
0,940 TN neg.
0,993 8,7 x 10*
0,963 7,5x10°
0,955 4,3x10°

5,8 2 3*
0,951 10%- 10
0,944 <10 *
0,935 TN neg.
0,995 4,0 x 10*

5,3 0,985 10°-10°*"
0,975 TN neg.

TN neg. - Toxinnachweis negativ
* Nach 14 Tagen Inkubation

Tabelle A35: Teilungsraten verschiedener  C. botulinum-Typen pro Stunde in Abhangigkeit von
der Temperatur (modifiziert nach OHYE und SCOTT 195 3,1957)

Temperatur (T) C. botulinum
Typ A Typ B Typ E
5,0 0,0234
10,0 0,139
12,5 0,0119 0,0107
15,0 0,0359 0,0346 0,326
17,5 0,131 0,128
20,0 0,260 0,259 0,539
25,0 0,535 0,533 1,006
30,0 0,917 0,990 1,492
35,0 1,777
37,0 1,485 1,576
42,5 1,305 1,076
45,0 0,533 0,477
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Tabelle A36: Hitzeresistenz der C. botulinum-Sporen (modifiziert nach HATHEWAY 1995)

C. botulinum-Gruppe

I I i v

112<C 80T 104<C 104<C

Tabelle A37: Einfluss des Nahrmediums auf das Wachs  tum von C. botulinum-Typ E (SPERBER

1982)
Temperatur T Wachstum und Toxinbildung in
N&hrboullion Krabbenfleisch
4 + -
+ -
12 + "

C. botulium-Typ B (nicht-proteolytisch) in Abhéngigkeit von
et al. 1967a)

Tabelle A38: Toxinsynthese durch
der Inkubationstemperatur (modifiziert nach EKLUND

Temperatur () Zeitspanne bis zum Toxinnachweis (d )

5,6 18
4.4 27
3,3 85

Tabelle A39: Inaktivierung von  C. botulinum-Typ C-Toxin bei verschiedenen Temperaturen
(HUBALEK und HALOUZKA 1988)

Temperatur (C) Bendotigte Zeit fur eine Inaktivierung von
90% 99%

-70 > 5 Jahre > 5 Jahre
-20 4 Jahre > 5 Jahre
+5 30 Tage 6 Monate
+20 3 Tage 21 Tage
+28 2 tage 14 Tage
+37 1Tag 2 Tage
+42 5 Stunden 9 Stunden
+56 < 30 Minuten < 30 Minuten
+60 < 20 Minuten < 20 Minuten
+80 < 5 Minuten < 5 Minuten




Tabelle A40: Wirkung ionisierender Strahlen auf Leb

(MULLER 1989)
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ensmittel mit Anwendungsbeispielen

Dosis (kGy) Wirkung

0.05— 015 Verhinderung des Auskeimens, Reifeunterbrechung (z.B. bei Kartoffeln &
' ' Zwiebeln, Tomaten & Bananen)

0,1-1,0 Vernichtung tierischer Schéadlinge (Getreide, Mehl)

0,5-10,0 Radurisation (Erdbeeren, Mango, Fisch, Hahnchen, Schinkenspeck)

1-50 Radicitation, Radappertisation (Gewilrze, Trockensuppen)

1000 Enzyminaktivierung

Tabelle A41l: Zerstérung von C. botulinum-Sporen infolge Bestrahlung (modifiziert nach

ROBERTS et al. 1996)

Typ Bestrahlungstemperatur () D-Wert (kGy) Medium
A 18-23 1,2-1,4 Wasser
24 3,2-3,6 Rindfleisch
B (prot) 18-23 1,1 Wasser
22 2,4 Rindfleischeintopf
C 18-23 1,4 Wasser
D 18-23 2,2 Wasser
E 18-23 0,8-1,6 Wasser
1,7 0,8-2,2 Schellfisch
F 18-23 2,5 Wasser

Tabelle A42: Beeinflussung des D-Wertes durch die B

GRECZ et al. 1971)

estrahlungstemperatur (modifiziert nach

Bestrahlungs-
temperatur ()

D-Wert des Typ A (Mrad)

D-Wert des Typ B (Mrad)

-175 0,556 0,571
-150 0,532 0,543
-125 0,507 0,515
-100 0,483 0,486
-75 0,458 0,460
-50 0,434 0,430
-25 0,409 0,401

0 0,385 0,373
25 0,360 0,345
45 0,341 0,322
65 0,321 0,299
85 0,275 0,221
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Tabelle A43: In Landern der EU zur y-Bestrahlung zugelassene Lebensmittel (ANONYM 2006)

Produkte

Land und Maximaldosis (kGy)

F

NL

UK

Tiefgefrorene Gewdirzkrauter

10

Kartoffeln

0,15

0,15

0,2

SuRkartoffeln

0,2

Zwiebeln

0,15

0,075

0,15

0,2

Knoblauch

0,15

0,075

0,15

0,2

Schalotten

0,15

0,075

0,2

Gemiise, einschlielich Hulsenfriichte

1

Hulsenfriichte

Obst (einschlieRlich Pilze, Tomaten,
Rhabarber)

Getrocknete Gemise und Friichte

Getreide

Getreideflocken und —keime fiir Milch-
produkte

10

Getreideflocken

Reismehl

Gummiarabikum

Huahnerfleisch

Geflugel

Gefliigel (Hausgefligel, Géanse, Enten,
Perlhiihner, Tauben, Wachteln und
Truthdhne)

Mechanisch gewonnenes Hiihnerfleisch

Innereien von Hihnern

Tiefgefrorene Froschschenkel

Dehydriertes Blut, Plasma, Koagulate

10

Fische und Muscheln (einschl. Aale,
Krustentiere und Weichtiere)

Tiefgefrorene geschalte Garnelen

Garnelen

Eiklar

Kasein, Kaseinate




Tabelle Ad44: Beeinflussung des D- und z-Wertes von

XXVIlI

Wert (modifiziert nach ALDERTON et al. 1980)

C. botulinum-Typ A-Sporen durchdena -

Ay- D-Wert (min) bei festgesetzter Temperatur Z-Wert
Wert T D T D T D T D T
0,0 93 19,8 96 10,8 99 7,0 103 4.8 16,4
0,1 115 34,8 117 24,1 120 15,9 123 9,6 14,6
0,2 125 33,3 130 21,4 133 12,2 135 10,6 19,2
0,3 125 45,5 130 28,3 135 13,4 138 6,5 15,7
0,4 125 30,5 127 29,9 130 18,8 135 6,3 14,7
0,5 115 45,1 117 42,9 120 15,8 125 55 10,2
0,6 107 38,6 110 17,4 113 111 116 7,3 12,7
0,7 101 50,7 104 29,8 107 16,5 110 11,4 13,6
0,8 95 60,5 98 24,1 101 19,8 104 6,4 9,9
0,9 94 48,2 97 26,9 100 10,3 103 5,7 9,4

Tabelle A45: Mindest-a -Werte fir die Vermehrung in Abhangigkeit von
verwendeter wasserbindender Substanz (DEL TORRE et

C. botulinum-Typ und
al. 1998; RAY 2001)

C. botulinum

Wasserbindende Substanzen

NaCl Glycerol
Proteolytische Typen 0,94 0,93
Nicht-proteolytische Typen 0,97 0,94

Tabelle A46: Beeinflussung der BoNT-Synthese durch
Regulierung des a -Wertes (BARBUT et al. 1986)

Verwendung verschiedener Salze zur

a,-Wert positiver BONT-Nachweis (27, nach d) Verwen detes Salz
0,947 30 NaCl
0,950 6 KCI
0,956 12 NaCl
0,956 8 KCl
0,967 4 NaCl + KCI
0,973 4 NacCl
0,976 3 MgCl,
0,984 3 NaCl + MgCl,
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Tabelle A47: Reprasentative a ,-Werte in einigen Lebens-/Futtermitteln (modifizier ~ t nach KRIST
et al. 2000)

Lebensmittel durchschnittlicher a ,-Wert
Milch, Obst & Gemiuse 0,995-0,998
Frisches Fleisch, Fisch 0,990-0,995
Gekochtes Fleisch, kalt gerducherter Lachs 0,965-0,980
Leberwurst 0,96
Streichkase 0,95

Kaviar 0,92

Brot 0,90-0,95

Salami (getrocknet) 0,85-0,90
Feuchtfutter (Tiere) 0,83
Fruchtekuchen 0,80
Gesalzener Fisch, Honig 0,75
Getrocknete Friichte 0,60-0,75
SuRwaren, Erdnussbutter 0,70-0,80

Eis bei —40C 0,68

Gewlrze, Milchpulver 0,20-0,60
Gefriergetrocknete Lebensmittel 0,10-0,25

Tabelle A48: Einfluss eines reduzierten pH-Wertes a
SIMPSON et al. 1995)

uf die BONT-Synthese (modifiziert nach

pH-Wert Tage bis zum Toxinnachweis
4.4 >42
50 >42
5,25 35
5,5 21
5,75 21
6,0 14

Tabelle A49: Wachstum und Toxinproduktion durch

C. botulinum in Soja-angereicherten

Medien* bei 30T (modifiziert nach SMELT etal. 198 2)

erster Toxin- pH-Wert bei 10-fache pH-Wert bei
Anfangs-pH- . . Max. pH-Wert
nachweis pos. Toxin- Zellzahl 10-facher .
Wert ) insgesamt

(Wochen) nachweis (Wochen) Zellzahl

4,2 4 4,2 6 4,3 4,3

4,3 2 4,4 2 4.4 4.4

4,4 4 4,5 4 4,5 4,5

*Pasteurisation bei 100 fiir 5min




Tabelle A50: Nachgewiesene pH-Werte in frischen Pas
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taprodukten (DEL TORRE et al. 1998)

Art der Pastaftillung

Artischocke

Fleisch

Spinat

Lachs

pH-Wert

5,61

6,19

5,94

6,09

Tabelle A51: Toxinnachweise in Lebensmitteln mit va
THOMPSON und TANNER 1925)

riierendem Séauregrad (modifiziert nach

Lebensmittel pH-Wert Durchschnittliche Anzahl verdorbener Anzahl toxischer
Inkubationszeit Proben/Gesamtzahl Proben/Gesamtzahl

Kartoffeln 4,6 12 Tage 4/4 4/4

Erbsen 52 3 Tage 4/4 4/4

rote Bohnen 52 4,5 Tage 4/4 4/4

Tabelle A52: Verlust der Toxizitat in Abhangigkeit

vom pH-Wert (modifiziert nach MAIER 1954)

BoNT Mainwasserverdinnung 0,85%ige NaCl-Lésung

Typ A pH = 6,5; Toxin nach 19 Tagen pH =5,9; Toxin nach 25 Tagen
unwirksam unwirksam

Typ B pH = 7,0; Toxin nach 16 Tagen pH = 6,2; Toxin nach 23 Tagen
unwirksam unwirksam

Tabelle A53: Auswirkung der Trypsinkonzentration un
C. botulinum 89G-Toxin ( BRIOZZO et al. 1986)

d des pH-Wertes auf die Aktivierung von

HoWert BoNT-Aktivierung* bei Trypsinkonzentration (%)

-Wer

P 1,0 0,1 0,05
7,0 2,000 20,000 10,000
6,5 10,000 20,000 20,000
6,0 2,000 20,000 10,000
55 1,000 2,000 2,000

*MLD/ml
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Tabelle A54: pH-Werte ausgewahlter Lebensmittel (mo

difiziert nach ROMPF und JAHN 2000)

pH-Wert-Bereich | ebensmittel pH-Wert
alkalisch (>7,0) Eiweil3 bis 9,6
Frisches Fleisch 7,2
Milch 7,0-6,8
neutral (7,0-6,5)
Austern 6,7-6,3
Geflugelfleisch 6,7-6,3
Fisch 6,6-5,7
. ] Kochschinken 6,4-6,0
geringgradig sauer (6,5-5,3) .
Geraucherter Schinken 5,8-5,3
Weilbrot 6,0-5,0
mittelgradig sauer (5,3-4,5) Geraucherte Wurst 5,2-4,9
Tomaten 4,4-4,0
sauer (4,5-3,7) Joghurt 4,2-3,8
Obst 4,5-3,0
) Sauerkraut 3,7-3,1
hochgradig sauer (<3,7)
Zitronen 2,4-2,2

Tabelle A55: Einfluss des Sauerstoffpartialdruckes
zu inokulierenden Sporen, um Wachstum von
LUND et al. 1984)

auf den E n-Wert und die Mindestanzahl der
C. botulinum nachzuweisen (modifiziert nach

Log der Sporenanzahl, die fur einen positiven
pOzl((;°~;t)rn X En (mV) Wachstumsnachweis nétig sind, nach

2d 3d 5d 14d
1,67 +294 >5,41 >5,41 >5,41 >5,41
1,30 +280 >5,41 5,36 5,01 4,69
1,12 +271 >5,41 5,36 5,36 5,05
0,79 +250 >5,41 4,77 4,10 3,87
0,72 +245 2,63 2,22 1,14 0,97
0,39 +208 4,33 0,63 0,63 0,63
0,21 +170 0,55 0,55 0,55 0,55

0 ca. -400 0 0 0 0
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Tabelle A56: Wachstum von C. botulinum-Typ E in Abhangigkeit von reduzierenden Agenzien
(modifiziert nach SMITH und PIERSON 1979)

) ) Wachstum* nach
Wirkstoff Konzentration(%)
6 Stunden 10 Stunden 16 Stunden
0,01 0,33 0,65 0,84
Natriumaldehyd-
0,03 0,36 0,68 0,87
sulfoxylat
0,05 0,26 0,57 0,80
0,01 0,33 0,62 0,83
2-Mercaptoethanol 0,05 0,28 0,50 0,75
0,15 0,12 0,37 0,59
0,05 0,33 0,65 0,82
Cysteinhydrochlorid 0,075 0,28 0,53 0,76
0,10 0,22 0,43 0,72
0,01 0,26 0,55 0,74
Natriumthioglucolat 0,05 0,19 0,44 0,63
0,10 0,05 0,26 0,49
0,01 0,29 0,58 0,79
Ascorbinsaure 0,05 0,26 0,51 0,75
0,10 0,21 0,42 0,63

* Wert gibt die optimale Dichte bei einer Inkubationstemperatur von 30T an

Tabelle A57: E n-Werte einiger Lebensmittelgruppen (modifiziert nac h KRAMER 2002)

E,-Wert-Bereiche Lebensmittel
Obst- und Gemiusesafte +300 bis +400mV
] nach der Schlachtung +250mV
Fleisch y
wahrend der Schlachtung Abfall bis auf —200mV
Kase -20 bis —200mV
Dosenkonserven -20 bis —150mV
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Tabelle A58: Zusammenhang zwischen der Qualitat ein

(LEISTNER und MIRNA 1959)

er Pokellake und deren Redoxpotenzial

Aufgusslaken

Bereich des E - | Spritz- :

Wertes (mV) laken frisch WENG 1 pisch | instabil | sauer faulig
genutzt

+600 bis +451 83% 100% 14%

+450 bis +351 17% 70% 14%

+350 bis +201 16% 83% 15% 23%

+200 bis -149 3% 85% 7% 3%

-150 bis — 400 97%

Tabelle A59: BoNT-Bildung in ,sous-vide" Lebensmitt
nach BETTS und GAZE 1995)

eln unter Kuhlbedingungen (modifiziert

C. botulinum Lebensmittel Temperatur (C) Zeit bis zum Toxinnach  weis (d)
Huhnerfleisch 8 42
Typ B
Dorsch 5 70
Huhnerfleisch 8 28
Typ E
Dorsch 5 42

Tabelle A60: Einfluss des Sauerstoffgehaltes auf di

Lagerungstemperatur (modifiziert nach LAMBERT et al

.1991a)

e BoNT-Synthese in Abhéngigkeit von der

Lagerungstemperatur (C) O ,-konzentration (%) Positiver Toxinnachwes nach
Tagen

20 2

0 2

20 14
0 21
20 >44
0 >44
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Tabelle A61: Einfluss der Gasatmosphare auf die Tox
inokuliertem frischen Schweinefleisch bei 15C (mod

inbildung von C. botulinum in
ifiziert nach LAMBERT et al. 1991b)

Atmosphére Positiver Toxinnachweis nach Tagen
0, CO, N, 19 21 28 35 42
20 0 80 2/3 2/3 3/3 2/3 3/3
20 20 60 0/3 1/3 1/3 3/3 -
20 80 0/3 0/3 0/3 1/3 2/3
100 0/3 0/3 2/3 2/3 2/3
100 0/3 0/3 3/3 - -

Tabelle A62: Zusammenhang von CO »-Gehalt und InokulumgréBe beziglich der BONT-
Synthese in Lachsfilet, gelagert bei 10C (modifizi ert nach EKLUND 1982)

Verderbnis- Anzahl der toxischen Proben/Gesamtprobenzahl
Atmosphére . 5 3 4

erscheinungen 107/100g 10°/100g 107/100g
Luft + 1/3 3/3 3/3
60% CO, - 0/3 3/3 3/3
90% CO, - 0/3 0/3 3/3

+ verdorben / - genieRbar

Tabelle A63: Zusammenwirken von pH-Wert, Salzgehalt und Sauerstoffkonzentration auf die
Toxinbildung von C. botulinum bei 20C (WHITING und NAFTULIN 1992)

oH-Wert % NaCl % Sauerstoff oberhalb des Mediums
0,0 1,6 3,5 10,0 15,0

7,0 0,0 2% 2 3 3 3
7,0 4,0 7 TN neg. TN neg.

6,5 1,0 3 2 3 7 TN neg.
6,5 3,0 6 TN neg. TN neg.

6,0 0,0 4 2 3 3 7
6,0 2,0 3 3 8 TN neg.
6,0 4,0 TN neg. TN neg. TN neg.

55 1,0 5 3 6 7 TN neg.
55 3,0 5 TN neg. TN neg.

50 0,0 7 TN neg. TN neg. TN neg. TN neg.

TN neg. - Toxinnachweis negativ
* Tag des ersten Toxinnachweises




Tabelle A64: Beeinflussung der die BoNT-Synthese he
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Temperatur (BELL und KYRIAKIDES 2000)

mmenden Nitritkonzentration durch die

C. Lagerungs-
. . NaNO, (ppm BONT-
Lebensmittel botulinum- | NaCl (%) temperatur .
bzw. mg/kg) Nachweis (d)
Typ ()
15 >30
31 88
25 2-5
0 15
50 25
20
100 >25
200 30
Geschnittener,
A und prot. 0 3
vakuumverpackter B
Kochschinken 41 50 25 4
100 5
200 8
0 2
50 3
30
100 3
200 8
75 30
20
150 20
In Aspik eingelegte
P geleq A und prot. 75 10
vakuumverpackte B 4,3 25
Schweinezunge 150 10
75
30
150 5
Tabelle A65: Medium- und C. botulinum-Stamm-abhéngige Salzkonzentrationen, die das

Wachstum bzw. die Toxinbildung hemmen (modifiziert

nach TANNER und EVANS 1933)

glucosehaltiges Medium schweinefleischhaltiges Medi um
C. botulinum Hemmung des Hemmung der Hemmung des Hemmung der

Wachstums Toxinbildung (% Wachstums Toxinbildung

(%NacCl) NaCl) (%NacCl) (%NacCl)
Typ A 8,887 7,350 10,345 10,446
Typ A 10,553 8,887 10,345 10,446
Typ B 7,350 7,350 8,619 10,446
Typ B 7,350 8,887 10,345 10,345
Typ B 6,055 7,350 10,345 10,446
Typ B 4,913 3,644 10,345 10,446
Typ B 6,055 6,055 - -
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Tabelle A66: BoNT-Nachweis in inokuliertem, unbehan deltem Gefligelfleisch, dem
verschiedene Konzentrationen an Salzen organischer Sauren zugesetzt wurden (MILLER et al.
1993)
Anzahl der Inkubationstage (bei 28<C)
Probe
0 2 3 4 5 6 7 8 9 11 14 18
Kontrolle - 4/6 | 6/6 | 6/6
] 2% | - - - - 1/6 | 5/6
Propionat
6% | - - - - - - - - - - - -
) 2% | - 1/6 | 3/6
Zitrat
6% | - - - - - - - - - - - 2/6
2% | - - - - 6/6 | 6/6
Acetat
6% | - - - - - - - - - - - -
2% | - - - 5/6 | 6/6
Lactat
6% | - - - - - - - - - - - -
2% | - 2/6 | 5/6
Pyruvat
6% | - - - - - - 2/6 | 5/6
Tabelle A67: Hemmung der BoNT-Synthese durch versch iedene Sauren mit zwei
Carboxylgruppen (MILLER und CALL 1994)
) positive Proben/Gesamtprobenanzahl (Inkubation bei 28C)
2%ige Saure (M)
od 2d 5d 10d 15d 20d 25d
Kontrolle 0/6 5/6 6/6
Asparaginsaure (0,13) 0/6 0/6 6/6 3/3
Fumarséaure (0,15) 0/6 0/6 6/6 3/3
Maleinsaure (0,15) 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Apfelsaure (0,13) 0/6 0/6 6/6 3/3
Bernsteinsaure (0,15) 0/6 0/6 6/6 3/3




Tabelle A68: Inaktivierung von BoNT-Typ A nach Zuga
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be von Chelatbildnern bei 37<C fiir 30
Minuten (modifiziert nach BHATTACHARYYA und SUGIYAM A 1989)

) LDso/ml Toxin in o
Chelatbildner % Inaktivierung
Kontrollprobe Versuchsprobe
, 10 mM 4,7 x 10° 1,4 x 10° 70
1,10-Phenantholin 5 3
20 mM 4,7x 10 <1,0x 10 >99
S 10 mM 7,6 x 10° 3,1x10° 60
2,2-Bipyridin 5 3
20 mM 7,6 x10 <1,0x 10 >99,9
_ 40 mM 1,1 x 10° 4,1x10° 63
Naphthylazoxine 5 2
70 mM 1,1x10 5,0x 10 96
EDTA 100 mM 2,8 x10° 2,8 x10°
200 mM 2,8 x10° 2,8 x10°

durch Inkubation in 40 mM 1,10-
ach BHATTACHARYYA und SUGIYAMA

Tabelle A69: Inaktivierung verschiedener BoNT-Typen
Phenantholin bei 37C fur 30 Minuten (modifiziert n

1989)
LDso/ml Toxin in o
BoNT-Typ % Inaktivierung
Kontrollprobe Versuchsprobe
2,0 x 10° 2,0x 10° 99,9
1,2 x 10° <3,0 x 10° >99,0
1,0 x 10* 0 100

Tabelle A70: Beziehung zwischen achweis lebensfahiger Sporen

(CHRISTIANSEN et al. 1968)

InokulumgréBe und N

Fisch mit Uberlebensfahigen Sporen /

InokulumgroRe / Fisch .
untersuchte Fische

10° 1/8
10t 2/9
10° 3/9
10° 6/9
10* 9/9

9/9




Tabelle A71: Toxinproduktion von
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C. botulinum-Typ A in Abhangigkeit von der inokulierten

Sporenmenge (modifiziert nach SOLOMON und KAUTTER 1 988)
Sporen/g UogloJilfgiﬂnhnD Goglo&i;i2§HVmD (bg10$i;iiiHVmD
- - 4
- 3 3
5 3
45 4

Tabelle A72: Vergleich der Hemmzonen in Abhangigkei
verwendetem Nisin-/Pediocinproduzierenden Mikroorga

t von C. botulinum-Stamm und
nismus (modifiziert nach MONTVILLE

et al. 1992)

C. Hemmzone (mm) produziert durch

botulinum- || |actis P. pentosaceus |P.pentosaceus |L.plantarum Nisaplin
Stamm 11454 43200 43201 BN

169 7,24 5,65 5,23 2,88 6,06
25765 3,27 5,29 5,33 3,02 5,68
56A 3,08 5,55 5,84 3,00 4,51

Tabelle A73: Hemmung der BoNT-Synthese (1,6x10 3c. botulinum-Typ F-Zellen/ml) durch
Bacillus licheniformis (WENTZ et al. 1967)

B. licheniformis (Zellen/ml)

Verstorbene Mause/gesamte Mause

7,3 x 10° 0/3
7,3 % 10° 0/3
7,3 % 10° 4/6
7,3 x 10" 3/6

0 6/6




Tabelle A74: Verstarkung der die BONT-Synthese hemm
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plantarum durch die Zugabe fermentierender Kohlenhydrate (mo

enden Wirkung von Lactobacillus
difiziert nach TANAKA et al.

1980)

NaNo, (ppm) | Saccharosezusatz 1 Zugabe Yon Toxische Proben /
Lactobazillen Gesamtprobenzahl

0 + 26/27

0 - 50/52

0 + 1/49

40 - 47/50

40 + 0/30

120 - 17/28

120 + 34/68

120 - 4/149

120 + 1/192

1

— Saccharosekonzentration mindestens 0,5%

Tabelle A75: LD 59 von Maus, Fasan und Ente pro ml BoNT-Typ C (BOROFF

und REILLY 1959)

Tierart Intramuskulare Gabe Orale Gabe
Maus 500,000 100
Fasan 10,000 1,000

Ente 1,000 100

Tabelle A76: Bewertung des BoNT-Typ A sensitiven EL

test (modifiziert nach GIBSON et al. 1987)

ISA im Vergleich zum Mauseletalitats-

C. botulinum Unte"rsuchte Méauseletalitatstest * ELISA
Stamme positiv negativ

Typ A 15 15 14 1?2
Typ B 10 10 0 10
Typ C 1 1 0 1
Typ D 1 1 0 1
Typ E 10 10 0 10
Typ F 2 2 0 2

freie Kulturen 1 0 0 1

! Anzahl der flissigen Kulturiiberstande, die laut Mauseletalitétstest spezifische Toxintypen enthalten

2 dieser Stamm enthielt >500 LDsg/ml Type A Toxin
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