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Entwicklung eines Real Time Reverse Transkriptase-PCR-Verfahrens zum Nachweis
von Clostridium botulinum Typ A-, B-, E- und F-Neurotoxin-Produktion in
Lebensmitteln als Alternative zum Mause-Bioassay

Ziel dieses Forschungsprojektes war es, eine Ersatzmethode des bislang als ,golden
standard“ geltenden Mause-Bioassays (,Mausetest’) zum Nachweis von Clostridium
botulinum-Neurotoxinen (Bont) in Lebensmitteln durch ein Real Time Reverse Transkriptase
— PCR — Verfahren (Real Time RT — PCR) zu entwickeln.

Clostridium botulinum (C. botulinum) ist ein obligat anaerobes, sporenbildendes
Stabchenbakterium, das zur Familie der Clostridiaceae gehdrt. Der in der Umwelt weit
verbreitete Erreger ist in der Lage, sieben verschiedene Neurotoxintypen (Bont/A-G) zu
produzieren. Botulinumtoxine gelten als starkste natirlich vorkommende Gifte, die beim
Menschen und bei Tieren den Botulismus verursachen. Bei Lebensmittelvergiftungen stehen
hauptsachlich die Typen A, B und E, seltener F, im Vordergrund, wahrend bei den Tieren
Uberwiegend die Typen C und D klinisch Botulismus hervorrufen kdnnen.

Der klassische Nahrungsmittel-Botulismus ist eine schwere, lebensbedrohliche Intoxikation
des Menschen. Nach einer Inkubationszeit von wenigen Stunden bis mehreren Tagen treten
schwerwiegende Krankheitssymptome auf, die den Tod des Patienten nach sich ziehen
konnen. Die Hauptsymptome der Erkrankung beim Menschen sind: Ubelkeit, Erbrechen,
Durchfall, Bauchkrampfe, Schluck-, und Sprachstérungen sowie schlaffe Lahmungen der
Kopf-, Hals-, Skelett- und Atemmuskulatur. Der Erkrankte stirbt bei vollem Bewusstsein. Die
letale Dosis liegt fur Mause bei 0,3 ng/kg Toxin, fir den Menschen bei 0,2 pg/kg bis 2,0
pg/kg. In Deutschland wurden in den letzten Jahren durchschnittlich 5-15 Falle gemeldet,
weltweit ist aber mit mehr als 1.000 Fallen zu rechnen. Uberwiegend ist der Botulismus auf
selbst eingekochte Fleisch- und Gemiusekonserven, vakuumverpackte Raucherfischwaren
oder Knochenschinken zuriickzufiihren.

Eine Sonderform stellt der S&uglingsbotulismus dar. Er kann durch Verzehr von C.
botulinum-sporenhaltigem Honig, aber wohl auch durch Hausstaub hervorgerufen werden.
Beim Sauglingsbotulismus ist die Sterblichkeitsrate besonders hoch.

Die Untersuchung einer verdachtigen Lebensmittelprobe bedarf gemafld der DIN-Norm
10102/8 64 LFGB, L 06.00-26 einer Anzahl von mindestens 54 Versuchsmausen. Deshalb
wurde als Alternativmethode ein Real Time Reverse Transkriptase-PCR-Verfahren (Real
Time RT -PCR) zum Nachweis von C. botulinum Typ A-, B-, E- und F-Neurotoxinproduktion
in Lebensmitteln entwickelt. Ein solches molekularbasiertes Verfahren dtrfte gleichzeitig als
Basis fur die innovative Entwicklung von weiteren Ergdnzungs- und Ersatzmethoden dienen.



@
-

€

Stiftung zur Firderung
der Erforschung von
Ersatz- und
Erganzungsmethoden
zur Einschrankung von
Tierversuchen

Il

Es ist gelungen, ein molekularbasiertes Verfahren (Real Time RT-PCR-Verfahren) zu
entwickeln, mit dessen Hilfe ein eindeutiger, sowohl qualitativer als auch quantitativer
Nachweis einer Genexpression aller Lebensmittel-assoziierten C. botulinum Toxintypen (Typ
A, B, E und F), einschliellich deren Subtypen, mdglich ist. Als Ausgangsbasis zur
Etablierung der neuartigen Methode dienten 67, mittels biochemischer, serologischer und
molekularbiologischer Feindifferenzierungs- und Typisierungsverfahren als C. botulinum
charakterisierte Stamme (24 Typ A-, 31 Typ B-, sechs Typ E- und sechs Typ F-Stdmme).
Durch die Etablierung entsprechender Primer-Sondensysteme konnte tber dem Nachweis
der mRNA und deren Transkription in die cDNA eine Bont A-, B-, E- und F-Produktion
nachgewiesen werden.

Die absolute Quantifizierung basierte auf einer dekadischen Verdiinnungsreihe von Bont A-,
B-, E- und F-cDNA und wurde anhand einer Standardkurve berechnet. Die relative
Quantifizierung der Bont A, B, E und F erfolgte durch den Einsatz eines als endogene
Kontrolle fungierenden ,Housekeeping®“-Gens, unter Einbeziehung der vergleichenden Ct-
Methode. Hierbei wird die Expression des Bont A-, B-, E- und F-Genabschnitts vergleichend
zur Expression des ausgewahlten ,Housekeeping“-Genes dargestellt. Auf dieser Weise
konnte die tatséachliche Expression und somit die reale Menge an produziertem Neurotoxin
ermittelt werden. Insgesamt kann nunmehr eine Methodenkaskade vorgestellt werden, die
als Alternative zum Mause-Bioassay dienen kann.
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