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Justus Liebig-Universität in Giessen. Direktor: Professor

Dr. H. Bartels.

Dr. R.Hadlok, Dr. E. Grunwald und Prof. Dr.H.Bartels, Giessen

Untersuchungen zur Abtrennung von Clostridium botulinum von 
anderen Clostridienarten im Rahmen der bakteriologischen 
Zleischuntc-rsuchung.

Einleitung

Das Toxin von Clostridium botulinum Typ A,B und E führt bei 
Aufnahme toxinhaltiger Nahrungsmittel zu einer Intoxikations- 
Erkrankung des Menschen, den Eotulismus. Seine Ursache sind 
in Deutschland hauptsächlich Fleischerzeugnisse.

Der Befall des Fleisches mit Clostridium botulinum Typ A und B 
kann durch Kontamination oder bei Schlachttieren, insbesondere 

nken und abgehetzten, während des Lebens und während der 
Schlachtung vom Darm aus erfolgen. Es ist erwiesen, dass Clostri-j  *
len wio CI. perfringens, CI, sporogenes, CI. bifermentans und 

kutyricum im Bodeh, in Gewurzen und in den Faeces der 
hlachttiere Vorkommen. Den Literaturangaben nach konnte CI. 
iulinum aus Bodenproben, aus dem Darmkanal gesunder Schlachttiere, 

ays Lebern gesunder Rinder und aus einer Muskelfleischprobe im
der bakteriologischen Fleischuntersuchung isoliert werden.

Da nach den deutschen Ausführungsbestimmungen zum Fleischbeschau- 
setz Nahmen der bakteriologischen Fleischuntersuchung die
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zeitraubende Differenzierung der in der Muskulatur gefundenen Clostri- 
ien nicht /orgeschrieben ist und auch nur selten vorgenommen wird, 
ist es dem die Fleischuntersuchung durchführenden Tierarzt auf Grund 
des ihm von der Untersuchungsstelle gegebenen Befundes "Clostridien 
in der Muskulatur" nicht möglich, die unterschiedliche Bedeutung der 
Anaerobier für die menschliche Gesundheit in der Beurteilung des 
Fleisches zum Ausdruck zu bringen. Beurteilt er z.B. den Tierkörper 
beim Vorliegen des bakteriologischen Untersuchungsergebnisses "Clostri­
dien in der Muskulatur" als tauglich, so beurkundet er damit, dass 
das Fleisch keine gesundheitsschädigenden Keime enthält, obwohl er 

Vorhandensein von Clostridium botulinum nicht ausschliessen kann. 
Diese Tatsache stellt für den Gesundheitsschutz des Verbrauchers 
v&rantwortliehen Tierarzt ein schwerwiegendes Problem dar.

über das Ausmass des Nachweises von "Clostridien in der Muskula- 
tur" von Schlachttieren im Rahmen der amtlichen Fleischuntersuchung

Üb.rta.ick zu erhalten, wurden bei 18 Staatlichen Veterinärunter— 
suchungsämtern der Bundesrepublik Deutschland Erhebungen angestellt, 
e für die Jahre 1963 und 1964 folgendes Bild ergaben.^

-— __
-— __ 1963 1964
-__ Zahl 7, » h 1 ah

Bakteriologische 
ieischuntersuchungen 

th der Bundesrepublik 
•»»_ eutschland (gesamt) 270 711 100 273 608 100

fasste Bakteriologische 
Ieischuntersuchungen im 
a 1̂®en der Erhebung 90 520 33,44 91 524 33,45

Clostridienfälle zu II,
----------- *---------

520 0 ,37 498 0,54

v 1 beteiligten Ämtern 
kindlichst gedankt.

an dieser Stelle für ihre Mitarbeit

- 3-



Von den in den Jahren 1963/1964 durchgeführten 544 319 bakterio­
logischen Flc-ischuntersuchungen wurden demnach 182 O44 = 3 3,55*; 
erfasst. Unter diesen 182 044 Untersuchungen befanden sich 1018 = 

/o Fälle, bei denen Clostridien nachgewiesen wurden.

Die Häufigkeit des Vorkommens von Clostridien, aufgeschlüsselt
«ach Schlachttierarten ergibt für diesen Zeitraum folgendes Bild:
Schaf 1,18 %, Pferd 1,03 %, Kalb 0,72 %, Rind 0,64 *, Schwein 0,40% 
Ziege 0,00 %.

Von den 1018 Clostridiennachweisen wurde lediglich in 1 1 = 1,08%
Fallen eine Differenzierung vorgenommen. Es handelte sich dabei
m je  ̂mal CI. perfringens und CI. septicum sowie 1 mal CI. fe- 
seri.

Die Differenzierung isolierter Clostridien wird aufgrund ihrer 
Vehs formen auf 2% igem Traubenzuckerblutagar in der Literatur 
 ̂ c^ricDen. Der Wert dieser Methode wird dadurch eingeschränkt, 
ai>s verschiedene Clostridienarten, wie z.B. CI. novyi, CI. mul- 
lfGrmentans und CI. botulinum die gleiche Wuchsform aufweisen.

Differenzierungsmöglichkeit aufgrund der Zellmorphologie entfä;n+ . 0
Art, * da nGben grossen morphologischen Ähnlichkeiten vieler

en untereinander auch Pleomorphismus der Erscheinungsform einer
auftreten kann.

bo  ̂PrÜfung der biochemischen Eigenschaften muss oft mehrmals sehr 
*,ltig ausgeführt werden, da selbst beim Arbeiten mit reinen, 
nt'n Stämmen Unregelmässigkeiten auftreten können.

*r“''■"•■’ichtigung zahlreicher morphologischer und biochemischer
Usohaften ist eine Differenzierung nur bei entsprechendem 

GltaufWanj . „
3 ' ‘ *> aer günstigen Falles mit vier Tagen angegeben wird,
UrchfÜhrbar. - 4 -
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Eine weitere Möglichkeit des Nachweises und der Differenzierung 
Pathogener Clostridien, hier von CI. botulinum, ist der Tierversuch, 
der sich auf die Wirkung des CI. botulinum-Toxins stützt. Der 
Toxinnachweis kann dabei mit flüssigen Kulturen oder deren keim­
freien Filtrat durch Beimpfen oder per os-Gabe an Meerschweinchen 
oder weisse Mäuse vorgenommen werden. Die Angaben über das notwendige 
Iter der Kulturen für den Toxinnachweis schwanken zwischen 2 und 10 

Tagen, die Angaben für das Auftreten charakteristischer Symptome beim 
Versuchstier zwischen innerhalb 24 Stunden und 4 Tagen, in einem 
Fall sogar bis zu 21 Tagen. Ein Toxinnachweis in jüngeren Kulturen 
wird in der zugänglichen Literatur nicht beschcidien. Eine Erklärung 
Ür diese Tatsache ist darin zu suchen, dass nach 18 bis 24 Stunden 
lr> einer flüssigen CI. botulinum-Kultur erst die Autolyse der Keime 
b^gmnt, die mit einer Erhöhung des bis dahin relativ niedrigen 
Toxintiters einhergeht. In 48 Stunden lang bebrüteten Kulturen war 
d°r Toxintiter 100 mal grösser als in Kulturen, die 24 Stunden lang 
bc‘brütet worden waren. Der höchste Toxintiter wird für flüssige 

tur von CI. botulinum nach 72—stündiger Bebrütung angegeben.

Es v■onnte aber bei Untersuchungen mit CI. botulinum Typ A und B
i”' n, dass mit Hilfe von Trypsin eine wesentliche Verstär- 

*  ̂b-i joxizitet von 12 und 8 Stunden alten Kulturen zu erreichen
g  4.

> wohingegen in Kulturen mit bereits aktivierten Toxin eine Ab- 
s°hwächtmg eintritt.

Ei r — -Il'-2rsucb.unften, Aufgabenstellung, Material und Methodik 
D--> s «rwiinscht erscheint, sowohl im Rahmen der amtlichen bakterio- 
Sischen Fleischuntersuchung als auch bei der Untersuchung von 
lscherzeugnissen auf pathogene Keime beim Nachweis von Clostri- 
froglichst schnell zur Möglichkeit der Aussage zu gelangen, ob 

sich um CI. botulinum handelt, oollte geprüft werden:
1. nach welcher Bebrütungszeit einer CI. botulinum- 

Kultur kann ein Toxinnachweis mit Hilfe eines 
Versuchstieres erfolgen und
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2 , Kann eine Trypsinaktivierung des Toxins junger CI. botuli 
num-Kulturen die Diagnose "Clostridium botulinum" be­
schleunigen.

Für die Untersuchungen wurden jeweils ein zuvor differenziert 
Stamm CI. botulinum Typ A und B herangezogen. Die Stämme wurden 
dankenswerterweise von den Behringwerken/Marburg überlassen. Bei 
Gl* botulinum Typ A handelte es sich nach der Differenzierung 
Loffiorserum) um einen proteolytischen Stamm, bei CI. botulinem 
Typ B um. einen nichtproteolytischen.

Versuchstiere dienten Weisse Mäuse mit einem durchschnittlichen 
wicht von 25 g. .

a Züchtung von Reinkulturen auf festem Nährmedium wurce auf Leber- 
gar 4 Tage lang bei + 37°C im Anaerobentopf nach Fey vorgenonmen.

Zuchtung der Reinkulturen im flüssigen Nährmedium erfolgte in 
be-°lino überschichteter Leberbrütewährend unterschiedlicher Zeiten 
B +3? C (Zusammensetzung der Leberbrühe: 1000 ml Aqua dest., 50 g 

° t0 LlVt'r» 2 g Natriumphosphat, 10 g Dextrose. pH-Wert 7,6).

Herstellung vonKulturfiltraten 
iltergerätes Membranfilter Co5 

Gottingen.).

geschah mittels eines Mem- 
(Membranfiltergese1 1 schaft

Chtytnot

^le Trypsinaktivierung der flüssigen Kulturen diente Trypsin, 
Crist* lyophil, reinst, salzfrei, 10 000 Eü/rag, frei von

»te
eie
wbrd

Bi

rypsin, der Firma Serva, Heidelberg. 2 ml einer 0,1 %igen 
tllen Lösung von kristallinen Trypsin, pH-Wert 6,0 wurden der 
1(1 hen Menge Kultur bzw. Kulturfiltrat zugesetzt, dieses Gemisch 

5 2 Stunden bei + 37°c bebrütet.
o ĵr) +
t̂e'i v “ Jjc‘nun&en oit CI. botulinum Typ A und B gliedern sich in 

ersuchsreihen:
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In der ersten Versuchsreihe wurden als Material für die Beimpfung der 
flüssigen Ausgangskulturen Keinsuspensionen, in der zweiten Versuchs­
reihe dagegen Sporensuspensionen verwendet.

In der dritten, praxisnahen Versuchsreihe, wurde, wie in der ersten 
Versuchsreihe, Keimsuspension als Material für die Beimpfung der 
AusgangsKulturen verwendet.

die erste Versuchsreihe wurden Keimabschwemmungen von festen 
Nährmedium Auf d ie Dichte eines Bariumsulfatrörchens 97:3  

(97 ml 1 / 1 0 m H2S04 + 3 ml 1/20 n Ba Cl2) eingestellt. Von der 
Keimabschwemmung des Types A und des Types B wurden für jeden Typ 
4 Röhrchen Leberbrühe mit jeweils 1 nl beimpft und für 1 2 , 18, 24,

> 72 und 96 Stunden bebrütet; bei Typ A wurde ausserdem noch eine 
Beürütungszeit von 8 Stunden angewendet. Nach diesen Zeiten wurden 
dle Kulturen auf Trübungsgrad, Gasund Bodensatzbildung untersucht und 
fttele eines nach Gramgefärbten Ausstriches auf Reinheit geprüft.

°r der Verimpfung des Versuchsmaterials wurde aus jeden Röhrchen 
 ̂Brühe entnommen und jeweils mit 1 ml CI. botulinum Serum/Behring- 

ike xyp /t und -g vermischt. Biese Mischungen wurden nochmals 1/2 
fhnde l ^ g  bei + 37°c bebrütet.

Po 1 ̂^  gend” Flüssigkeiten von CI# botulinum Typ A- und CI. botulinum 
^ R B Kulturen des erwähnten Alters kamen nunmehr zur Verimpfung: 
e ultur + Trypsinlösung, Brühkultur + Wasser (der Zusatz des Wassers 

> um den Verdünnungseffekt der Trypsinlösung nachzuahmen), 
fixtrat + Trypsinlösung, Kulturfiltrat + Wasser. Von jeder 

vtr ngöführten Flüssigkeiten wurden jeweils 3 Mausen je 0 ,5 ml s.c. 
-k^-icht. Eine 4 . und 5» Maus erhielten je 1,0 nl der ent- 
- -naen mit Serum behandelten Kontrollflüssigkeit. Ausserdem

1  vr ̂ naus °»5 ral einer unbebrüteten mit der Keimaufschwemmung
ißipft Loberbrühe s.c. geimpft.
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^  die zweite Versuchsreihe wurden von CI. botulinum Typ A und CI. 
botulinum Typ B Sporensuspensionen hergestellt. Durch Abschwemmen 
von Eigelbagarplatten-Kulturen mit steriler physiologischer 
Kochsalzlösung wurden Suspensionen von Keimen und Sporen der Dichte 
wie in Versuchsreihe 1 hergestellt. Diese Aufschwemmungen wurden 
2Ur Inaktivierung des vorhandenen Toxins und zur Abtötung der 
vegetativen Keime 30 Minuten im Wasserbad bei +80°C erhitzt. Danach 
wurden die Flüssigkeiten 3 mal je 3 Minuten bei 3000 Umdrehungen 
zentrifugiert und jedesmal nach Abgiessen des Uberstandes der Boden- 
Sat2 wiGder mit phys. Kochsalzlösung aufgeschwemmt und davon wurde 

I ml einer weissen Maus subcutan verimpft. Ausserdem wurden mit 
Je 1 dieser Aufschwemmung Lcberbrühröhrchen beimpft. Nach 24- 
sbündiger Bebrütung wurden aus der CI. botulinum-Kultur Typ A und

mal 0,5 ml nommen und an je 2 Mäuse verimpft. Von der Typ A-
ausse/ den nach 1 2- und 18-etündiger Bebrütung von der

36~ ^  ^stündigex Bebrütung 2 mal je 1 ml in ¡sterile 
UnSo i S “ ? 1 genommen und mit 1 ml einer 0, leigen Lösung'von kristal- ryp^m bzw. mit 1 ml sterilem aqua. dest.

versetzt und nochmals 2 Stunden im Brutschrank bei + 37°C
rütet. Von jeder dieser Flüssigkeiten wurden jeweils 2 weissen

USSen 0,5 ml unter die Rückenhaut appliziert.

Die
b Ret

dritte Versuchsreihe wurde nur mit CI. botulinum Typ B ausgeführt: 
^ a£onzgläser mit 9 ml kochendheisser Leberbrühe wurden nach den 

“Ghriften in den Ausführungsbestimmungen A über die Untersuchungbbd e r r,^-sundeheitspolizeiliche Behandlung der Schlachttiere und desx1 X q -j 0 ,
.. -s bti Schlachtungen in Inland AB»A zum FleischbeschaugosetzSUlti***,s Fassung mit je einem bohnengrossen Muskelstück beschickt.*1

rascher Abkühlung wurden drei dieser Leberbrühröhrchen mit 0 ,1  

ur 1 00-fachen Verdünnung und die anderen drei Leberröhrchen
O l  -1» mi einer 10 000-fachen Verdünnung einer bereits beschiebenen *

*eimauf<s«u^  ChWt,mniunS von Cl. botulinum Typ B beimpft. Von jeder Reihe
Fö'h  ̂ in Röhrchen 24 Stunden, ein Röhrchen 48 Stunden und ein

72 Stunden lang bebrütet. Nach dieser Bebrütungszeit wurden<Ü **Essigen Kulturen makroskopisch und mikroskopisch, wie bereits
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0ofcn beschrieben wurde, untersucht. Nun wurde aus jeden Röhrchen 
3 mal 0,5 Ql flüssige Kultur entnommen und in sterilen Reagenzgläsern 

0,5 ml sterilen aqua dost, mit 0,5 ml einer oben beschriebenen 
J-rypsinlösung bzw. mit 0,5 ml Botulismusserum Typ A und B vermischt 
und 2 Stunden (aqua dest. und Trypsinlösung) bzw. 1/2 Stunde (seiun) 

Brutschrank bei + 57 C bebrütet. Daran anschliessend wurden jeweils 
uO  ml der verschiedenen Gemische an je eine Maus verimpft,

Die Versuchstiere wurden in Käfigen zu je 2 oder 5 Stück gehalten 
rund 10 Tage in anfangs kleinen später grösseren Zeitabständen

beobachtet.

---— V e r s u c h s r e i h e  1

botul;
In der ersten Versuchsreihe zeigten die Versuche mit CI«

-inum Typ A, dass bereits die unbebrütete, mit der Aufschwemmung 
rropite Leberbrühe in der Lage war, beim Versuchstier nach 6 Stunden 

rankheitserscheinungen Jus Botulismus hervorzurufen und innerhalb 
Stunden den Tod des Tieres herbeizuführen. Die mit einer 8-Stunden- 
Ur geimpften Tiere waren nach 13 Stunden, die mit einer 12-Stunden-Kult-

Kult
b h Ur nac^ Stunden und die mit 24 Stunden alter Kultur

ar|d'-ltun Mäuse nach 7 Stunden tot. Die mit 2,3 und 4 Tagen alten
Kulturen geimpften Tiere starben nach 4 Stunden )

DasK r» y. i .

^  -bsbild begann mit einer lichten Ataxie der Hinturgliedmassen,
v ubsr eine Lähmung bis zur völligen Unbeweglichkeit der Hinter

So6i~güfte. Weiterhin wurden bei den typisch erkrankten Ver­
gehst! r«n stets Atcmbcschwerden beobachtet, ein krummer Rücken,
Bundes i t21ge Stellung und ein «.ingeschnürtes abdomen.

Bet
n ‘r‘Sr®uchen mit Kulturfiltrat wirkte die Applikation des 
abs bei den Versuchstieren ebenfalls in allen Fällen tödlich.6 fre VS * * i

j ' p den Versuchen mit unfiltrierter Kultur war jedoch -  aller- 
" a bf-a. den kürzeren Bebrütung?Zeiten -  eine deutliche
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Verzögerung der Reaktion des Tieres zu beobachten.

w 1 Q"n Vbrsuchen mit trypsinbehandelter Kultur von CI. botulinum TypA, 
wurde festgestellt, dass die Behandlung des Versuchsmaterials mit 
k ypsinlosung die Toxizität desselben abschwächt. Dies trat besonders 
^  den nur kurz bebrüteten Kulturen in Erscheinung. So trat bei der 
^impfung der 8 Stunden alten unbehandelten Kultur nach 13 Stunden 

°d der Versuchstiere ein, während die mit Trypsin behandelte 
u tur erst nach 42 Stunden den Tod bewirkte.

I2in
KultWlrkUngSUnterSChied Z"'iSChen Kulturfiltrat und trypsinbehandelt 

Urfiltrat war nicht offensichtlich.
em

ttit d rSUChfc 17111 01 * botulinum Typ B. zeigten, dass die unbebrütete,
Üe AUfSChwenunun« beimPfte Leberbrühe für Mäuse nicht toxisch war. 
vertra StUnüun alte Kultur wurde reaktionslos von den Versuchstieren 
Sidd pbiT* 3lC rait 18 StUnden altöm Kultur-material erzielten Ergebnisse 
24 1ChGnd Und kÖnnfen nlCht iE Güsamtbild betrachtet werden. Die
Kranich^^ &lte KUltUr ri°f nUr bei einem Versuchstier vorübergehende 
trater. ̂ tSOrSCheinUngen herV°r* Bei den 2* 3 und 4 Tage alten Kulturen 
Tod ac dle UrStl3E Kraiikheitserscheinungen 30 bis 40 Stunden und der

J  K-i o  a  r» .
Tod
îltratio ” ----------------------------------------------------------------- - - * - < - * * 0  u.«x. ± / j . c

2it«+ n ' ° Kulturmaterials schwächte,ebenso wie bei Typ A die Toxi- 
z ab.

4^ r .  ̂ °  ^ w w uiiucu u au

48 Stunden nach Applikation des Versuchsmaterials auf. Die

vertrage nd‘ t̂'- Kultur wurde nach 12 Stunden Bebrütungszeit reaktionslos 
be8°hdi_- n* B'*i der 24 Stunden alten Kultur wurde der Trypsin-Effekt 
lieiile bzw ' "* U c h * Vrdhrend die mit Kulturmaterial geimpften Mäuse 
2etgto , -i-r erst nach 3 -tagen m.assige Krankheitserscheinungen 
BotulismuiC" dl° trypsinbchandeltö Kultur bereits nach 19 Stunden schwere 

b. USSyEiptome ^ d  nach 22 Stunden den Tod hervor. Bei der 2 Tage
trJ  b<äbt«^ton Kultur’eten i ctrüg die zeitliche Differenz zwischen den Auf—
Schi d̂t > °ChWeren Krankheitssymptome, hervorgerufen durch die ver­

handelten Kulturen, 14 Stunden.
-10-
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^  der Verimpfung der 3 und 4 Tage alten Kultur zeigten sich die ersten
^änWiuits^seheirmngen bei den mit trypsinbehandelter Kultur geimpften

33 bzw, 24 Stunden eher als bei den mit unbehandelter Kultur 
^impften Tieren.

dc-n mit Trypsinlösung behandelten Kulturfiltraten zeigte sich die 
-lohe Verstärkung der Toxizität im Vergleich mit den unbehandelten 
traten wie bei den Kulturen.

2 \
"~"-i2i2ä2l}sreihe 2 .

einen Vtrsuchsreihe 1 festgestellt werden konnte, dass die Filtration 
nur" Toxizitätsabschwächung bewirkte, wurde in dieser Versuchsreihe 

nit unfiltriertem Kulturmaterial gearbeitet.

Utäter  ̂  ̂ ^'°tulinum iyp A und Typ B, bei denen das Ausgangs-
beira fÄl ^  die BerverSuche mit Sporensuspensionen der beiden Stämme 
die v ^ W°rden War’ hatten im wcsetlichen die gleichen Ergebnisse wie 
mit K"rSUChe’ b6i denen das ^sgangsmaterial für die Impfung der Mäuse 
v0n ^ 1C1SUSpension beimpft worden war. Die lediglich mit Sporensuspension
I2_tä i b°'Ullnum Typ A 1111(1 B geimpften Tiere zeigten während einer 

Sigen Beobachtungszeit keine Krankheitse rscheinungen.
Bei (jG
Ver2ögG 1 " !: “1:11 ■t̂'P ^ konnte gegenüber der Versuchsreihe 1 eine 
So tra1.rUnS düi Roaktionen bei den Versuchstieren verzeichnet werden.

nach Verabreichung der 24 Stunden alten Kultur erst nach 7 

1 bet^.ttyPiSChe Botulismussymptome auf, während dies bei Versuchsreihe 
3 nach 4 1 / 2 Stunden der Fall war. Auch bei der Verabreichung

Vers,Lhandelt6r KultUren war LJine ähnlic*e Verzögerung der Reaktion 
UChstierQ, die auf der Verwendung von Sporenmaterial für die 

^ p 3in' ‘ulturen und auf einer Abschwächung der Toxizität durch den 
USatz beruhte, gegenüber der Versuchsreihe 1 zu erkennen.

-11-
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Dle VurimPfung d&r mit Sporensuspension angesetzten Kulturen von CI. 
botulinum Typ B zeigte sehr ähnliche Ergebnisse wie die entsprechenden 
orsuche der Versuchsreihe 1 . Bei der 24 Stunden alten Kultur war 

bei den mit unbehandelter Kultur geimpften Tieren keine Reaktion fest­
zustellen, Bei der 36 Stunden alten Kultur waren die Tiere nach 46 
Stunden gestorben und bei der 48 Stunden alten Kultur trat der Tod
n^ch 40 Stunden ein; bei Versuchsreihe 1 war dies nach 45 Stunden 
der Pall.

“  Glei°hartigkeit Toxizität der entsprechenden, mit verschiedenem 
«aterial beimpften Kulturen im Gegensatz zu Typ A ist aus den bei Typ 
für die Toxinbildung notwendigen längeren Bebrütungszeit erklärbar.

1 - Behandlung der Kulturen mit Trypsinlösung hatte bei Typ B wieder 
^ gleichen Erfolg wie in Versuchsreihe 1 , nämlich eine deutliche 
Orstarkung der Toxizität des Impfmaterials. Die mit 24 Stunden 

alter Kultur geimpften Tiere zeigten am 6. Tag nach der Impfung nur 
oinen aufgebogenen Rücken und leichte Lähmung der Hintergliedmassen.

16 Tlere’ denen 36 Stundsn alte behandelte Kultur verabreicht wurden, 
varen nach 25 Stunden, also 21 stunden eher als die mit unbehandelter 
u tur geimpften Mäuse, tot. Die Tiere, der 48 Stunden lang bebrüteten 

da“  behandelten Kulturen waren nach 16 Stunden gestorben.

_Versuchsreihe 3

in der Versuchsreihe 3 mit CI. botulinum Typ B durohgeführten 
^ntersuchungen sollten durch wesentlich schwächere Beimpfung der 
oberbrühröhrchen den praktischen Verhältnissen der bakteriologischen 
°iochuntersuchung nahe kommen.

T“ V,JISUCh ■T‘it dbr 24 stunden alten Kultur wurde die Verstärkung der 
«leität der Leberbrühkultur durch die Trypsinanwendung am anschau-
1 0 ten Verdeutlioht- Sowohl die mit 100-facher als auch die mit 

0°°-facher Verdünnung beimpfte, unbehandelte Kultur rief bei den 
ClllSOn Versuchstieren keine bzw. nur unbedeutende Kronkheitser- 

0 Oinungen vor, während die mit trypsinbehandelten Kulturen geimpften
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Mäuse nach 8 Stunden (100-fache Verdünnung) bzw. nach 50 Stunden ( 10 000 

fache Verdünnung) starke Vergiftungserscheinungen zeigten und nach 
20 Stunden bzw. 56 Stunden der Intoxikation erlagen.

Oie Applikation der 48 Stunden alten Kulturen verursachte bei beiden 
Ausgangsverdünnungen nach 27 Stunden schwere Symptome und nach 33 

Stunden den Tod, während der Trypsinzusatz nach 9 Stunden die Symptome 
und nach 19 Stunden den Tod bewirkten.

--_£E££i}ung_der_Ergebnisse_und_Schlussfolgerung

Ausgangspunkt der Untersuchungen waren die der Literatur zu entnehmenden 
Untersuchungsergebnisse, wonach in Filtraten 12 Stunden alter CI. 
Oouulinum-Kulturen durch Zusatz von Trypsin eine ungefähr 15-fache 
Verstärkung der Toxizität erzielt werden konnte und noch bessere 
Ergebnisse bei dem Filtrat einer 8 Stunden alten Kultur zu verzeichnen 
waren, während eine Verstärkung des Toxins von 96 Stunden alten Kul­
turfiltraten auf die gleiche Art nicht mehr möglich waren; diese alten 
Kulturfiltrate zeigten eher einen Toxizitätsverlust. Bei den in drei 
igenen Versuchsreihen unter verschiedenen Voraussetzungen durchgeführten 
Untersuchungen konnte Folgendes festgestellt worden:

Uie Toxizität einer jungen CI. botulinum-Kultur, die durch diffuse 
Unübung und Gasbildung eine gute Keimvermehrung zu erkennen gibt, hängt 
v°m Eiweissspaltungsvermögen des jeweiligen Stammes ab. Während eine 24 
Stunden alte Kultur von CI. botulinum Typ A (proteolytisch) innerhalb 
? Stunden bei den geimpften Versuchstieren zu charakteristischen 
Symptomen des Botulismus führte, vertrugen die Versuchstiere eine 
Kultur gleichen Alters von CI. botulinum Typ B (nicht proteolytisch) 
reaktionslos. Der Zusatz von Trypsin zu der Kultur eines proteolytischen

Q*|
* botulinum Typ A die mit Trypsin behandeltem Material geimpften -13-

b°stridium botulinum Stammes bewirkt, auch bei jungen Kulturen, eine 
^Schwächung der Toxizität, während bei einem nicht proteolytischen 
Stamme eine wesentliche Steigerung der Toxizität hervorgerufen werden 
k'lrm. Während bei der Verimpfung einer 12 Stunden alten Kultur von
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Tiere nach 21 Stunden leichte Erscheinungen des'Botulismus zeigten, 
die im Laufe von 18 Tagen wieder abklangen, waren bei Versuchstieren, 
die mit unbehandeltem Kulturmaterial geimpft wurden nach 21 Stunden 
typische Botulismussymptome ausgeprägt und nach 35 Stunden trat der 
Tod ein.

Bei der Verimpfung einer 36 Stunden alten Kultur von CI. botulinum 
Typ B (nicht proteolytisch) waren Tiere, die mit trypsinbehandeltem 
Material geimpft wurden 25 Stunden nach der Applikation tot, während 
Tiere mit unbehandeltem Material geimpft 25 Stunden nach der Impfung 
noch ein ungestörtes Allgemeinbefinden zeigten.

Aus den Untersuchungen ergibt sich, dass innerhalb 48 Stunden, also 
im zeitlichen Rahmen der bakteriologischen Pleischuntersuchung, durch 
Verimpfung einer 24 Stunden alten unbehandelten Leberbrühkultur, in 
der Clostridien gewachsen sind, die Diagnose "Clostridium botulinum" 
nicht in jedem Falle gestellt werden kann. Da die Typen nicht von 
vornherein bekannt sind, muss auch mit den nicht proteolytischen 
Stämmen gerechnet werden, für die eine 24-Stündige Bebrütung der Kultur 
nicht ausreicht, um eine für den Tierversuch genügende Menge Toxins 
Bereitzustellen. Während in den vorliegenden Versuchen ein Nachweis 
v°n CI. botulinum Typ A möglich war, konnte ein negativer Nachweis 
von Clostridium botulinum das Vorliegcn von CI. botulinum Typ B nicht 
ausschliessen.

Eine Behandlung der Kulturen mit Trypsinlösung brachte jedoch bei Typ B 
Slne so wesentliche Aktivierung des Toxins mit sich, dass bei einer 
24 bis 36 Stunden alten Kultur nach 20 bis 25 Stunden mit Sicherheit 

Diagnose "Clostrium botulinum" gestellt werden kann. Bei Typ A 
wurde durch den Trypsinzusatz zu den Kulturen jedoch eine Verminderung 
ihrer Toxizität festgestellt. Trotz dieser Abschwächung sind die 
entsprechenden Kulturen von Typ A jedoch noch so toxisch, dass die Zeit, 
1h der die Versuchstiere auf ihre Applikation hin typische Botulis- 
muserscheinungen zeigen, bei dem trypsin-abgeschwächten Typ A immer noch 
Ürzer ist als bei dem trypsin-aktivierten Typ B.

- 14-
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Die im Rahmen der vorgenommenen Untersuchungen mit Reinkulturen 
erzielten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass mit Hilfe der 
Trypsinbehandlung von Anaerobenkulturen bei der amtlichen bakteriolo­
gischen Fleischuntersuchung eine Diagnose "Clostridium botulinum nach­
gewiesen" mit Hilfe des Tierversuchs (weisse Maus) im Bereich der 
Möglichkeit li«gt, Der gesamterforderliche UntersuchungsZeitraum 
von rund 60 Stunden überschreitet damit um 12 Stunden die erfahrungs- 
gemäss 48 Stunden dauernde Untersuchungszeit bei der amtlichen 
bakteriologischen Fleischuntersuchung. In Anbetracht der Schwere der 
Erkrankung und der hohen Letalitätsrate bei einer Intoxikation mit 
CI, botulinum-Toxin

erscheint es vertretbar, im Falle eines Nachweises von 
Clostridien in der Muskulatur die Untersuchungszeit für die amtliche 
bakteriologische Fleischuntersuchung um 12 Stunden zu erhöhen, also 
auf rund drei Tage auszudehnen.

Die Ergebnisse sind darüber hinaus für die Untersuchung von Fleischer­
zeugnissen auf pathogene Keime, hier CI. botulinum, von Interesse, 
dt- sie die Möglichkeit der Verkürzung der Untersuchungszeiten 
bieten.

Zusammenfassung

Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen hatten 
das Ziel, zu prüfen, ob es möglich ist, in kürzerer Zeit als bisher 
in Rahmen der bakteriologischen Fl-ischuntersuchung und bei der 
Untersuchung von Fleischerzeugnissen beim Nachweis von Clostridien 
die Diagnose "Clostridium botulinum" zu stellen.

Nach eingehender Literaturauswertung wurde durch Versuche mit 
CI. botulinum festgestellt, dass 24 Stunden alte Kulturen eines 
proteolytischen CI. botulinum-Typ-A Stammes bei weissen Mäusen bereits 
nach 7 Stunden typische Botulismuserscheinungen hervorriefen. 
Gleichaltrige Kulturen eines nicht proteolytischen CI. botulinum- 
Typ-B-Stammes erzeugten jedoch bei den Versuchstieren nur leichte oder

- 1 6 -



Sar keine Krankheitssymptome.

Durch die Behandlung der Kulturen mit Trypsin wurde zwar die Toxizität 
der Typ-A-Kulturen abgeschwächt, die der Typ- B- - Kulturen jedoch so 
weit aktiviert, dass bei Verabreichung einer 24 bis 36 Stunden alten 
Typ-B-Kultur innerhalb von 20 bis 25 Stunden die typischen 
Krankheitserscheinungen bei de n Versuchstieren auftraten. Die 
Abschwächung der Toxizität der Kulturen von Typ A war allerdings nicht 
so stark, dass auf ihre Verimpfung hin keine Botulismussymptome bei 
den Versuchstieren mehr aufgetreten wären. Die Zeit, in der die 
Versuchstiere auf die Applikation der Typ-A.Kulturen hin typische 
Botulismus er scheinungen zeigten, wr.r trotz der Abschwächung der 
Toxizität durch Trypsin sogar noch kürzer als bei Typ B.

Die Untersuchungen führten zu dem Ergebnis, dass unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen mittels einer Trypsinbehandlung der in der 
Leberbrühe gewachsenen und 24 bis 36 Stunden bebrüteten Clostridien- 
-uitar, die durch diffuse Trübung des Nährmediums und Gasbildung eine 
gute Keimvermehrung zu erkennen gibt, eine Diagnose Clostridium 
Botulinum innerhalb von etwa 60 Stunden im Bereich der Möglichkeit 
Liegt.
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