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Zusammenfassung:

Seit 1995 bearbeiten wir Proben zum
Labornachweis von Botulinumtoxin
bzw. Clostridium (C.) botulinum. Aus
unseren Unterlagen wurden diejenigen
Falle bei Rindern herausgesucht, bei
denen eine klinische Verdachtsdiagnose
durch eine positive Labordiagnose mit-
tels des Mduse-Biotests eindeutig be-
stdtigt wurde. Die durch die genaue
Postanschrift des Tierbesitzers identifi-
zierbaren Betriebe wurden auf einer
Deutschlandkarte gemdyf} den Postleit-
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Since 1995 we have examined speci-
mens for botulinum toxins and Clostri-
dium (C.) botulinum, respectively.
From our data we compiled those farms
where a suspected clinical diagnosis of
botulism was confirmed by a positive
laboratory result (mouse bio-assay),
and from which the correct postal ad-
dress was given. The geographical dis-
tribution of these farms is shown in a
map of Germany and compared to the
concentration of cattle in the year
2007. From 1996 until 2010 1108 farms
with botulinum related problems in 525
post code areas were identified. There
is no correlation between cattle con-
centration and disease prevalence. As
C. botulinum is a soil bacterium it must
be presumed that also in the future this

ZWEITKORREKTUR

zahlen eingetragen und der Rinderbe-
satzdichte des Jahres 2007 gegeniiber-
gestellt. Von 1996 bis 2010 wurden
1.108 Betriebe in 525 Postleitzahlbe-
reichen erfasst, die Probleme mit Botu-
lismus hatten. Viehdichte und Krank-
heitsauftreten korrelieren nicht mitein-
ander. Da C. botulinum ein Bodenbak-
terium ist, muss davon ausgegangen
werden, dass die Krankheitserreger
auch in der Zukunft Einfluss auf die
Herdengesundheit bei Rindern in den
betroffenen Regionen haben werden.

pathogen may have an influence on
herd health in the affected regions.

1 Einleitung

1.1 Krankheit

»Botulismus« ist gewohnheitsmifig
die Bezeichnung eines Krankheitskom-
plexes, der als Faktorenseuche bei Rin-
dern letztlich immer durch Stoffwech-
selprodukte, sog. »Toxine« des anaero-
ben Bakteriums Clostridium botulinum
hervorgerufen wird (Botulinum-Toxi-
kose) (Graham und Schwarze, 1921).
Welche Faktoren beteiligt sind, ist auch
heute noch weitgehend unklar (Bohnel
und Gessler, 2004). Die Anwendung
der Henle-Koch-Postulate fiihrt des-
halb nicht zur Losung des Problems, da
die Krankheit nicht einfach reprodu-
ziert werden kann (Selbitz et al., 2011 ).
Bis zum Ende des 20. Jahrhunderts
wurde Botulismus hauptsichlich als ei-
ne Vergiftung nach oraler Aufnahme
des Toxins beschrieben. Eine von Mey-
er (1928) bereits dokumentierte Darm-
infektion beim Menschen wurde 1967

bei Pferden (»shaker foal syndrom;
Rooney und Prickett, 1967) und 1976
bei Sduglingsbotulismus (»Infant botu-
lism«; Midura und Arnon, 1976) nach-
gewiesen. Botulinumtoxine verhindern
die Ubertragung von Nervenreizen be-
sonders an den Synapsen quergestreif-
ter Muskeln und beeintrichtigen auch
das autonome Nervensystem (z. B.
Speicheln). Die resorbierte Toxinmen-
ge in einem bestimmten Zeitraum und
die Empfindlichkeit des Organismus
ergeben das klinische Bild und den Ver-
lauf der Erkrankung (perakut, akut).
Bei geringerer Toxinresorption kann es
bei Einzeltieren zu einer chronischen
Form kommen, die mehrere Tage an-
halten kann. Die Tiere werden struppig
mit aufgeschiirztem Bauch, teilnahms-
los mit Koordinationsstorungen der
Gliedmafen und machen innerhalb we-
niger Tage einen elenden verhungerten
Eindruck (Graham und Schwarze,
1921). Ende der 1990er Jahre wurde ei-
ne klinische Erkrankungsform diagno-
stiziert, die auf einer Infektion mit To-
xinbildung innerhalb des Verdauungs-
traktes bei Rindern basiert, und die
ganzen Rinderbestinde iiber Monate
betrifft  (»viszeraler = Botulismus«)
(Schwagerick und Bohnel, 2001;
Bohnel et al., 2001). In Frankreich wur-
den bei Rindern bereits im Jahr 2002
bei Botulismus mehr Fille von Darmin-
fektion als von Vergiftung gezéhlt
(AFSSA, 2002).

1.2 Diagnose

Die Diagnose des akuten Botulismus
kann klinisch meist eindeutig gestellt
werden. Bei chronischen Verlaufsfor-
men treten auf Grund der anfangs rela-
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tiv unspezifischen Symptome, die dem
Landwirt auffallen (Riickgang der Her-
denmilchleistung, Abmagern, struppi-
ges Fell bei Einzeltieren) erst spéter pa-
thognomonische Symptome auf (be-
sonders fehlende oder reduzierte Refle-
xe an Augen und/oder Ohren, Nerven-
lahmungen mit Bewegungsstdrungen)
(Schwagerick und Bohnel, 2001; siehe
auch Hellwig, 2010). Wie bei anderen
Erkrankungen auch ist das klinische
Bild die Grundlage der Diagnose des
Botulismus. Zusitzlich wird die Erfas-
sung betriebsspezifischer Daten {iiber
z. B. Haltung, Fiitterung oder Leistung
an Hand des Botulinum-Fragebogens
empfohlen (Schwagerick et al., 2011).
Laboruntersuchungen konnen Diffe-
rentialdiagnosen ausschlieBen und die
Verdachtsdiagnose gegebenenfalls be-
kriftigen.

Vom lebenden Tier sind frisch gewon-
nene Kot- und wenn moglich Pansen-
saftproben (jeweils etwa 50 g) einzu-
senden. Ein Nachweis von Toxin im
Blut ist nur selten zu fiihren, jedoch gibt
der Nachweis von Antikorpern im Se-
rum (etwa 5 ml Probe) Hinweise auf
Dauer und ursichlichen Toxintyp der
Erkrankung. Bei verendeten oder eut-
hanasierten Tieren sollte zusitzlich In-
halt von Pansen und verschiedenen
Darmabschnitten (Ileum, Colon, Cae-
cum) und Leber (auch jeweils etwa
50 g) eingesandt werden. Je frischer die
Proben sind bzw. je friiher sie gekiihlt
oder besser, eingefroren werden, desto
eher konnen postmortale Verdnderun-
gen ausgeschlossen werden.

Cave: Speichel kann BoNT und C. bo-
tulinum enthalten, also ist Vorsicht auch
schon bei der klinischen Untersuchung
angebracht (Bohnel et al, 2008;
Bohnel und Gessler, 2010b).

Fiir die Laboruntersuchungen gibt es
keine internationalen Standardverfah-
ren mit entsprechenden Referenzsub-
stanzen. Im Allgemeinen wird entspre-
chend CDC (1998) und AOAC Interna-
tional (2001 ) der Miusetest mit eindeu-
tiger Toxinneutralisation als beweisend
angesehen. Molekularbiologische Ver-
fahren haben sich fiir die Routinedia-
gnose noch nicht durchgesetzt (Gessler
und Bohnel, 2004, Lindstrom und Kor-
keala, 2006; Bohnel und Gessler,
2010b; C’apek und Dickerson, 2010).
Es ist darauf hinzuweisen, dass selbst
bei klinisch eindeutigen Fillen die La-
bordiagnose u. U. nur 30 % der Fille er-
kennt (Popoff, 1989; AFSSA, 2002).
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Tabelle 1: Abklarung der Diagnose des Botulismus in Zusammenwirken von Hoftierarzt und

Diagnoselabor.
weitere klinische und

Klinische Laboruntersuchungen
Verdachts- Labor-diagnose* Enddiagnose nach 3 Wochen
diagnose notwendig
positiv positiv positiv nein

fraglich positiv nein

negativ positiv nein
fraglich positiv positiv nein

fraglich fraglich ja

negativ fraglich ja
negativ positiv fraglich ja

fraglich negativ ja

negativ negativ nein

*Toxinneutralisation, fraglich = nicht eindeutiges Ergebnis.

Geringe Toxinmengen, die unter der
Nachweisgrenze liegen, konnen bei Re-
sorption iiber einen lingeren Zeitraum
klinische Symptome auslosen. Deshalb
konnen negative Laborbefunde Botuli-
numtoxin als Krankheitsursache gene-
rell nicht ausschlieBen. Bei weiter be-
stehendem Verdacht sollten erneut zu-
satzliche Proben untersucht werden.
Tabelle 1 zeigt die notwendige Zusam-
menarbeit von Praktiker und Labor, um
die Diagnose Botulismus abzukléren.
Es ist der Hoftierarzt, der fiir die End-
diagnose verantwortlich ist.

2 Eigene Untersuchungen

2.1 Material und Methoden

Unser Labor untersucht bei Verdacht
auf Botulismus Proben von erkrankten,
verdachtigen oder verendeten Tieren.
Bei einem Bestandsproblem sollen von
jeweils fiinf erkrankten Tieren und von
der Sektion eines verendeten Tieres
Proben eingesandt werden. Zusitzlich
konnen noch Futtermittel, Boden, Was-
ser und sonstige Proben untersucht
werden (Gessler und Bohnel, 2004).
Durch den Méiuse-Bioassay wird etwa
vorhandenes Toxin direkt nach Auswa-
schung durch eine Pufferlosung aus der
Probe durch i. p. Injektion in der Maus
durch deren Tod nachgewiesen. Bakte-
rielle Formen werden in Fliissigmedi-
um kultiviert und zur Toxinproduktion
angeregt. Anschliefend wird etwa ge-
bildetes Toxin ebenfalls in der Maus
nachgewiesen. Die einzelnen Toxinty-
pen werden durch Toxinneutralisation
mit typspezifischen Antiseren unter-
schieden. Aus praktischen Griinden
gruppieren wir die Toxine A, B und E
sowie C und D. Eine quantitative Aus-
wertung wird mit diesen Nachweisme-
thoden {iblicherweise nicht durchge-
fiihrt. Detaillierte Angaben zu den Ver-

fahren sind in der Literatur zu finden
(CDC, 1998; AOAC International,
2001; Gessler und Bohnel, 2004). Aus
Tierschutzgriinden werden beim Vor-
liegen einer eindeutigen positiven To-
xinneutralisation bei einer Probe weite-
re Untersuchungen zu einer Einsen-
dung abgebrochen. Der Toxinnachweis
durch Bakterienkultur im Reagenzglas
zeigt das Vorhandensein von Toxin bil-
denden Bakterien und ldsst Riick-
schliisse auf eine etwaige Toxinbildung
im erkrankten Organismus zu.

2.2 Geographische Zuordnung

Um einen Uberblick iiber das geogra-
phische Vorkommen des Botulismus
bei Rindern an Hand der uns zugesand-
ten Proben zu bekommen, wurde ent-
sprechend der Postleitzahlen der be-
troffenen Betriebe eine Verteilung in
Deutschland erstellt. Grundlage war
die durch den Hoftierarzt als »von Bo-
tulismus betroffener Betrieb« gestell-
ten Enddiagnose entsprechend Klinik
und Labordiagnose (Tab. 1). AuBlerdem
mussten fiir jeden gewerteten Fall Na-
me des Besitzers und Postanschrift vor-
liegen. Eine Differenzierung nach dem
klinischen Bild (akut, chronisch) oder
der Atiologie (Vergiftung, Infektion)
wurde nicht vorgenommen. Positive
Ergebnisse von Futter- oder anderen
Proben oder Antikorper-ELISA wur-
den nicht beriicksichtigt. Uber die
GroBe der Postleitzahlbezirke und de-
ren genaue Anzahl gibt es keine Anga-
ben.

Der so geschaffenen Karte (Abb. 2)
wurde die des Rinderbesatzes 2007 ent-
gegengestellt (Abb. 3) (Destatis, 2011).

3 Ergebnisse

Insgesamt wurden fiir die Jahre 1996
bis 2010 Einsendungen von 1.613 be-
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ADbb. 2: Geographische Verteilung der 1.108 betroffenen landwirtschaftlichen Be-

triebe gruppiert nach Postleitzahlbereichen im Untersuchungszeitraum 1996 —

2010.

troffenen Bestinden ausgewihlt, die
den o. g. Kriterien entsprachen. Betrof-
fene Betriebe wurden nur jeweils ein-
mal gewertet, auch wenn im Laufe der
Jahre mehrmals Krankheitsausbriiche
nachgewiesen worden waren. Die jah-
reszeitliche Verteilung der Einsendun-
gen zeigt Abbildung 1. Es konnten die

Angaben von 1.108 Betrieben in 525
Postleitzahlbereichen ausgewertet wer-
den (Tab. 2).

Es waren 185 Fille (16,7 %) mit Betei-
ligung der Typengruppe ABE, 525
(47,4 %) mit CD und 398 (35,9 %), in
denen sowohl ABE als auch CD gleich-
zeitig oder im Laufe der Jahre nachge-

wiesen wurden. In einem Postleitzahl-
bereich waren 35 Gehofte betroffen.
Die GroBe der Kreise in der Darstel-
lung entspricht einer Gruppierung von
1,2 - 10, 11 — 35 Fille pro PLZ-Be-
reich (Abb. 2).

4 Diskussion

Die uns zugesandten Proben dienen der
Unterstiitzung oder der Bestitigung
von klinischer Diagnose »Botulismus.
Proben von unverdidchtigen Betrieben
wurden uns nicht eingeschickt. Unsere
Ergebnisse konnen nicht als reprédsenta-
tiv gelten, da wir nicht von allen Betrie-
ben mit Botulismus(verdacht) Einsen-
dungen erhalten. Auf Grund dieser Vor-
auswahl ist eine statistische Auswer-
tung der Ergebnisse zum Vorkommen
von Botulismus in Deutschland nicht
moglich.

In 47,4 % der betroffenen Betriebe
wurde die Toxintypengruppe CD nach-
gewiesen. Zusitzlich wurde in 35,9 %
beide Toxingruppen CD und ABE ge-
funden. Somit ist die Toxingruppe CD
diejenige, die am hiufigsten auftritt. Da
es keine spezifische Therapie bei Botu-
lismus gibt, bedeutet aufgrund der Er-
fahrungen der letzten Jahre eine Imp-
fung aller Tiere eine wesentliche Ver-
besserung des Gesundheitszustandes
des ganzen Bestandes bei den unter-
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Rinderdichte
|:| keine Daten vorhanden
|:| unter 46,2

[ 46.2 bis unter 92,3
I 92,3 bis unter 138,5
I 1385 bis unter 184,6
I 1346 und mehr

Abb. 3: Geographische Verteilung der Rinderbesatzdichte 2007 nach Landkreisen

(destatis, 2011).

schiedlichen klinischen Formen der Er-
krankung (eigene unverdffentlichte Da-
ten). Allerdings ist es derzeit in
Deutschland nur moglich mit Ausnah-
megenehmigungen einen Impfstoff ge-
gen die Typen C und D einzusetzen. In
den Betrieben (16,7 %), in denen nur
die Typen ABE vorkommen, ist deshalb
eine Impfung nicht erfolgreich; dort,
wo beide Toxingruppen auftreten, wird
der Krankheitsdruck wesentlich redu-
ziert (eigene unveroffentlichte Daten).

Im Jahr 1996 gab es in Deutschland ge-
rundet 186.000 Milchkuhbestinde mit
5,2 Mio. Tieren. Im Jahr 2010 waren
diese auf 91.000 mit 4,2 Mio. Tieren
gesunken (Destatis, 2011). Angaben
zur Priavalenz der Erkrankung bei Rin-
dern oder gar zur Toxintypisierung gibt
es fiir Deutschland bisher nicht. Die
hier vorgelegten Daten lassen erken-
nen, dass es anscheinend eine unter-
schiedliche Verteilung der Krankheits-
fille in Deutschland gibt. Ein Vergleich
mit der Viehdichte ergibt keinen direk-
ten Zusammenhang mit der Zahl der
betroffenen Betriebe. Eine Ursache fiir
das gehidufte Auftreten besonders in
Norddeutschland oder das geringere

4 - TU7/2012

Vorkommen in Siiddeutschland kann
nicht gegeben werden.

Wie bei anderen Clostridiosen kann
sich in Betrieben eine bestandsspezifi-
sche Immunitit aufbauen, die das Auf-
treten klinischer Fille verhindert, wenn
ein Gehoft als geschlossene Einheit be-
trachtet wird. Allerdings ist die moder-
ne Landwirtschaft ohne Zukauf von
neuen Tieren oder Futterkomponenten,
z. T. aus dem Ausland, dem Zu-Pachten
von Acker- und Weideland nicht denk-
bar, sodass Krankheitskeime (unter-
schiedliche Typen, Subtypen oder
Stimme) in den Betrieb eingebracht
werden konnen. C. botulinum bildet
Sporen, die in der Umwelt viele Jahre
iiberleben konnen (Mitscherlich und
Marth, 1984). Kranke Tiere scheiden
den Erreger mit dem Kot aus. Ebenso
tragen gesunde Tiere in der Inkubati-
onszeit und in der Rekonvaleszenz zu
einer Anreicherung von C. botulinum in
der Umwelt bei (Smith und Sugiyama,
1986). Da davon ausgegangen werden
muss, dass der toxigene Erreger C. bo-
tulinum im Umkreis der betroffenen
Betriebe iiber viele Jahre im Boden ei-
ne Infektions- bzw. Kontaminations-

quelle fiir Tiere und Futter darstellt,
sind eine Vielzahl von Betrieben auch
in Zukunft gefdhrdet. Jede zusitzliche
Ausbringung von C. botulinum (bereits
vorkommende oder neu eingeschleppte
Toxintypen) kann das Erkrankungsrisi-
ko steigern. Fiir Typ A wurde nachge-
wiesen, dass die Zahl der Bakterien
Einfluss auf die Toxinbildung hat
(»Quorum sensing«) (Cooksley et al.,
2010).

Auch bei Betrieben, die die Viehhal-
tung aufgegeben haben, muss somit da-
von ausgegangen werden, dass C. botu-
linum weiterhin im Boden vorkommt
und auch an rein pflanzlichem Material
anhaften kann. Die Rolle der organi-
schen Diinger, beispielsweise von Bio-
kompost oder der Gérriickstinde aus
Biogasanlagen ist dabei unklar.
Weiterfiihrende Untersuchungen zum
Vorkommen von C. botulinum in Bio-
gasanlagen (mit unterschiedlichen Be-
triebssystemen) in den verschiedenen
Regionen Deutschlands liegen nicht
vor. In Untersuchungen in Schweden
wird auf das Uberleben von Clostri-
diensporen im Biogasprozess und da-
mit verbundene mogliche Gesundheits-
probleme hingewiesen (Bagge et al.,
2005; Sahlstrom et al., 2008, Bagge et
al., 2010), wohingegen Lebuhn und
Wilderer (2006) keine Probleme mit
C. botulinum sehen. Kohler (2011)
wies in einer von zehn Biogasanlagen
C. botulinum im Girrest nach. In
eigenen Untersuchungen wurden von
14 Digestat-Proben in 28,6 % (n=4)
C. botulinum als Bakterien oder Toxin
nachgewiesen (unveroffentlichte Da-
ten). Rindergiille wird gern in der Bio-
gasproduktion eingesetzt. Sie stabili-
siert die Prozessbiologie und versorgt
Mikroorganismen in  bestimmtem
Mafe mit Mineralstoffen und Spuren-
elementen, besonders wenn sie im mes-
ophilen Temperaturbereich eingesetzt
wird (Holker, 2009a, b). Es besteht ein
dringender Forschungsbedarf, um aus-
zuschlieBen, dass durch die Biogaspro-
duktion, d. h. das Ausbringen des Gér-
substrates als Diinger auf Weide- und
Ackerfldachen, der Botulismus-Erreger
weitrdumig verteilt wird und zu einem
Gesundheitsrisiko fiir Mensch und Tier
werden kann.

Botulismus ist von der EU als Zoonose
eingestuft (EU, 2003). Neben der gene-
rellen Gesundheitsgefihrdung von Tie-
ren und dem Menschen durch Verbrei-
tung der Sporen durch Staub und Was-



ser direkt oder tiber Lebensmittel indi-
rekt (CDC, 1998) wurde in den letzten
Jahren ein direkter Zusammenhang
zwischen Erkrankungen von Rindern
und Menschen auf betroffenen Rinder-
betrieben beschrieben (Dressler und
Saberi, 2009).

Die klinische Erkrankung Botulismus
bei Rindern kann nur in Ausnahmefil-
len durch Antitoxine beeinflusst wer-
den, die allerdings auf dem deutschen
Markt innerhalb weniger Stunden nach
der Verdachtsdiagnosestellung prak-
tisch nicht erhéltlich sind. Eine ander-
weitige Behandlung gibt es nicht. Als
Prophylaxe kann ein Impfstoff in
Deutschland mit Ausnahmegenehmi-
gung nach vorheriger Erkrankung und
Nachweis von C. botulinum eingesetzt
werden. Diese Impfung gegen die To-
xintypen C und D wirkt auch bei Féllen
von viszeralem oder chronischem Bo-
tulismus. Allerdings diirfen schwer er-
krankte, festliegende Tiere nicht
geimpft werden (eigene unverdffent-
lichte Beobachtungen). Gegen die Ty-
pen A, B und E gibt es keinen verfiigba-
ren Impfstoff. Die Herstellung von be-
standsspezifischem Impfstoff scheitert
daran, dass unter praktischen Gesichts-
punkten eine nach dem Tierseuchenge-
setz geforderte Isolierung der notwen-
digen Erreger nicht moglich ist.

So bleibt nur die Bemiihung, die Zahl
der Botulinumsporen im Betrieb durch
entsprechende  Managementmafinah-
men (Haltung, Fiitterung, Genetik der
Tiere) zumindest nicht ansteigen zu las-
sen. Auf diese Problematik kann hier
nicht weiter eingegangen werden; es
wird auf entsprechende Lehrbiicher
und Veroffentlichungen verwiesen
(Bohnel und Gessler, 2010a; Selbitz et
al., 2011).

Die dargestellten Fille lassen keinen
Riickschluss auf die tatsdchliche Zahl
der betroffenen Betriebe zu. Von weite-
ren etwa 1.000 Betrieben wurden Pro-
ben mittels Antikorper-ELISA oder
PCR positiv beurteilt und sind hier
nicht mit eingerechnet. Ebenso wurden
Erkrankungen bei Pferden, Schweinen
oder Gefliigel in diesem Beitrag nicht
dargestellt. Die geographische Verbrei-
tung der betroffenen Betriebe und die
grof3e Anzahl der an Botulinumtoxiko-
sen (Botulismus) erkrankten Tiere
weist darauf hin, dass es dringend er-
forderlich ist, weitere Untersuchungen
zu diesem Krankheitskomplex anzu-
stellen, wie es bereits von Popoff und

Argente (1996) fiir Frankreich vorge-
schlagen und auch in England gefordert
wird (ACMSF, 2006 a, b). Cobb et al.
(2002) wollten das Problem durch eine
14-tigige Sperre der Milchlieferung 16-
sen. Ein Expertengremium des Bun-
desinstituts fiir Risikobewertung hat
weitergehende Untersuchungen ange-
mahnt (BfR, 2010, 2011). Da Botuli-
numtoxine als Proteine relativ instabil
sind, ist bei einer Fragestellung zu Pro-
blemen in der Umwelt besonders das
Vorkommen von Sporen zu bearbeiten,
da diese auskeimen und dann gegebe-
nenfalls Toxine bilden kénnen.
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