MEDIZINREPORT

»GCHRONISCHER BOTULISMUS*

Als neue Krankheit nicht belegt

Bisher vorgebrachte Evidenzen fur ein durch Botulinum-Neurotoxine induziertes
Krankheitsbild bei Landwirten sind nicht ausreichend im Hinblick auf die klinische
Diagnose und den labordiagnostischen Nachweis.

otulismus ist eine seltene le-

bensbedrohende neurologi-
sche Erkrankung, die durch von Clo-
stridium (C.) botulinum produzier-
te Botulinum-Neurotoxine (BoNT)
ausgelost wird. Ursache und Patho-
genese der akuten Erkrankung sind
seit Langem bekannt, die Mehrzahl
wird durch BoNT-enthaltende Le-
bensmittel verursacht (1, 2).

Seit Mitte der 90er Jahre wird
von einem veterindrmedizinischen
Problem in Milchviehbestinden
berichtet, fiir das ein Zusammen-
hang mit C. botulinum respektive
BoNT postuliert wird — eine in
Fachkreisen umstrittene Hypothe-
se. Eine erste Veroffentlichung zum
Thema ,,chronischer Botulismus*
erschien 2001 (3-5): Die Tiere zei-
gen Leistungsverluste einherge-
hend mit variablen Symptomen wie
Lahmungserscheinungen, Festlie-
gen, Ataxien, Somnolenz und/oder
fieberhaften Mastitiden. Die Auto-
ren nehmen ein multifaktorielles
Geschehen an, bei dem eine intesti-
nale Besiedelung mit C. botulinum,
verbunden mit kontinuierlicher
Freisetzung von BoNT oder eine
exogenen Zufuhr von BoNT, betei-
ligt ist.

2009 wurde erstmals ein mogli-
cher Zusammenhang von C. botu-
linum mit in der Landwirtschaft
tdtigen Personen postuliert, die
neurologische Symptome zeigten,
wie schubweises Auftreten von Mus-
kelschwiche, miBig ausgeprigte
Tetraparesen, Schluckbeschwerden,
Mundtrockenheit, Dysarthrie, schwe-
re Augenlider und gehédufter Harn-
drang (6). Die Autoren diagnosti-
zierten anhand der Symptome und
dem Ausschluss anderer Ursachen
erstmals das Vorliegen eines ,,chro-
nischen Botulismus“ beim Men-
schen und sprachen von einem ,,neu-
en Krankheitsbild®.

A 1468

..

Clostridium bhotu-
linum ist ein gram-
positives Bakterium,
das aus bioche-
misch unterschied-
lichen Gruppen
besteht, deren Ge-
meinsamkeit die
Ausbildung von
Botulinum-Neuro-
toxinen ist.

Gemeldete Verdachtsfille und
aktive Surveillance: 2009 wurden
dem zustindigen Gesundheitsamt
zwei Erkrankungen bei landwirt-
schaftlichen Mitarbeitern aus Schles-
wig-Holstein gemeldet. Es wurden
Seh- und Schluckstérungen angege-
ben sowie ein ELISA-Nachweis des
fiir den Menschen ungewdhnlichen
Serotyps BoNT/C im Stuhl. Eine
Erkrankung in Sachsen war dem
RKI 2010 bekanntgeworden. Im
April 2011 bat das RKI die Bundes-
lander, Félle von Botulismus zu be-
richten, die den Gesundheitsiamtern
seit 2009 gemeldet, aber aufgrund ei-
nes fehlenden labordiagnostischen
Nachweises aus formalen Griinden
nicht an das RKI {ibermittelt wurden.
Im Ergebnis wurden drei zusitzliche
Félle bekannt. Zu einem Fall wurden
keine weitergehenden Informationen
mitgeteilt, bei den zwei anderen Fal-
len handelte es sich um Landwirte;

bei einem wurden milde Symptome
eines lebensmittelbedingten Botulis-
mus diagnostiziert, bei dem anderen
die Diagnose ,.chronischer Botulis-
mus‘ gestellt.

Die Postulierung mit dem ,,chro-
nischen Botulismus® ein neues
Krankheitsbild beschrieben zu ha-
ben, ist derzeit kritisch zu bewerten
(7, 8). Denn hierfiir fehlen:

® cine Bestitigung der klini-
schen Diagnose eines neuen Krank-
heitsbildes durch einen unabhéngi-
gen Neurologen;

® die Darlegung valider labordi-
agnostischer Nachweise und deren
Bestitigung durch unabhéngige La-
bore

® sowie weitere Kriterien fiir
einen Kausalzusammenhang zwi-
schen ,,chronischem Botulismus*
und BoNT.

Anforderungen an die Beschrei-
bung eines neuen Krankheitsbil-
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des: Die klinische Beschreibung nur
durch einen Experten oder eine Ar-
beitsgruppe ist nicht ausreichend. In
der Wissenschaft bedarf es des wie-
derholten Nachweises eines neuen
Phidnomens, bevor es als verifiziert
gelten kann. Die konsistente und
prizise, klar definierte klinische Be-
schreibung eines neuen Krankheits-
bildes ist der erste Schritt der Defini-
tion einer neuen Krankheit oder ei-
nes neuen Syndroms.

Anforderungen an den Labor-
nachweis: Die von den Befiirwor-
tern der Hypothese des ,.chroni-
schen Botulismus* présentierten Da-
ten zum labordiagnostischen Nach-
weis von BoNT (4, 5) sind aus drei
Griinden problematisch:

1. Die Daten wurden mit ELISA
aufbauend auf polyklonalen Anti-
korpern erhoben. Dabei werden
keine Aussagen zur Validierung der
ELISA getroffen.

2. Die ELISA-Daten werden
nicht, wie in Zweifelsfillen gefor-
dert, durch eine technisch unabhén-
gige Methode (Mausbioassay zum
Toxinnachweis, Toxin-Genspezifi-
sche PCR oder Erregerisolation) ge-
stiitzt (9—11). Mittels ELISA werden
aus Tier und Mensch in einem 6rtlich
zusammenhéngenden Geschehen un-
terschiedliche Serotypen gemessen.
Dies ist zumindest erklarungsbediirf-
tig und verlangt nach einer unabhén-
gigen Bestitigungsdiagnostik.

3. Probenmaterial mit positivem
Labornachweis wurde bisher kei-
ner unabhiingigen Uberpriifung zu-
génglich gemacht.

Eine komplexe Gruppe

von Toxinen

Die Diagnostik von Botulismus
ist auBlerordentlich anspruchsvoll:
Bei den BoNT-Molekiilen handelt
es sich um eine komplexe Gruppe
von Toxinen, die derzeit sieben be-
statigte Serotypen und mehr als 30
Subtypen umfasst, wobei sich letz-
tere in ihrer Aminosduresequenz
um bis zu 36 Prozent unterscheiden
kénnen (12). Da die Neurotoxine
als Komplex verpackt in Hiillpro-
teine produziert werden, miissen
sowohl die freien Neurotoxine, als
auch die Neurotoxin-Komplexe so-
wie alle Subtypen der Serotypen si-
cher erfasst werden.

Die hohe Toxizitit der BoNT-
Molekiile stellt per se hochste An-
forderungen an die Sensitivitit di-
agnostischer Verfahren. Derzeit gibt
es keine nach dem Medizinpro-
dukterecht verkehrsfiahigen Diag-
nostika fiir Botulismus. Ein einheit-
liches Verfahren zum Umgang mit
klinischen Proben, Lebensmittel-
und Umweltproben unter Verwen-
dung standardisierter Reagenzien
existiert nicht. Fiir den Labornach-
weis der Toxine oder des Erre-
gers konnen Serum und verdéchtige
Lebensmittel (lebensmittelbeding-
ter Botulismus), daneben Fizes,
Mageninhalt (Sduglingsbotulismus)
oder Wundabstrich (Wundbotulis-
mus) herangezogen werden.

Im Fall des postulierten ,,chroni-
schen Botulismus®™ wird in der Re-
gel Fizes sowie Serum untersucht.
Aufgrund seiner exzellenten Sensiti-
vitdt wird der Mausbioassay als
funktioneller Nachweis der BoNT-
Molekiile zur Untersuchung von Le-
bensmittelproben und klinischen
Proben verwendet (13). Daneben
finden immunologische, funktionel-
le und spektrometrische Verfahren
oder Kombinationen dieser Metho-
den Anwendung, von denen aller-
dings nur wenige die Sensitivitit des
Mausbioassays erreichen und/oder
umfassend fiir diagnostische Zwe-
cke validiert wurden (10, 14, 15).

Massenspektrometrische Verfah-
ren erreichten im Vergleich zum
Mausbioassay eine hervorragende
Sensitivitdt und Spezifitdt und er-
lauben eine zweifelsfreie Zuord-
nung zu einem bestimmten Protein
(16-20). Eine valide Bestdtigungs-
diagnostik fiir BONT beruht auf der
Durchfithrung des Mausbioassays
oder eines massenspektrometri-
schen Verfahrens (10). Die Aussa-
gekraft eines Toxinnachweises, der
sich ausschlieflich auf immunolo-
gische Verfahren wie den ELISA
stiitzt, muss als eher gering einge-
schitzt werden.

Nachweisverfahren, bei denen
ausschlielich polyklonale Antikor-
per zum Einsatz kommen, zeigen
unter Umstdnden eine ungeniigen-
de Spezifitit und Sensitivitdt bei
der Untersuchung von Analyten
aus komplexen Matrices (10). Da-
gegen eignen sich ELISA-Verfah-
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ren mit monoklonalen Antikdrpern
aufgrund ihrer guten Sensitivitdt
und ihrer hoheren Spezifitit als
Screening-Verfahren fiir Botulis-
mus-Verdachtsproben (10).

Der Nachweis des Toxin-Gens
allein {ber molekularbiologische
Verfahren ist ebenfalls nicht ausrei-
chend, denn es sind Clostridien be-
kannt, die ,,stille Gene* tragen (hier
werden die Toxine vom Bakterium
nicht produziert). Noch problemati-
scher ist der Nachweis von anti-
BoNT-Antikérpern im Patientense-
rum. Nur wenige Patienten, die zu
medizinischen oder kosmetischen
Zwecken repetitiv mit BoNT be-
handelt werden, bilden Antikdrper
gegen BoNT (21), das heifit, die di-
agnostische Aussagekraft eines ge-
gebenenfalls messbaren anti-BoNT-
Antikdrperspiegels ist im Fall von
Botulismus sehr eingeschrinkt.

Ein Indiz fiir einen Botulismus-
Fall ist der Nachweis des Bakteri-
ums im Stuhl von Verdachtspatien-
ten. Allerdings ist hier zu beachten,
dass der Erreger (selten) auch aus
dem Stuhl gesunder Personen iso-
liert werden kann.

Unabhiingige Bestatigung der
Laborbefunde erforderlich

Das RKI hat die Beflirworter der
Hypothese des ,,chronischen Botu-
lismus® frithzeitig kontaktiert und
Proben von Verdachtsfillen erbeten.
Die erhaltenen Patientenproben wa-
ren trotz mehrfacher Bemiihungen
des RKI nicht identisch mit Proben,
die bereits positiv befundet worden
waren; es handelte sich um unab-
héngige Proben derselben Patienten.
Es wire aus Sicht der guten Wissen-
schaftlichen Praxis notwendig ge-
wesen, von anderer Seite positiv ge-
testetes, identisches Probenmaterial
an unabhéngiger Stelle zu untersu-
chen, um das Argument auszurdu-
men, dass die nicht identischen Pro-
ben zu einem fiir den Labornach-
weis nicht geeigneten Zeitpunkt ge-
nommen wurden. Insgesamt wurden
im RKI 25 Proben von 17 Perso-
nen mit Verdacht auf ,,chronischen
Botulismus“ untersucht. Die Ver-
dachtsdiagnose oblag dem betreu-
enden Mediziner, ein grofer Teil der
untersuchten Personen hatte Kon-
takt zu landwirtschaftlichen Nutz-
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tieren. Serum- und Stuhlproben
wurden auf Toxin im Mausbioassay
(DIN 10 102) und mittels validierter
ELISA-Verfahren (22) untersucht.
Die Stuhlproben wurden nach an-
aerober Anzucht ebenfalls auf To-
xin im Mausbioassay und ELISA
untersucht. Dariiber hinaus wurden
alle Proben nach anaerober An-
zucht mittels genetischer Verfahren
auf die Botulinum-Neurotoxin-Ge-
ne (Serotypen A—G) sowie ein Sur-
rogatmarker-Gen, das NTNH, un-
tersucht (23, 24). In keiner Probe
konnten BoNT, BoNT-Gensequen-
zen oder mittels mikrobiologischer
Methoden C. botulinum nachge-
wiesen werden.

Bei einem epidemiologischen
Zusammenhang zwischen einer Er-
krankung bei Tier und Mensch wire
anzunehmen, dass sich jeweils der
gleiche BoNT-Serotyp und Subtyp
nachweisen ldsst. Daher wurden
am RKI auch ausgewihlte veteri-
nirmedizinische Biopsieproben von
fiinf Rindern aus einem Bestand mit
Todesféllen beziehungsweise Not-
schlachtung und Verdacht auf ,,chro-
nischen Botulismus* untersucht. Die
Untersuchung erfolgte wie oben
dargestellt und ergab jeweils nega-
tive Resultate.

In Ubereinstimmung mit Vete-
rindr- und Lebensmittelbehdrden
werden folgende Mallnahmen vor-
geschlagen (8, 25):

1. Entwicklung von klinischen
Kriterien fiir die Diagnostik und
differenzialdiagnostische Abgren-
zung, zum Beispiel durch die
DGN. Sinnvoll wire ein Algorith-
mus fiir die standardisierte diag-
nostische Vorgehensweise bei ei-
nem klinischen Verdachtsfall. Ver-
dachtsdiagnosen miissen durch ei-
nen zweiten, unabhédngigen Neu-
rologen Uberpriift werden. Die-
ser muss vollstindigen Zugang
zu den vorliegenden Ergebnissen
aller diagnostischer Verfahren er-
halten.

2. Einfithrung einer qualitédtsge-
sicherten BoNT-Diagnostik in al-
len Laboratorien, die in Deutsch-
land Botulismusdiagnostik betrei-
ben.

® Durchfithrung einer iiberpriif-
baren, standardisierten Diagnostik
basierend auf hoch spezifischen
Reagenzien und hoch gereinigten
Toxin-Standards;

® Finsatz technisch unabhéngi-
ger, komplementirer Methoden zum
Nachweis der BoNT-Molekiile und
der Erreger (10);

® Fs handelt sich bei den bislang bekannten
Kasuistiken von ,chronischem Botulismus* im
Menschen um Einzelfélle unklarer Atiologie. Ob
ein derartiges mogliches neues Krankheitsbild
existiert, ist derzeit nicht belegt.

® Wahrend zwei Labore bei einigen betroffe-
nen Landwirten und deren Tieren das Vorliegen
von BoNT in unterschiedlichen Serotypen prasen-
tierten (3-5), ist es mehreren Laboren, unter an-
derem dem RKI, in unabhéngigen stichprobenarti-
gen Untersuchungen nicht gelungen, den Nach-
weis von BoNT oder des Bakteriums C. botulinum
zu verifizieren. Bislang ist kein Fall dokumentiert
worden, in dem eine Probe von unabhangiger
Seite positiv getestet wurde.

® /ur Kldrung der Frage, ob ein neues Krank-
heitshild vorliegt und ob es durch BoNT hervorge-
rufen wird, wére es zum einen notwendig, Krite-
rien (klinisch, differenzialdiagnostisch) flir die Ab-
grenzung eines moglichen neuen Krankheitsbil-
des festzulegen, zum Beispiel durch die Deutsche
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Gesellschaft flir Neurologie. Zudem sollten Klini-
sche Verdachtsfélle durch einen zweiten Neurolo-
gen untersucht werden. Das RKI und die DGN bit-
ten daher um sofortige Meldung von Klinischen
Verdachtsféllen an das zustandige Gesundheits-
amt, wie es auch nach IfSG vorgesehen ist, so
dass entsprechende unabhéngige Untersuchun-
gen zu dem Krankheitshild zeitnah veranlasst
werden konnen. Erforderlich wére es zum ande-
ren, eine labordiagnostisch mit mehreren Metho-
den konsistente Untersuchung der aufgrund klini-
scher Befunde formulierten Verdachtsdiagnose
durchzufiihren. Die Laboruntersuchungen mis-
sen ebenfalls durch ein zweites unabhadngiges
Labor bestétigt werden.

® Das Festlegen allgemeing(iltiger klinischer
Kriterien und die Durchftihrung valider labordiag-
nostischer Verfahren legen den Grundstein, den
postulierten kausalen Zusammenhang zwischen
BoNT und den beschriebenen Symptomen sinn-
voll epidemiologisch zu (berpriifen.

® Veroffentlichung der Metho-
den inklusive umfangreicher Vali-
dierung aus komplexen Matrices;

® Durchfithrung von externen
Qualitdtssicherungsiibungen unter
Einbindung nationaler und interna-
tionaler Expertenlabore. Hierzu ko-
ordiniert das RKI seit 2012 das EU-
Projekt EQuATox, das die Quali-
tatssicherung im Feld biologischer
Toxine anstrebt (26).

3. Bei postulierten Féllen von
,,chronischem Botulismus*“: Kom-
bination von Methoden zum Nach-
weis der Neurotoxine auf verschie-
denen technischen Ebenen, um
Storeffekte durch das Probenmate-
rial auszuschlieBen. ELISA-Ergeb-
nisse sollten durch den Mausbioas-
say, massenspektrometrische Ver-
fahren oder den eindeutigen Nach-
weis beziehungsweise die Isolation
des toxinproduzierenden Erregers
gestiitzt werden. Die Methoden
miissen im Hinblick auf das Vorlie-
gen des BoNT-Serotyps zu kongru-
enten Ergebnissen fiithren.

4. BoNT-positive Proben sind von
einem unabhéngigen Expertenlabor
zu bestétigen. Dies setzt die Zuging-
lichkeit des identischen human-
bezichungsweise veterindrmedizi-
nischen Probenmaterials voraus.

5. Untersuchung eines Kausal-
zusammenhanges zwischen BoNT
und den beschriebenen Sympto-
men. Dies ist derzeit schwierig,
nicht nur aufgrund der geringen
Zahl bekanntgewordener humaner
Verdachtsfille, sondern auch auf-
grund der beschriebenen Probleme
des labordiagnostischen Nachwei-
ses und der fehlenden klinischen
Kriterien fiir das postulierte Krank-
heitsbild. [
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