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Clostridium botulinum typ E och dess toxinproduktion har aktualiserats
genom de pd scnare tid fororsakade forgiftningsfallen i samband med for-
tiring av fiskprodukter.

Tidigare har olika forskare undersckt méjligheterna att genom tillsats av
olika kemikalier férhindra utgroning av clostridiesporer och dirmed stoppa
tillvixt och toxinproduktion. Huvudsakligen har dessa undersdkningar rort
Clostridium botulinum typ A. Féljande studie avser att belysa inverkan
av olika kemiska inhibitorer pd toxinproduktionen hos Clostridium botuli-
num typ E.

Material och metoder

Organism: Clostridium botulinum typ E stam 1537 erhdllen frin Dr. A.
Johannsen, Lund, Organismen ir isolerad frin antemortemblod frin patient
med dadligt f6rl6pande botulism.

Odlingsmetoder: For framstillning av sporer odlades organismen anaerobt
i Beef Heart Infusion Medium, framstilld enligt Recommended Methods
for the microbiological examination of foods 1958. pH justerades till 7,2.
Bakterierna odlades i 10 dygn vid 30°C, varefter sporerna centrifugerades
ned och tvittades tre ginger med 0,85 9% NaCl-l6sning. Sporerna torka-
des direfter i r6r vid 60°C Sver natten, varefter roren tillsmiltes.

Vid beredning av sporsuspensioner tillsattes 0,85 % NaCl-losning, sd
att antalet sporer per ml var av storleken 106—107. For undersdkningar
over olika kemikaliers inverkan pd tillvixt och toxinbildning skedde bak-
terieodlingarna i 50 ml skruvlocksforsedda flaskor.

Flaskorna inneholl 25 ml Beef Heart Infusion Medium med tillsats av
testkemikalierna. Varje flaska ympades med 1 ml sporsuspension, varefter
kulturerna odlades anaerobt vid 30°C i 4 dygn. De olika kemiska substan-
sernas inverkan pd toxinproduktionen har jimférts med toxinproduktionen
i kontroller, bestiende av Beel Heart Infusion Medium utan tillsats av
inhibitorer, Toxinproduktionen undersbktes i samtliga fall efter 4 dygns
odling vid 30° C.
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Inbibitorer: Foljande substanser har undersokts med avseende pd sin for-
miga att piverka toxinproduktionen:

NaCl, NaNO,, hexametylentetramin, tylosin, oxytetracyklin,
aminosyrorna D-serin och DL-serin.

Toxinassay: Toxinstyrkan har undersokts genom intraperitoneal injektion
med 0,5 ml av den genom centrifugering erhdllna cellfria buljongen pd
vita moss, vigande 16—18 g. Mass, vilka erhdllit mer dn 10 letaldoser
visade vanligen de forsta symptomen pd botulism inom 2—4 timmar. Det
var ovanligt att en mus dog, pd vilken inga symptom kunde iakttagas inom
6 timmar efter injektionen. For varje enskild test har vanligtvis 6 moss
anvints, och djuren har studerats under en tidsrymd av 24 timmar. Alla
méss som erhillit letaldos av typ E toxin dor vanligen inom denna tids-
rymd efter injektionen. Letaldosen (MLD) har tidigare beriknats med ut-
gingspunkt frén den hogsta utspidning av toxin, som fororsakade dod hos
mer 4n hilften av gruppen. Letaltiderna kan dicfor direkt korreleras till
buljongkulturernas toxinstyrka uttryckt i MLD.

Resultat

1 Standardburva éver sambandet mellan toxinityrka och letaltid

Genom att gbra en serie utspadningar 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000 av
typ E toxin och direfter injicera moss intraperitonialt med de olika toxin-
koncentrationerna och notera letaltiderna, har ett samband mellan toxin-
styrka och letaltid erhillits. Denna standardkurva giller for exakt de be-
tingelser som ritt under forsoken, men kurvan kan under andra férhéllan-
den t.ex. mindre injektionsdos f4 ett annat utseende.

I de fortsatta undersokningarna har letaltiden med hjilp av standard-
kurvan fig. 1 direke hinférts till musletaldoser.
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Letaltiden [6r méss efter injektion av wtspidningar av toxin frn Cl. botulinum typ E.
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Inverkan av NaCl pi toxinbildning bos Cl. botulinum 1yp E.

I1. Effekt av kemiska inkibitorer pd toxinmdingden

NaCl: Inverkan av koksalt pd toxinbildningen hos Cl. botulinum typ E
framgir av fig. 2. Redan en salthalt av 2,8 9% reducerar toxinstyrkan be-
tydligt och vid 3,4 9% erholls ingen toxinbildning.
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Inverkan av NaNO, pi toxinbildning hos Cl. botulinum typ E.

NaNO,: Fig. 3 visar, att 0,034 % NaNO, himmar toxinbildningen full-
stindigt och iven en koncentration av 0,017 % NaNO, sinkte toxinstyr-
kan under 10 MLD.
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Tnverkan av ndgra kemiska inbibitover pd toxinbildning bos Cl. botnlinum typ L.

Tylosin: Med tylosin i koncentration 10 pg/ml erhdlls endast en lig toxin-
styrcka pd 2 MLD. Vid koncentrationen 50 pg/ml kunde toxin ¢j pivisas.

(Fig. 4)

Oxytetracyklin: Fig. 4 visar att en koncentration av 0,5 ug/ml OTC him-
mar toxinproduktionen fullstindigt.
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Inverkan av viteperoxid pd toxinbildning hos Cl. botulinum typ E.

Viteperoxid, reducerar toxinproduktionen med en tiopotens enligt fig. 5.
Hexametylentetramin. ir inaktivt i koncentrationer mellan 0,025—0,1 %.
Vid tillsats av 0,2 % konserveringsmedel uteblev toxinproduktionen helt.
DL-serin och D-serin: Substanserna ger endast obetydlig reduktion i toxin-
styrkan 1 koncentrationer upp till 50 pg/ml.
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Diskussion

Nir det giller att prova effekten av olika kemiska substanser pa tillvixt
och toxinbildning av Clostridium botulinum spelar valet av niringsmedium
stor roll f6r bedémningen av resultatet. Mediet bor viljas sd, att sporerna
snabbt gror ut under den tid t.ex. antibiotikat ir verksamt. Frinvaro av pi-
visbar tillvixt behover ej nédvindigtvis bero pa att sporerna dodats genom
kemikaliebehandlingen.,

Frinvaro av toxin kan bero pd ndgon eller nigra av f5ljande orsaker.
Det tillsatta kemiska dmnet formir déda sporerna. Vanligtvis gror Clostri-
diumsporer ut till 90 9 under en tid av 1—24 timmar, varfor det ir tro-
ligare, att det dr de utgrodda sporerna som dédas.

Andra méjligheter ir att toxinproduktionen i de vegetativa cellerna him-
mas t.ex. genom enzyminaktiveringar i cellmetabolismen eller att de tillférda
kemikalierna har formiga att direkt inaktivera av cellerna redan bildat
toxin,

De inhibitorer som understkts med avseende pi inverkan pa toxinpro-
duktionen hos Cl. botulinum typ E har utvalts dels med tanke pi deras
anvindning eller potentiella anvindning inom livsmedelsindustrin och dels
pd grund av i litteraturen forekommande uppgifter om deras effekt pa
clostridiearter.

Unders6kningarna av toxinproduktionen har utférts vid pH 7,2. Detta
pH ligger ndgot hégt jamfort med de i livsmedel férekommande pH-vir-
dena. Bide NaCl (Ingram, 1958) och NaNO, (Tarr, 1942) ir mera
baktericida vid ligre pH. De erhdlina virdena pi effekten av konserve-
ringsmedel pd himning av Cl botulinum ir dirfér sannolikt storre vid
ligre pH, dven om viss skenbar Skning av toxinproduktion kan antas iga
rum vid ligre pH beroende pd Skad autolys av celler.

NaCl utgdr som bekant ett mycket anvint konserveringsmedel. Uppgif-
terna om effekten av NaCl pi tillvixt och toxinbildning hos Cl. botulinum
dr ndgot varierande hos olika forfattare och dessutom foreligger en skill-
nad i salttoleransen hos olika typer av Cl. botulinum. De flesta undersok-
ningar dr utférda med typ A. Thom et al. (1919) erhsll toxinbildning i
cooked meat medium innchillande 5 % NaCl och Dozier (1924) pavi-
sade toxinproduktion i prov med 6 och 7 ¢ salt, Typ E dr mindre salt-
tolerant och 4 9% NaCl himmar enligt Pedersen (1957) sporer av typ B
frin att gro ut. Grinsvirdena for salttolerans dr dock i viss min avhingiga
av det niringsmedium i vilket organismen odlas, Tanner & Evans (1933)
fann att flera stammar av typ A ¢j producerade toxin i nutrient broth med
8 % NaCl. T flaskinfusionsmedium erfordrades 10,5 % NaCl for att
stoppa toxinproduktionen. Enligt Halvorson (1955) paverkade NaCl, KCI
och MgCl, sporgroningen hos typ A i saltkoncentrationen 4—9 ¢,

Varken Na,SOy eller MgSOy i koncentrationer upp till 15 9 hade nd-
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gon effekt pd sporgroningen. Det sitt pd vilker NaCl pdverkar sporgro-
ning, tillvixt och toxinbildning ir ej klarlagt.

Fig. 2 visar, att redan 2,8 9 NaCl pétagligt reducerar toxinbildningen
och vid 3,4 ¢ NaCl erholls ingen toxinbildning i detta substrat vid
pH 7,2.

Nigra uppgifter om hur NaNO, pdverkar toxinbildningen hos typ E ir
ej kidnda. Fig. 3 visar, att 0,017 % NaNO, avsevirt reducerar toxinbild-
ningen och vid koncentrationen 0,034 ¢ uteblir den helt. Undersékningar-
na ir utférda vid pH 7,2 och det dr mojligt att nitritet visat sig mera verk-
samt vid ligre pH. Tarr (1942) fann nidmligen att 0,02 % NaNO, hind-
rar utvixt av Cl. botulinum typ A vid pH 6,0. Inget forsok gjordes till
att {orklara inhibitionsmekanismen. Quastel och Woldridge (1927) anser,
att nitrit inaktiverar vissa enzym, genom att nitritet bindes till amino-
grupperna. For Ovrigt dr uppgifterna i litteraturen om effektiviteten av
NaNO, mot Cl. botulinum varierande. Tanner och Evans (1934), rappor-
terar att koncentrationer mellan 0,05—0,4 % inte hindrar tillvixt, under
det att Yesair och Cameron (1942) hivdar att redan 0,005 % reducerar
antalet utgrodda sporer i kottinfusionsagar med 70 %. Man hade vintat
sig att H,O, skulle medfért storre reduktion i toxinstyrka (fig. 5) pd
grund av de i litteraturen forekommande uppgifterna om viteperoxidens
baktericida effekter. Wheater (1953) har visat att gasproduktionen hos CL
sporogenes upphér vid 0,03 % H,0,, under det att 0,05—0,06 % krivs
for att forhindra tillvixt. Den baktericida verkan av penicillin B tillskrivs
enligt van Bruggen (1943) nirvaro av H,O,, vilket bildats genom enzyma-
tiska reaktioner. Enligt McCulloch (1936) forhindrar HyO, tillvixten hos
anaerober, men det ir ineffektivt ndr det galler att doda sporerna.

Benzoesyra och hexametylentetramin har inte medtagits i denna under-
stkning, di de enligt litteraturen ej piverkar toxinbildningen hos typ E.
(Molin 1964).

Tylosin och oxytetracyklin har bida visat sig himma toxinproduktionen hos
Cl. botulinum. Resultaten frin dessa undersdkningar visar, att oxytetra-
cyklin dr verksamt i koncentrationen 0,5 pg/ml. Detta Gverensstimmer med
uppgifter av Sakaguchi et al (1960) vilka erholl himning av toxinproduk-
tionen vid 0,2 ppm OTC. Verkan av OTC anses bero pd en tillvixt-
himning. Enligt Sakaguchi ger en kombination av NaCl (1 % eller mera)
och oxytetracyklin dkad antibakteriell effekt. Tylosin skiljer sig frin fler-
talet antibiotika genom sin virmestabilitet. Fig. 4 visar att en koncentra-
tion av 10 pg/ml avsevirt reducerar toxinbildningen, och vid 50 ug/ml
erhélls inget toxin. Det kan hidr rora sig om en direkt himning i toxin-
syntesen, eftersom Greenberg et al (1962) visade att sporer av Cl. botuli-
num ej forhindras frin att gro genom tylosin i koncentration 10 och 100
pg/ml. Tylosin har ingen inverkan pd redan bildat toxin.
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DL-serin och D-serin har undersokts pd grund av att dessa aminosyror en-
ligt Mueller (1949) reducerar bildningen av tetanustoxin, De visade sig
dock inte ndgon storre inverkan pd toxinbildningen hos Cl. botulinum.

Av undersokta kemikalier har oxytetracyklin den starkaste inhibitions-
cffekten pd toxinbildningen hos Cl botulinum typ E och dr verksamt i
koncentrationen 0,5 pg'ml. Dirndst i verkningsgrad kommer tylosin 50
pg/ml, natriumaitrit 0,034 % och NaCl 3,4 9. Dessa inhibitionseffekter
hinfor sig till pH 7,2.

Ytterligare studier Gver kemikaliers inverkan, frimst desinfektionsmedel,
pi Cl. botulinum typ E planeras.

Summary

Studies on the effect of different chemical inhibitors on the toxinproduc-
tion of Clostridinm botulinum type E.

A series of chemical inhibitors at different concentrations was tested
against Cl. botulinum type E and the toxinproduction was estimated. The
sporesuspension was inoculated in Beef Heart Infusion Medium with in-
hibitors added and the organisms were grown anaerobically at 30°C for
4 days, when the toxintest was done.

The following chemicals completly inhibited the toxinproduction: Sodium
chloride (3,4 %), Sodium nitrite (0,034 %), tylosin (50 pg/ml), oxytetra-
cycline (0,5 pg/ml) and hexamethylenetetramine (0,2 %).

The amino acids DL-serine and D-serine (concentrations up to 100
pgml) had no greater effect on the toxinproduction. Hydrogen peroxide
reduced the toxinproduction, but at a concentration of 0,04 % the toxin-
titre was still at a level of 100 MLD.
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Figurférteckning

1. Letaltiden for moss efter injektion av utspidningar av toxin frin CI. botuli-
num typ E.

Inverkan av NaCl pi toxinbildning hos Cl. botulinum typ. E.

Inverkan av NaNO; pa toxinbildning hos CL. botulinum typ E.

Inverkan av ndgra kemiska inhibitorer pd toxinbildning hos CI. botulinum typ E.
Inverkan av viteperoxid pd toxinbildning hos Cl. botulinum typ E.
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