Alimentarny botulizmus:
staronovy problem verejného
zdravotnictva

Verejna habilitacna prednaska

. =

RNDr. Roman Mezencev, MS, PhD.
Adjunct Professor




Botulizmus a jeho klinické formy

Paralytické ochorenie vyvolané botulickymi
neurotoxinmi:

Rok objavu
e Vytvorenymi v potravinach 1817
(alimentarny botulizmus) (1897)
e Vytvorenymi v Creve kojencov a 1976
vynimocne aj dospelych os6b 1986

(intestindlny botulizmus)

e \ytvorenymiv kontaminovanych ranach 1943
(traumaticky botulizmus)

e Podanymi pre medicinske Ucely 1997 Poditadom
(iatrogénny botulizmus) vytvorena 3D
e Aerosolozovanymi umyselne alebo pri 1963 vizualizacia

nehodéch (inhalaény botulizmus) C. botulinum



ovodca botulizmu

6 skupin klostridii produkujucich
botulicky neurotoxin (BoNT)

G+ anaerobne, pohyblivé
sporulujuce tycCinky
Vysoka genotypova a
fenotypova odlisnost medzi
skupinami

Vysoka environmentalna
rezistencia spor

Znacné rozsirenie v pode,
akvatickych sedimentoch a
traviacom systéme zvierat
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Charakteristika BoNT-produkujucich klostridii

I || 11 \Y; Cl. Cl.

butyricum | baratii

BoNT sérotyp A, B, F B,E,F| C1,D G E F

Ab, Af, Ba, Bf CD, DC

Ochorenie cloveka

-Alimentarne + + - ? + +

-Intestinalne + - - - + +

-Traumatické + - - -

Proteolyza + - - + - -

Rastovd teplota °C

Minimum 10 3.3 15 ? 12 10-15

Optimum 35-40 18-25 40 37 30-37 |35-40

Rast. pH (minimum) 4.6 5.0 5.1 4.8

Inhib. konc. NaCl 10% 5% 5% 6.5%

D10oc /Min 25 <0.1 | 0.1-0.9 | 0.8-1.12 <0.1

D1,1c/min 0.21 <103

Minim. aktivita vody 0.94 0.97




Vyskyt spor C. botulinum v pode a sedimentoch

Miesto % pozitivnych Typ toxinu (% pozit. nalezov)
nalezov A B C&D E F

USA vychodné pobrezie 19 12 64 12 12 0

poda

USA zapadné pobrezie 29 62 16 14 8 0

poda

USA Aljaska 41 0 0 0 100 0

poda

Argentina 23.5 46 38 0 0 16

poda

Skandinavia, pobreiny 100 0 0 0 100 0

sediment

UK poda 6 0 100 0 0 0

Taliansko (Rim) poda ? 86 14 0 0 0

Ceskoslovensko poda 42 0 0 100 0 0

Hauschild: Clostridium botulinum: Ecology and Control in Foods. CRC Press 1992.
Multiple other sources




Botulotoxin (BoNT)

 AB toxin:

100 kDa Heavy Chain (HC)
--vazba na SV2 a gangliozid
--translokacia LC do cytosolu
50 kDa Light Chain (LC)
--Zn-metaloproteinaza

o 7 sérologickych typov (A-G)
--identita aminokyselin: 30-63%

e >40 subtypov (napr. A1-A8)
--identita aminokyselin: 84-97%

150 kDa 100 kDa 50 kDa
§— Cleavage Site HC LC
‘s I
—S -8 Z"Elé — S-S i
NH2 NH2
L-Chain
T T
COOH COOH

H-Chain

Proteolyticka aktivacia protoxinu

Typizacia BoNT je klinicky a epidemiologicky vyznamna

(prognoza, terapia a atribucia zdroja)




Mechanizmus toxického ucinku BoNT

Vstup do synaptickej Strbiny
Vazba na receptor neurdonu
Internalizacia (endocytdza)
Translokacia LC z endozomu
Proteolyza SNARE

Al o

synaptobrevin

BoNT/B, D, F a G: 7 p;;;;g;m
BoNT/A, Ca E:
Syntaxin Sbsmithe e i \’ vl
BONT/C:
ﬁ.{:ﬂ"h_ilﬂhﬂ!inﬂ/
MUSCLE CELL receptor

Perzistencia blokady: BONT A > BoNT/C > BoNT/B> BoNT/F>BoNT/E
Zavazinost intoxikacie a horsia prognéza: BoNT/A > BoNT/B ~ BoNT/E
Rekonvalescencia po tazkom priebehu: BoNT/A: 5 rokov , BONT/B: 2 roky »



Zastupenie jednotlivych klinickych foriem botulizmu

110 .

Klinicka Priem. pocet pripadov/rok
forma USA

Taliansko
1976-2006 1986-2015

Intestindlnyu | 71 (72.5%) | 1.2 (8%)
kojencov

Mumber of cases perannum

Alimentarny |24 (24.5%) |14 (91%)

Traumaticky |3 (3%) 0.2 (1%)

Intestinalny botulizmus kojencov

---USA (1976-2006): 2419 pripadov (IR=2.03/100 000xrok)
---Taliansko (1984-2008): 29 pripadov (IR=0.21/100000xrok)
---Eurdpa (1976-2013): 96 pripadov 13 krajinach (2.6/rok)

Uvazuje sa o poddiagnostikovani alebo nedostatocnom hlaseni ochorenia, ktoré
je zodpovedné aj za niektoré pripady SIDS.

Stephenson, M. Infectious Diseases in Children 2008; 21(8):56. Drivenes et al. Dan Med J 2017 (PMID 28874241)



Alimentarny botulizmus

e Toxikoza po poziti potravin
obsahujucich BoNT

e Siroky okruh potravin
(rozSirenie BoNT-klostridii
a Casto aj permisivne
podmienky pre ich rast)

StacCia aj nepatrné
mnozstva BoNT po
pomnozeni baktérii za
suboptimalnych
podmienok

Potravina nemusi mat
zmeneneé organoleptické
vlastnosti




Alimentarny botulizmus — podmienky vyvoja ochorenia

Podmienky C. botulinum
Skupina | Skupina Il
Proteolyt. Neproteolyt
Potravina (surovina) obsahuje spéry BoNT Zelenina, Ryby (E),
klostridii Masové Masové
vyrobky vyrobky (B)
Spory nie su pri tepelnom spracovani v 121 °C/ 90 °C/
dostatoCnom rozsahu znicené 3min 10 min
Nizka acidita pH > 4.6 pH>5
Vysoka aktivita vody
Nizky obsah soli
Permisivna teplota pre rast klostridii >10°C >3.3°C
Preformovany BoNT v potravine nie je zniceny | 79° C / 20 min
tepelnou Upravou pred podavanim 85° C /5 min

Anaerdbne prostredie (vakuové balenie, modifikovana atmosféra)
Nepritomnost konzervacnych latok (sorbat, parabeny, dusitany)




Diagnostika alimentarneho botulizmu

e Klinicka
nauzea/vomitus, dysfagia, diplopia, mydridza, xerostémia

Senzitivita pre 3/5 symptémov: 93%
Diferencidlna diagndza (GBS, LES, MG, CMP, KE, PSP, fugu)

e Neurofyziologicka

e Laboratérna
----Baktérie: kultivacia (stolica, potraviny)
Senzitivita =51.3% (Zaludoc¢ny obsah, CDN, 1985-2005)
40.3% (stolica), 83.3% (potraviny)
----PCR /BoNT gén (aj nemé gény a neviabilné spory!)

----Toxin: test na mysiach (10 pg/mL)
(sérum, stolica, zaludoCny obsah, potraviny)
Senzitivita =20.4% (sérum, IT, 1986-2015)
30.5% (sérum, CDN, 1985-2005)
11% (zaludocény obsah), 34.5% (stolica), 78.3% (potraviny) (CDC, 1976)
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BOtu I izm us v E U Contribution of countries to botulism in the EU

(reported cases)
160 146

e Za obdobie 2007-2015 | 140
EU medidn = 115/rok |12

129 132
120
112 115 11
100

100 87
e EU (2007) = 0.026/105xrok | so
USA (2007) =0.048/105xrok | &
RR=0.54 (Clgs=0.43-0.69) | 4

20
* Bez evidentného 0

monotonneho trendu 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
M Italy @ Romania @ Poland ® France m Other EU/EEA

4q

e 70% pripadov 4 krajiny

--- Taliansko Alimentarny botulizmus

--- Rumunsko EU (2007): >90%: IR = 0.023/10°xrok
---Pol'sko USA (2007): 18%: IR = 0.009/10°xrok
---Francuzsko RR = 2.7 (Clys = 1.8-4.2)

12
https://ecdc.europa.eu/en/surveillance-atlas-infectious-diseases



Botulizmus v EU 130 |

—=— |ncidence / Number of cases _ 120
Dlhodoby zostup: PL 0,25 - Polsko 100
IR(1971-2000) = 0.86 307/rok (!) . 020 ] 1994-2014 | =0
29xEU(2007), 11x PL (2013) = - ' %
Vyznam priemyselnych potravin 3 715 B o
12/35(2011) a 12/24 (2013) 0.10 + 40 Juéj
BoNT/B: >80% 0.05 - 20 ©
Dlhodoby vzostup: RO
027
IR (2007) =0.18 20,181
6x EU (2007) 5 0181
9x RO (1983) g
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BoNT/B: 99% 6 004
. R 0 0,021 }
Zdroj: mdsové N -
domace vyrobky ) \Q,%%,%'b@”‘@")@ %6‘ Q,%%@q%“ $ \Qca%%ca%@qq q@%é‘\o,q%&@oc’w@@o% '5%00:9%"%@%@@0%@0@
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Neghina AM, Neghina R. Foodborne Pathog Dis. 2011; 8:907-11.



Botulizmus v EU — Taliansko (1986-2015)

 |[R=0.03 /100 000xrok

e Alimentarny botulizmus: 90% pripadov
(421 / 466 potvrdenych pripadov)

e Alimentarny botulizmus: = 40% EU

* Infant botulism: 50% pripadov EU

e Letalita: 3.8%

e BoNT/B (alim) =79.1%
BoNT/A (alim) = 9.7% (¢asto BoNT/A2)
BoNT/F (alim) = 0.3%

A0
404

Cases
] (45 ]
s

0-

104

Slope: 1.65; p=0.078

0
2006

1 1 1 1
2008 2010 2012 2014
Year

eZdroj: jedld konzervované doma (95 incidentov) a priemyselne (23)

Anniballi et al. Botulism in Italy, 1986 to 2015. Euro Surveill 2017; 22(24): 30550



Epidémia vo Francuzsku (August 2008)

Zdroj: priemyselne vyrobené placky ,,enchilada® s kuracim masom, syrom
a zeleninou

Pripady: 2 Zeny (60+ a 20+ rokov), spolocne konzumovali potravinu

Priebeh: Po inicialnych GIT symptomoch rychly vyvoj paralytického
ochorenia, ktoreé si vyziadalo mechanicku ventilaciu; antitoxin-ABE z
mimoriadneho dovozu (vo Francuzsku nedostupny a neregistrovany)

Laboratdérna diagnostika: BoNT/A pozitivny
(i) v sére obidvoch pacientiek

(ii) v kuracom mase so zeleninou: 280k MLD/g
C. botulinum pozititivny kultivacne

llustracny obrazok: enchilada z masom,
syrokrémom a zeleninou

Ingrediencie dodavané zvlast v spolo¢nom
obale, odporucané skladovat v chlade, pred
podanim zohriat v mikrovinnej rare




Epidémia vo Francuzsku (August 2008)

Verejnozdravotnicke opatrenia: 2d po manifestnom ochoreni stiahnuté

vsetky vyrobky ,,enchilada” a ,,fajita“ toho istého vyrobcu; verejnost
informovana cestou tlacovych vystupov a letakov; aktivovany Early
Warning and Response System, Rapid Alert System for Food and Feed.

Epidemiologické vysetrovanie: jedlo skladované 2 tyzdne pri izbovej

teplote (vyrobca odporucal uskladnit v chlade); konzumované 1 den po
dobe spotreby; dalSie pripady neboli hlasené; vzorky z tej istej Sarze u
vyrobcu negativne

Zaver: Pasteurizacia 85°C/2h nestacila na eliminaciu spoér proteol. C.

botulinum; skladovanie v chlade absolitne nutné; oznacenie skladovania
vyrobku nebolo dostatocCne viditelné.

Skladovanie pri izbovej teplote umoznilo rast baktérii vo vyrobku
pravdepodobne zo zeleniny alebo z kontaminacie pri vyrobe.

Délezitost viditelného znacenia, dodrzania skladovania a informovanosti

verejnosti




“Sandwich Disaster” alebo “Loch Maree Tragedy” (1922)

Zdroj: natierka z masa
divokej kacice s BONT/A3

Ochorenie 8 osob (6M/2F)
(vSetci zomreli do 5 dni)

Alimentarny botulizmus v
tom Case v Skésku
neznamy; incident
vy§etrova m'/ ako ljmyselné — GQ241941 BoNT/A1 strain CDC41376

otrava EF028391 BoNT/A1 strain ATCC25763
. . , _[ EU416226 BoNT/A1 strain CDC1882
Botulotoxin bol izolovany

Idylické miesto rekreacii lepsej londynskej spolocnosti

— JX110953 BoONT/A2 strain CDC53174 Uganda

y 4 vyhodeného zvy§ku “100185900 BoNT/A3 Loch Maree

potraviny! KU376389 | BoNT/A3 Banska Bystrica

JX110955 | BoNT/A3 strain CDC54054 Argentina

BoNT/A3 gén na plazmide;

7 R JN120760 BoNT/B7 strain NCTC3807
pl’Od‘l,J koya né velmi nizke AB23292710721-14596 BONT/B1 strain Okra
mnozstva BONT v EF020401  BoNTIB2 strain CDC629"
porovna nis |nym| L EF028395 BoNT/B2 strain ATCC7949
su btyp m| Clostrid | um [ EF028394 BoNT/B4 strain ATCC17844

JQ964806 BoNT/B8 Maehongson
KJ997761 BoNT/A Hall

botulinum A

Fylogenetickd analyza BoNT/A a BoNT/B CDS z
vybranych kmenov C. botulinum. Roman Mezendev



Vysetrovanie hromadnej smrti v
Loch Maree

Sheriff Court, Dingwall
September 1922

Zdroj: Gairloch Heritage Museum

SCOTTISH BOARD OF HEALTH.

RePORT L?Z

of the circumstances attending

THE DEATHS OF EIGHT PERSONS
from

BOTULISM AT LOCH MAREE
(ROSS-SHIRE).

By GERALD R. LEIGHTON, O.B.E., M.D., F.R.S.E.,

Medical Officer (Foods), Scottish Board of Health.
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“Sandwich Disaster” alebo “Loch Maree Tragedy” (1922)

e Klucova stopa: zvysok sendvica zahrabany v zemi

 Natierka vyrobena 4 mesiace pred incidentom, skladovana 6 tyzdnov.
Do incidentu spotrebovanych 6 flias. V den incidentu servirovany obsah
2 flias. FlaSe a viecka neposkodené. Farba, zapach a konzistencia udajne
nesvedcili o skazenej potravine.

e Laboratorna diagnostika: Bacillus botulinum a BoNT/A

pozitivne: zvySok sendvica, 1 z 2 prazdnych nadob po kacacej natierke

e \/ySetrovanie u vyrobcu: vyrabal 1000000 flias natierok /rok,

Varené (i) 215 °C/2h
mleté maso '
(ii) chladenie

Sterilizovana
natierka

plnenie do

skl. flias
——

*

100 °C

M; produkt

e Zaver vysSetrovania: “...no fault could be inputed to anyone concerned..”(?)
e Opatrenie: Circular 342 (Ministry of Health ) — zabezpecdena dostupnosti
antiséra v 17 mestach UK




Botulizmus z hromadne vyrobenych potravin v EU (2011)

Finsko

Skotsko

Francuzsko

Jedna domacnost (2)

Jedna domacnost (2)

Dve domacnosti (9)

Olivy Zeleninova omacka Olivy

(sklena konzerva) (sklena konzerva) (sklena konzerva)
Import Vnutrostatna Vnutrostatna
(povod z Talianska) distribucia distribucia
BoNT/B BoNT/A BoNT/A

Nalez defektnych Moderna prevadzka Nalez defektnych
uzaverov Zdroj kontaminacie sa | uzaverov

nezistil

Nespravna sterilizacia

Kontaminovana jedina
nadoba z 900
importovanych

Kontaminovana jedina
nadoba z 1863 nadob
z tej istej Sarze

Kontaminované
pravdepod. iba 2
nadoby z celej Sarze
(60 hrncov)




ZAVER |

Alimentarny botulizmus - toxikéza z BoONT v potravinach
kontaminovanych BoNT-klostridiami a drzanych v permisivnych
podmienkach

Vyrazné epidemiologické odlisnosti botulizmu v réznych krajinach,

V poslednom case rastie vyznam priemyselne vyrobenych potravin u
alimentarneho botulizmu

Okruh rizikovych potravin je Siroky.

Riziko urcuje zataz spor, teplota/¢as pri spracovani a uschovavani
pO,, pH, obsah soli, vody a obsah konzervacnych latok
U nesterilizovanych potravin kontaminovanych spdrami C.

botulinum skupiny | déjde po poruseni chladového retazca k tvorbe
BoNT v potravinach, ak nie su pouzité dalsie bariéry



ZAVER I

C. botulinum Il : bezné chladenie spomali ale nezastavi produkciu
BoNT! MiernejSie tepelné spracovanie (6D) podstatne znizuje riziko,
ale o ochrane spotrebitela rozhoduju aj dalSie bariéry: teplota/doba
skladovania, pH, NaCl, konzervacné prisady. Vyznam realistického
stanovenia a dodrzania doby spotreby potravin!

Sterilizacia vs. pasteurizacia! Niektoré zlozky potravin zvysuju tepelnu
odolnost spdr! DalSie bariéry! Primerané varovanie spotrebitelov!

Dlhsia latencia, sporadicky vyskyt, pohyb os6b a tovaru stazuju
epidemiologické vysetrovanie. Laboratdrna diagnostika je ¢asovo
naro¢na a ma nizku klinickd senzitivitu (pre BoNT)

LieCba i opatrenia na ochranu verejného zdravia musia byt energické
este pred potvrdenim diagnozy. Kazdy pripad je mimoriadna
verejno-zdravotnicka udalost, ktora si vyzaduje intervenciu vo
vztahu k distribucii potravin, zabezpecenie informovanosti
spotrebitelov, pripravenosti zdravotnickych zariadeni a
laboratdrnych kapacit.
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