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und dessen Zuordnung zu 6kologischen Parametern in den Lacken des
Nationalparks Neusiedler See - Seewinkel

A.H. Farnleitner*, T.C. Zechmeister** & A.K.T. Kirschner***

*Institut fr Verfahrens-, Umwelttechnik und technische Biowissenschaften, Technische Universitat Wien,
Getreidemarkt 9, A-1060 Wien.
**Institut fur Bakteriologie, Mykologie und Hygiene, Veterindrmedizinische Universitat Wien,
Veterinarsplatz 1, A-1210 Wien.
***Institut fir Medizinische Biologie, Arbeitsgruppe Mikrobiologie, Universitat Wien, Wahringerstrae 10, A-1090 Wien

Kurzfassung: Wahrend der Jahre 2000/2001 wurde eine interdisziplindre Studie an den Lacken des
Nationalparks Neusiedler See - Seewinkel durchgefuhrt, um die 6kotoxikologische Bedeutung potenzieller
Botulinum Neurotoxin C1 (BoNt C1) Quellen zu evaluieren, und um den seit zumindest 20 Jahren in fluktu-
ierenden Intervallen auftretenden Vogelbotulismus im Nationalpark mit 6kologischen Faktoren in Zusam-
menhang stellen zu kénnen. Neben toxikologischen und mikrobiologischen Daten (Vorkommen des BoNt C1
Toxins, des BoNt C1 Gens, des BoNt C1 Giftbildungspotenzials bzw. der BoNt C1 toxigenen Zellen /Sporen)
wurden zahlreiche 6kologische Variablen erhoben. Vogelleichen und sich darin entwickelnde Fliegenlarven
konnten in diesem Zeitraum als die Haupttoxinquellen geortet werden. Im Sediment lebende Evertebraten
und Interstitialwasser hingegen zeigten keine 6kologisch relevanten, verfiigbaren Konzentrationen an Botuli-
numtoxin. Der Kontaminationsgrad mit BoNt C1 Clostridienzellen / -sporen in den Sedimenten der unter-
suchten Lacken war mit 42 % der untersuchten Proben in low risk und 88 % in high risk Habitaten sehr hoch,
sodass es beim Vorhandensein geeigneter Wachstumssubstrate (z.B. Vogelleichen) und glinstigen Wachs-
tumsbedingungen (z.B. hohe Temperaturen) zu einer raschen BoNt C1 Toxigenese kommen kann.
Interessanterweise wurden zwischen Habitaten mit hohem und niedrigem Botulismusrisiko signifikante Un-
terschiede wichtiger 6kologischer Parameter festgestellt, wie Vogelzahlen, sowie pH-Wert, Redoxpotenzial,
organischer Gehalt, heterotrophes Bakterienwachstum und Makrozoobenthoszahlen in den Sedimenten der
untersuchten Lacken, was von unterschiedlicher indirekter (z.B.: zunehmende Vogeldichte mit zunehmender
Futterverfigbarkeit durch hhere Makrozoobenthosdichten) und direkter Bedeutung (z.B.: abnehmende Sta-
bilitat von BoNt C1 Toxin bei héheren pH-Werten im Sediment) fiir Botulismusausbriiche sein kann. Auf der
Basis der gesammelten Daten wird ein kausales Erklarungsmodell ,Vogelbotulismus an den Lacken in den
Jahren 2000/2001“ vorgeschlagen und die Bedeutung des Maden-Kadaverzyklus fir einen Ausbruch disku-
tiert. Allerdings muss betont werden, dass dieses Modell nur mit Vorsicht Gber diese Periode hinaus extra-
poliert werden sollte, da Botulismus ein langfristig fluktuierendes Phanomen darstellt und insbesondere weil
die Situation 2000/2001 sich in Bezug auf Artenzusammensetzung und Zahlen der Vogelverluste von den
Hauptausbruchsjahren deutlich unterschied.

Abstract: During 2000/2001 an interdisciplinary study was performed in order to determine the ecotoxicolo-
gical significance of suspicious macro- and microenvironments for botulinum neurotoxin C1 (BoNt C1) pro-
duction in relation to their ecological conditions at various shallow saline pools in the Austrian national park
Neusiedler See — Seewinkel. In this area avian botulism has been occurring at fluctuating intervals for at least
20 years. Besides toxicological and microbiological variables concerning avian botulism (i.e. prevalence of
BoNt C1 toxin, BoNt C1 gene, BoNt C1 production potential/BoNt C1 toxigenic cells/spores), a variety of en-
vironmental parameters were investigated. Avian carcasses and maggots feeding on them could be determi-
ned as the major BoNt C1 toxin sources during 2000/2001. In contrast, sediment invertebrates and interstiti-
al water did not show available ecologically relevant toxin concentrations during the considered period. The
general contamination of the saline pool sediments with toxigenic BoNt C1 clostridia cells/spores was very
high (42 % positive samples in low risk and 88 % in high risk areas). Availability of appropriate growth sub-
strates (e.g. carcasses) and growth conditions (e.g. high temperature) are therefore likely to result in a rapid
BoNt C1 toxigenesis in the considered environment. Interestingly, a trend between "high risk” and "low risk”
habitats differing in sediment parameters such as pH, pE, organic matter, heterotrophic bacterial growth, and
macrozoobenthos abundance could be detected, which may lead to varying indirectly or directly influencing
factors of botulism outbreaks such as increasing bird/carcass abundance by improved food availabilty (i.e. in-
creased macrozoobenthos abundance) or reduced stability of BoNt C1 toxin (e.g. increased sediment pH).
Based on the collected data a causal model of "the avian botulism 2000/2001 at the saline pools” is propo-
sed and the importance of the carcass — maggot cycle for an outbreak is discussed. However, it has to be
emphasized that this model was developed for 2000/2001 and should be extrapolated only with caution as
botulism has proved to be a fluctuating long-term phenomenon and as the situation 2000/2001 differed sig-
nificantly from the major outbreaks in the past with respect to bird carcass abundance as well as species com-
position of dying birds.



1. Einleitung

1.1 Allgemeine Hintergriinde zum Auftreten von
Vogelbotulismus

Botulismus ist weltweit eine ernstzunehmende To-
desursache bei Végeln (Azuma & Itoh 1987; Gima-
nez & Ciccarelli 1987; Haagsma 1987a; Harrigan
1987; Smart et al. 1987) und verursacht einen
grolen, wenn nicht den grofiten Anteil an krank-
heitsbedingter Mortalitédt weltweit. Darliber hinaus
kann Botulismus in Vogelschutzgebieten, wie am
Beispiel der Lacken des Neusiedler See - Gebietes
aufgezeigt, ein potenzielles Artenschutzproblem
darstellen (Grill et al. 1987, und Zitate darin). Welt-
weit sind seit dem Beginn der ersten Aufzeichnun-
gen dieser Erkrankung viele Millionen Wasservdgel
getodtet worden. Davon waren mindestens 117 Vo-
gelarten aus 22 Familien betroffen (Jensen & Price
1987).

Vogelbotulismus ist nach derzeitigem Stand der
Wissenschaft keine Infektionskrankheit, sondern
wird durch eine Intoxikation mit von Clostridium
spp. gebildeten Neurotoxinen ausgeldst. Die Gift-
bildung erfolgt dabei auferhalb des toxinsensitiven
Organismus und wird tber die Nahrung bzw. Nah-
rungskette aufgenommen (Mitchell & Rosendal
1987). Von den bisher 7 bekannten BoNt (Botulis-
mus Neurotoxin) Serotypen (A, B, C1, D, E, F, G)
ist vorallem BoNt Serotyp C1 fir Vogelbotulis-
musausbriiche verantwortlich (Popoff 1995), ob-
wohl auch andere BoNt Serotypen die Potenz be-
sitzen (Clark 1987).

Zum Ausbruch einer Epidemie sind nach Mitchell
und Rosendal (1987) folgende Voraussetzungen
notwendig:

1. eine toxinsensitive Vogelpopulation,

2. lebensfahige BoNt C1 toxigene Clostridien-
Stamme,

3. Prasenz von geeigneten Mikro- und Makroum-
gebungen, die das Wachstum und die Giftbildung
ermdglichen und

4. ein Mechanismus, der das Toxin und/oder die
Clostridien in den Organismus beférdert (z.B. tber
Nahrungskette).

Wéhrend man Uber das Ausmalf? der Betroffenheit
der toxinsensitiven Vogelarten (Jensen & Price
1987; Clark, 1987) und auch tber die Art und Wei-
se der Intoxikation (Haagsma 1987b; Clark 1987)
gute Vorstellungen hat, ist tiber die Okologie toxi-
gener Clostridien, das Habitat der Toxigenese und
die dafur notwendigen 6kosystemaren Vorausset-
zungen fir die Giftbildung wenig bekannt. Im Ge-
gensatz dazu hat man in letzter Zeit, nicht zuletzt
wegen ihrer humanpathogenen Relevanz und the-
rapeutischen Anwendungsmdglichkeit (Hatheway
1995; Schantz & Johnson 1992) viel tiber die Mo-
lekularbiologie und Genetik BoNt toxigener Clostri-
dien spp. und ihrer Toxine in Erfahrung gebracht
(Moriishi et al. 1996; Minton 1995).

Im GroRRen und Ganzen gibt es zwei Hypothesen,
die die Art und Weise der Giftbildung in natirlichen
Gewassern erklaren sollen:

1. “Sludgebed Hypothese*: Wachstum und Giftbil-
dung der Clostridien erfolgt bei glinstigen Bedin-

gungen (Anaerobie, hohe Temperaturen, passende
Substratverhaltnisse, etc.) im Gewdsserboden.
Untersuchungen von Grill et. al (1987) haben ge-
zeigt, dass zu bestimmten Zeitpunkten in einigen
Lacken durchaus gunstige “toxigene*
Wachstumsverhaltnisse herrschen (Grill et al.
1987, und Zitate darin). Interessanterweise war da-
bei eine Korrelation zwischen Eutrophierungser-
scheinungen und dem Auftreten von Wasservogel-
Botulismus zu bemerken (Grdll et al. 1987, und Zi-
tate darin). Im Gegensatz dazu konnte aber nur re-
lativ selten BoNt C1 direkt aus dem Sediment ex-
trahiert werden (Haagsma 1987b).

2. “Microenvironment-Hypothese®: Giftbildung und
Wachstum der Clostridien erfolgt mehr oder weni-
ger unabhédngig von duReren Bedingungen inner-
halb von Vertebraten und/oder Evertebraten. Dabei
stellen verwesende Wirbeltierkadaver erwiesener-
mafen ausgezeichnete Bedingungen fir Wachs-
tum und Giftproduktion der Clostridien dar. BoNt
Konzentrationen bis zu 108 LDgg pro Gramm Tier-
gewebe wurden detektiert (Haagsma 1987b). Da-
neben wurde auch BoNt in aquatischen Invertebra-
ten nachgewiesen. Daphnia-Arten enthielten bei-
spielsweise bis zu 64 LDgy Konzentrationen pro
Gramm (Haagsma 1987b). Massensterben von
Evertebraten (z.B. Trockenfallen von Sedimenten)
kénnten so zur potenziellen Intoxikationsquelle fiir
Wasservégel fuhren. Fir die Lacken im Neusiedler
See-Gebiet dirfte das jedoch nicht zutreffen, da
trockenfallende Sedimentteile bis zum Absterben
der Evertebraten so ausgetrocknet sind, dass sie
far die Nahrungsuche der Vogel uninteressant wer-
den. Zudem sind die kleinen Evertebratenleichen
sehr zerbrechlich und zerfallen rasch (Griill et al.
1987). Insgesamt deuten die Untersuchungen zwar
auf die Richtigkeit der “Microenvironment -Theorie®
(Haagsma 1987b), doch gibt es keine schlissigen
Beweise, die eine eindeutige Aussage zulief3en.
Bedingt durch dieses Wissensdefizit der BoNt C1
Toxigenese stltzen sich Praventivmalnahmen
nicht auf kausale, sondern hauptsachlich auf stati-
stische Wahrscheinlichkeitsmodelle (Wobeser
1987). Eine genauere Kenntnis der Okologie toxi-
gener Clostridien in limnischen Bereichen ist daher
von grofler Bedeutung flir kausale Erklarungs-
modelle und damit auch fir eine Gefahren-
beurteilung eines moglichen Botulismusaus-
bruches.

1.2. Molekularbiologischer Hintergrund BoNt
toxigener Clostridien

Botulismus Neurotoxin (BoNt) produzierende Clos-
tridien zeigen sehr unterschiedliche bakteriologi-
sche Eigenschaften. lhre Zuordnung zur Species
Clostridium botulinum aufgrund eines einzigen
phanotypischen Merkmales, ndmlich der der BoNt
Produktion, erscheint nicht mehr haltbar (Hatheway
1990). Darliber hinaus sind die verschiedenen Bo-
tulismusgene (Serotypen A, B, C1, D, E, F, G) mehr
oder weniger unstabile phé&notypische Eigen-
schaften und kdénnen in unterschiedlichem Mafle
durch lateralen Gentransfer (Phagen, Plasmide,
Transposons) Ubertragen werden (Popoff 1995,



und Zitate darin). So kénnen z.B. verschiedene
nicht pathogene Clostridien Stdmme durch Trans-
duktion in BoNt C1 produzierende Stamme konver-
tiert werden (Eklund et al. 1987). Basierend auf
phylogenetischen Eigenschaften (DNA/DNA Hybri-
disation, 16S rRNA Vergleiche) kdnnen vier Grup-
pen unterschieden werden (1, II, lll, 1V). Die BoNt
C1 produzierenden Stdmme gehdren haupt-
sdchlich zur biochemisch sehr heterogenen Grup-
pe lll. Sie sind nicht oder nur schwach proteoly-
tisch, fermentieren Glucose, Glycerol, Inositol, Ri-
bose und Xylose. lhre Zellwand enthalt keine
Zucker oder nur Spuren von Glucose. Ferner wach-
sen sie noch bei héheren Temperaturen (einige bis
45°C) als andere BoNt produzierende Clostridien
(Smith 1975). Genetisch kann man sie zumindest
in zwei Subgruppen aufteilen (Stamm Stockholm
und andere Clostridium botulinum C-Stdmme; zi-
tiert in Popoff 1995).

Das fur das BoNt C1 codierende Gen ist auf einem
Bakteriophagen (TOX+) lokalisiert und geht meist
einen pseudolysogenen Zustand mit der Clostri-
diumzelle ein. Eklund et al. (1987) konnten in
Transduktionsversuchen zeigen, dass es eine Fiil-
le verschiedener lysogener Typen von TOX+-Pha-
gen gibt. Das Spektrum reicht von hoch lytischen
bis lysogenen Varianten, wobei diese einer starken
Selektion beztglich ihrer lysogenen Eigenschaften
unterworfen sind. Faktoren wie Temperatur, Salz-
konzentration, Alkalinitdt und Interaktionen mit an-
deren Bakterien beeinflussen diese Bakterien-Pha-
gen Beziehung. Es wird angenommen, dass in der
Natur eine Flle verschiedenster TOX+-Phagen un-
terschiedlichster Toxizitat vorhanden sind, die
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durch Ubertragung (z.B. Uberschwemmungen, Vo-
gelkot) zu sensitiven Clostridien und nachfolgende
Transduktion unter giinstigen Wachstumsbedin-
gungen Botulismus-Epidemien auslésen kdnnen
(Eklund et al. 1987).

Clostridien spp. die von einem TOX+ Phagen lyso-
gen konvertiert sind, kénnen das Botulismus Neu-
rotoxin C1 exprimieren. Mittlerweile sind alle DNA
Sequenzen der 7 BoNt bekannt (Minton 1995).

1.3. Vogelbotulismus an den Lacken des
Nationalparks Neusiedler see - Seewinkel

In Osterreich trat Vogelbotulismus gesichert erst-
mals 1982 und 1983 an den Salzlacken des See-
winkels auf (Grull 1983). In den Sommermonaten
von 1997 ist es zur bisher grofdten Epidemie im
Lackengebiet gekommen, bei der tiber 5000 Kada-
ver aufgesammelt wurden (Grill & Rauer 2000).
Betrachtet man die aufgesammelten Kadaver im
Lackengebiet des Nationalparks im Zeitverlauf
(Abb. 1) so wird deutlich, dass es sich bei den Epi-
demien um stark zeitlich fluktuierende Ereignisse
handelte, d.h. Jahre massiven Vogelsterbens wur-
den von Jahren mit geringen bis keinen Verlusten
gefolgt (z.B. 1982 bis 1987). Das Auftreten von zy-
klisch-fluktuierenden Botulismusepidemien ist von
vielen weltweiten Ereignissen und Gebieten be-
kannt (Westphal 1991, und Zitate darin) und daher
mit der im Nationalpark angetroffenen Situation of-
fensichtlich in Ubereinstimmung.

Korrekterweise muss bei der tUberwiegenden An-
zahl von den im Nationalparkgebiet eingesammel-

1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Abb. 1: Registrierte Vogelverluste [Individuen] an den Salzlacken des Nationalparks Neusiedler See — See-

winkel von 1982 bis 2001



ten Vogelkadavern von presumtiven Botulismusop-
fern ausgegangen werden, da nur der Serumtest
auf BoNT - Gehalt bei noch lebenden oder frischto-
ten Opfern letztendlich eine Botulismusintoxikation
diagnostizieren kann. Dies ist natirlich kaum in der
Praxis durchftihrbar, und eine Untersuchung geeig-
neter Végel konnte daher nur bei grofen Aus-
briichen an reprasentativen Stichproben durchge-
fuhrt werden (z.B. Grill & Rauer 2000). Es ist kaum
moglich gentigend Serum von schon langer gestor-
benen Tieren zu bekommen, und dartber hinaus
kann ein positiver BONT Nachweis in verwesenden
Kadavern eine falsche Diagnose ergeben, da
BoNT Bildung post mortem im Kadaver stattfinden
kann (Westphal 1991).

Insgesamt wurden seit 1982 Uber 13.000 Kadaver
von den Gebietsbetreuern der Nationalparkverwal-
tung Neusiedler see - Seewinkel im Lackengebiet
aufgesammelt (Grill et al. 2000; Waba V., personli-
che Mitteilung). Dabei wurden tiberwiegend die gut
einsehbaren Lackenflachen abgesucht. Die Anzahl
der in unzuganglichen Schilfbereichen liegenden
Kadaver ist nicht genau bekannt, jedoch zeigte sich
bei einer einmaligen raumzeitlich begrenzten Such-
aktion, dass der Uberwiegende Teil der Kadaver in
gut einsehbaren Arealen anzutreffen war (Grill et
al. 1987). Die aufgesammelten Kadaver stammten
von 61 Vogelarten (Grull & Rauer 2000). Am stark-
sten betroffen waren dabei die Stockente mit ca. 31
%, die Krickente mit 21 %, gefolgt von der Lach-
mowe mit 12 %, dem BlalRhuhn mit 10 % und der
Léffelente mit 6 %. Von den restlichen 20 % entfie-

len rund 6 % auf weitere Entenarten, 2 % auf
Grofiméwen und 8 % auf Limikolen. Eine Diskussi-
on der Artenschutzrelevanz von Botulismusepide-
mien im Lackengebiet des Nationalparks Neusied-
ler See - Seewinkel wird in Grill & Rauer (2000)
gegeben. Abgesehen vom ersten grof3en Ausbruch
1982 - 1983, wo der llimitzer Zicksee besonders
betroffen war, verlagerte sich das Botulismusge-
schehen in der Folge in das funf Kilometer entfern-
te Gebiet der Langen Lacke und der Wdrtenlacke
(GebietslUbersicht siehe Abb. 2). Dieses Gebiet
kann, mit Ausnahme der Rochuslacke 1985, als
das Zentrum des Vogelbotulismus an den Lacken
des Nationalparks Neusiedler See-Seewinkel an-
gesehen werden. Im Gegensatz dazu waren
Lackenbereiche wie Oberstinker und Unterstinker
bis heute nicht von Botulismusepidemien betroffen.
Der Beginn der Botulismusepidemien lag immer in-
nerhalb der Monate Juni bis September und nach
Ende September trat kein Botulismus mehr auf
(Grull & Rauer 2000).

1.4 Zielsetzung

Ausgehend von der Studie “Okologische Untersu-
chungen am Wasservogelbotulismus im Seewinkel
(Grall et al. 1987) sollte diese Arbeit erste grundle-
gende Einblicke in die Sedimentmikrobiologie mit
spezieller Bezugnahme auf das BoNt C1 (Botulis-
mus Neurotoxin Serotyp C1) Giftbildungpotenzial
sowie das Auftreten von in situ BoNT C1 Toxinen
und Genen an ausgewahlten Lackenstandorten
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Abb. 2: Gebietstibersicht und Probennahmeorte (schwarze Punkte).



und Umweltkompartimenten des Nationalparks ge-
wahren. Als reprasentative Lackenstandorte wur-
den die Lange Lacke (LL), die Wortenlacke (WL),
die Zicklacke (ZL) und der Ober- (OS) und Unter-
stinker (US) ausgewahlt (Gebietstbersicht siehe
Abb. 2). Die Bereiche LL und WL wurden ausge-
wahlt, da sie das derzeitige Zentrum des Botulis-
musgeschehens im Nationalparkgelénde darstellen
(siehe auch Punkt 1.3). Der Bereich ZL wurde ein-
gebunden, da es hier erstmals 1982 gesichert zu
betrachtlichem Vogelbotulismus gekommen ist. Im
Gegensatz dazu wurden zusatzlich die Lackenbe-
reiche OS und US ausgewabhlt, da hier noch keine
Epidemien aufgetreten sind. Darliber hinaus wurde
eine Stelle in einer Rohrlacke des Neusiedler Sees
mituntersucht (siche Methoden). Aufgrund dieser
Standortswahl standen Gebiete zur Verfligung, die
historisch gesehen unterschiedlichste Ausbruchsri-
siken darstellen (d.h. “High Risk” vs. “Low Risk”
Gebiete).

Nach einer Phase der Methodenadaptierung wur-
den chemophysikalische, limnologische sowie mi-
krobiell-6kologische Basisdaten erhoben, die in ei-
ner Charakterisierung der verschiedenen ausge-
wahlten Lacken und ihrer Sedimente resultierte.
Parallel dazu wurde ein raumliches und zeitliches
Verteilungsmuster von in situ BoNT C1 Toxinen,
BoNT C1 Genen und BoNT C1 Giftbildungspoten-
zialen erstellt, die eine Zuordnung zu den erhobe-
nen Okologischen Parametern ermdglichte. Auf-
grund der erhobenen Daten liegen nun erste grund-
legende Einblicke in die komplexen 6kologischen
Zusammenhange des Phanomens Vogelbotulis-
mus vor, und es kann ein kausales Erklarungsmo-
dell fir den Untersuchungszeitraum 2000 und 2001
erstellt werden (siehe Diskussion). Aufgrund der
Ergebnisse wurden weitere Vorgangsweisen sowie
grundlegende Managementmalnahmen zur Re-
duktion des Ausbruchsrisikos bzw. der Verlustzah-
len abgeleitet.

2. Material und Methoden
2.1 Untersuchungsgebiet und Probennahme

Untersuchungsgebiet und -zeitraum: Wahrend der
Periode Mai 2000 bis August 2001 wurden im 2
wdchigen (Mai - September) bis 6 wéchigem Ab-
stand (Oktober - April) an den sechs Lackenstan-
dorten Lange Lacke-Sauspitz (LLSS), Lange
Lacke-Todesstrand (LLTS), Westliche Wortenlacke
(WL), Himitzer Zicklacke (ZL), Unterer Stinker (US)
und Oberer Stinker (OS), sowie an einem Refe-
renzstandort im Schilfgirtel des Neusiedler Sees
nahe der Biologischen Station (BS) Proben genom-
men (Abb. 2). Insgesamt fanden 23 Probennahmen
statt. Die Probenorte repréasentieren eine Auswahl
von Standorten mit hohem bis geringem Botulis-
musrisiko. Lacken mit hohem Risiko (LLSS, LLTS,
WL, ZL) waren hdaufig von Botulismusepidemien
betroffen, Lacken mit niedrigem Botulismusrisiko
(US, OS, BS) waren bis dato nie von Botulismus-
epidemien betroffen.

Probennahme: Die Reihenfolge der an einem Tag
beprobten Stellen wurde laufend geandert, um im

Mittel den Einfluss tageszeitlicher Schwankungen
auszugleichen. Die Probennahme der Probenma-
terialien fur die Detektion von Botulismus Neuroto-
xin C1 (BoNt C1) und dem korrespondierenden
Gen erfolgte immer auf Ho6he der Wasseran-
schlagslinie, sodass aufgrund der schwankenden
Wassersténde die Orte der Probennahmen laufend
angepasst werden mussten (Anhang | — V). Alle um
die und in den Lacken gefundenen Vogelkadaver
wurden auf Larven von Evertebraten, meist Maden
von Schmeif3fliegen (Calliphoridae), untersucht. Al-
le Proben wurden in gekiihltem Zustand ins Labor
gebracht.

Die Probennahme fir die Erhebung der 6kologi-
schen Begleitparameter erfolgte von einem am
Ufer befindlichen Referenzpunkt aus entlang eines
Transektes in Richtung Lackenzentrum. Als Ufer
wurde die Wasseranschlagslinie zu Beginn der Un-
tersuchungen definiert. Dieser Zeitpunkt entsprach
in allen Lacken den Pegelhdchststdnden wahrend
der Untersuchungsperiode. Fir die Bestimmung
der chemophysikalischen Parameter, sowie von
Chlorophyll a und Totalphosphor, wurden je Pro-
benstelle drei 1 L Wasserproben in Polyethylenfla-
schen ohne Aufwirbelung des Sedimentes entlang
des Transektes entnommen und in gekihltem Zu-
stand ins Labor gebracht. Fur die Bestimmung der
mikrobiell 6kologischen Parameter wurden 6 Sedi-
mentkerne entlang des Transektes entnommen,
sowie 2 Sedimentkerne zur Bestimmung des pH-
und Redoxgradienten. Die gekthlt ins Labor ge-
brachten Sedimentkerne wurden in oxische (ober-
ste 0 - 0,5 cm) und anoxische Sedimentschichten
unterteilt (1 - 3 cm) und die Proben der jeweiligen
Zonen miteinander vermischt und durch starkes
Umrihren mit einem L&ffel homogenisiert. Die Auf-
teilung und Vermischung der anoxischen Proben
erfolgte dabei unter Begasung mit einem CO5/No
Gemisch.

2.2 Toxikologische Analysen

Probenmaterialien fiir direkte (in situ) BoNt C1
Analyse

Evertebratenlarven von Vogelkadavern: Alle gefun-
denen Vogelkadaver wurden auf Evertebratenlar-
ven (weiters als Maden bezeichnet) hin untersucht
und diese gegebenenfalls ab einer MindestgroRe
von ca. 3 mm gesammelt. Die Maden wurden mit
destilliertem Wasser gewaschen und das durch-
schnittliche Einzelgewicht ermittelt. Die Proben
wurden bei 4° C bis zur Probenaufarbeitung gela-
gert. Insgesamt wurden 66 Madenproben von Vo-
gelkadavern untersucht, 28 vom Standort LLSS
(Westseite), 16 vom Standort LLTS (Nordseite; An-
hang 1), 18 von der WL (Sudseite; Anhang 1), je 2
von der ZL (Westseite; Anhang Il) und vom US
(Westseite; Anhang IIl). Am OS (Sudseite; Anhang
V) sowie im Schilfgurtel bei der BS (Anhang V)
konnten keine Vogelkadaver mit Maden geortet
werden. Reprasentative Madenproben wurden mit
90 % Ethanol fixiert und dankenswerterweise von
Dr. Ruth Contreras-Lichtenberg (Naturhistorisches
Museum, Wien) bestimmt. Zuséatzlich wurden auch
Fischfunde auf Maden hin untersucht (7 Madenpro-
ben aus Fischen des US). Die Probenvorbereitung
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erfolgte wie bei den Maden der Vogelkadaver.
Interstitialwasser: Interstitialwasser der Lackense-
dimente wurde aus Sedimentkernen (0 — 10 cm
Tiefe), welche im Seichtwasserbereich an 5 Stellen
entlang der Wasseranschlagslinie gestochen wur-
den, nach Zentrifugation mit 1500 x g (10 min, 4 °C)
gewonnen. Das Massenverhéltnis Interstitialwas-
ser zu Sedimentmasse wurde bestimmt und das In-
terstitialwasser bei 4 °C bis zur Probenaufarbeitung
gelagert. Insgesamt wurden 95 Interstitialwasser-
proben gewonnen, 19 Proben von LLSS, 9 von
LLTS, 17 von der WL, 16 von der ZL, 15 vom US,
19 vom OS, vom Schilfglrtel bei der BS wurden
keine Proben analysiert.

Makrozoobenthos: Sedimentmischproben (0 — 2
cm Tiefe) wurden im Seichtwasserbereich entlang
der Wasseranschlagslinie an 10 Stellen pro
Lackenstandort als Mischprobe gesammelt (2 kg)
und das Makrozoobenthos durch einen fraktionier-
ten Schlammvorgang mit 1 mm und 400 pm
Schlammnetzen erhalten. Das Verhaltnis Makro-
zoobenthos-Masse zu Sedimentfrischmasse wurde
bestimmt und bei 4 °C bis zur Probenaufarbeitung
gelagert. Insgesamt wurden 67 Makrozoobenthos-
proben gewonnen, davon 13 vom Standort LLSS, 8
vom Standort LLTS, 12 von der WL, 11 von der ZL
und dem US sowie 12 vom OS.

Probenmaterialien fiir die Bestimmung des
BoNt C1 Toxinbildungspotenziales sowie BoNt
C1 Genanalysen

Lackensedimente: Insgesamt wurden 135 Sedi-
mentproben aus einer Tiefe von 0 - 10 cm als
Mischproben von zehn unterschiedlichen Stellen
im Ufer- sowie Seichtwasserbereich entlang der
Wasseranschlagslinie entnommen. Die Proben
wurden bis zur Probenanalyse bei 4 °C gelagert. 23
Proben wurden im Gebiet LLSS, sowie 12 Proben
im Bereich LLTS gesammelt. An der WL wurden 20
Proben, an der ZL wurden 21 Mischproben gezo-
gen. Am US und OS wurden 23 bzw. 22 Proben ge-
sammelt, im Bereich BS 14 Sedimentmischproben.
Vogelfakalien: In einem 100 m?2 Transektareal
nachst der Wasseranschlagslinie wurden insge-
samt 96 Mischproben von Vogelfakalien gesam-
melt, wobei versucht wurde, das momentan vor-
handene Vogelartenspektrum mit besonderer Be-
achtung des Verhdltnisses von Enten, Gansen,
Méwen und Limikolen wiederzugeben. Die Proben
wurden bis zur Probenanalyse bei 4 °C gelagert. 19
Proben wurden im Gebiet LLSS, 7 Proben im Be-
reich LLTS, 10 an der WL, 16 Mischproben an der
ZL,19am US, 15 am OS und 14 im Bereich BS ge-
sammelt.

Probenaufarbeitung fiir die in situ BoNt C1 To-
xinanalyse

Vorbereitung der Proben: Gewaschene und gewo-
gene Evertebraten von Vogelkadavern (ca. 1 — 2 g)
wurden mittels sterilem Morser und Pistill in defi-
niertem Volumen von Gelatinephosphat-Puffer (0,2
% wiv Gelatine (Merck, Wien, Osterreich); 0,4 %
w/v Na2HPO4 (Sigma, Wien, Osterreich); pH 6,2
(eingestellt mit HCI) verrieben und fir 12 h bei 4 °C
die Proteine durch Diffusion extrahiert. Die Proben
wurden daraufhin mit 1000 x g fir 5 min zentrifu-
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giert und der Uberstand mittels 0,22 pm Spritzenfil-
ter (Millipore, Wien, Osterreich) sterilfiltriert. 2 x 0,5
ml wurden nach Einstellung des pH - Wertes auf 7
- 8 zur Detektion von BoNt C1 - Toxin herangezo-
gen und wie beim Maustest beschrieben appliziert
(Hatheway 1988; Ruckdeschel 1992; Haagsma
1987b).

Die Interstitialwasserprobe wurde bei 1500 x g flr
10 min zentrifugiert um Feinsedimente abzuschei-
den. Der Uberstand wurde mittels 0,22 pm Sprit-
zenfilter (Millipore, Wien, Osterreich) sterilfiltriert, in
mit siedendem Wasser equilibrierten Dialyse-
schlduchen mit einem Molekulargewichts-Cut-Off
von 12.000 Dalton (Roth, Graz, Osterreich) abge-
fullt und mittels Polyethylenglykol 20.000 (PEG
20.000) (Roth, Graz, Osterreich) auf 10 % des ur-
spriinglichen Volumens eingeengt. 2 x 0,5 ml des
eingeengten Interstitialwassers wurden nach Ein-
stellung des pH - Wertes auf 7 — 8 ohne weitere
Aufreinigung zur Detektion von BoNt C1 - Toxin
herangezogen und wie beim Maustest beschrieben
appliziert. Die Probenaufarbeitung der Makrozoo-
benthos-Proben erfolgte gleich wie die Probenauf-
arbeitung der Maden.

Toxin-Nachweis mittels Maustest: Fur den Maus-
test (Quodrup & Sudheimer 1949) wurden je 2 x 0,5
ml sterilfiltrierte Proben (Maden-Extrakte, Makro-
zoobenthos-Extrakte, eingeengte Interstitialwas-
serproben bzw. Kulturiiberstdnde von Sedimenten
und Vogelfékalien) verwendet, wobei eine Probe
fur 5 min auf 99 °C zur Denaturierung des Toxins
erhitzt, anschliefend zentrifugiert und sterilfiltriert
wurde. Fir jeden Test wurden zwei Mause heran-
gezogen. Die Kulturiberstande wurden mit je 0,1
ml Hanks Medium (15.000 units Penicillin G, 1.000
units Mycostatin, 5 % Glycerin, 15 mg Streptomy-
cinsulfat, 200 uyg Gentamycin, 1 | Hanks balanced
salt solution; pH 7,6) vermischt und ca. 30 g schwe-
ren White-Swiss-Mausen (Charles River, Hanno-
ver, Deutschland) intraperitoneal appliziert. Die
Mause wurden 4 Tage beobachtet. Eine Botulis-
musdiagnose erfolgte, wenn die Maus, die die un-
veranderte Probe appliziert bekam, starb oder typi-
sche Botulismus-Symptome zeigte (Wespentaille,
Lidverengung, Fellverédnderungen), wahrend die
Kontroll-Maus (denaturierte Probe) keine Sympto-
me aufwies. Negativ wurde der Test bewertet,
wenn beide Mause keine Botulismussymptome
aufwiesen. Wurden bei der Kontroll-Maus Sympto-
me beobachtet, wurde der Test wiederholt. Als Kon-
trolle wurde bei statistisch ausgewahlten 10 % der
Proben einer dritten Maus BoNt C1 Antitoxin (CDC-
Atlanta, USA) 30 min vor der Applikation des Kul-
turliberstandes verabreicht, um die Spezifitdt des
Toxinnachweises zu verifizieren. In allen Fallen
wurde BoNt C1 eindeutig nachgewiesen.

Probenaufarbeitung fiir die Bestimmung des
BoNt C1 Toxinbildungspotenziales

Zur Kultivierung der Sedimentproben und Vogelfé-
kalien wurden je 0,25 g der gemischten und homo-
genisierten Sedimentproben bzw. 0,5 g der Vogel-
fékalproben in 10 ml anoxischem Cooked Meat Me-
dium, hergestellt aus 1,5 % Pepton aus Casein,
pankreatisch verdaut, 0,5 % Kaliumhydrogenphos-
phat, 0,05 % L-Cystein-HCI, 0,3 % Glukose (alle



Produkte von Merck Wien, Osterreich), 1,25 g Coo-
ked Meat (Difco Laboratories, Wien, Osterreich),
0,1 ml Vitamin K-Heminlésung (Becton—-Dickinson,
Wien, Osterreich), fiir 15 min auf 75 °C erhitzt und
bei 37 °C fur 24 h inkubiert, dann passagiert, wie-
derum fir 15 min auf 75 °C erhitzt und weitere 3 Ta-
ge bei 37 °C inkubiert (Jansen 1987, Haagsma
1987b). Die Bakteriensuspension wurde abpipet-
tiert und die Bakterien bei 8000 x g fir 10 min pel-
letiert. Der Uberstand wurde mit 0,22 ym Spritzen-
filter (Millipore, Wien, Osterreich) sterilfiltriert und 2
x 0,5 ml ohne weitere Aufreinigung zur Detektion
von BoNt C1 - Toxin mittels Maustest bereitgestellt.

Probenaufarbeitung fiir BoNt C1 Genanalysen
Probenvorbereitung: Die DNA-Extraktion ohne Kul-
tivierung erfolgte aus je 0,25 g homogenisiertem
durchmischtem Sediment oder Vogelfakalien mit-
tels MOBIO Ultra Clean Soil DNA Kit (Prolabo,
MerckEurolab, Paris, Frankreich) nach den Anga-
ben des Herstellers. Die DNA-Extraktion nach Kul-
tivierung erfolgte aus je 1 ml Kulturiberstand und
wurde mit InstaGene Matrix (BioRad, Wien, Oster-
reich) nach den Instruktionen des Herstellers
durchgefiihrt. Die Qualitat der isolierten DNA wurde
mittels Gelelektrophorese getestet.
Genfragmentnachweis mittels Nested-PCR: Die
gewahlten Primer (Anhang VI) befinden sich in drei
konservierten Regionen der L-Ketten-Region des
Toxins Serotyp 468 C1. Fir die Initial-PCR wurde
das Primerpaar ToxC-625 und ToxC-1049R heran-
gezogen, wodurch ein Fragment mit rund 424 bp
amplifiziert wurde, das als Template fir den Ne-
sted-PCR-Step diente. Fir den Nested-PCR-Step
wurde das Primerpaar ToxC-625 und ToxC-850R
verwendet (Anhang VII; Williamson et al. 1999).
Der Reaktionsansatz (100 pl) wurde mit Modifika-
tionen (touch-down-approach, hot-start) nach Wil-
liamson et al. (1999) am DNA-Thermocycler PRI-
MUS 25 (MWG-Biotech, Miinchen, Deutschland)
durchgefihrt (Anhang VIIl). Eine Negativ-Kontrolle
und eine Positiv-Kontrolle wurde bei jedem Experi-
ment durchgefuhrt. 10 pl der Amplifikations-Pro-
dukte wurden mittels Gel-Elektrophorese mit einem
2 % Agarose-Gel (Gibco — Life Technologies, Wien,
Osterreich) in 1 x TAE Puffer (Gibco — Life Techno-
logies, Wien, Osterreich) aufgetrennt. Das Gel wur-
de mit Ethidiumbromid (BioRad, Wien, Osterreich)
gefarbt und die Amplifikationsprodukte mittels UV-
Transilluminator visualisiert.

2.3 Okologische Begleitparameter

Vogelabundanz: Pro Beprobungstermin und —ort
wurde die momentan sichtbare Vogelabundanz mit
dem Feldstecher abgeschétzt. Lag die Individuen-
zahl einer Art unter 20 wurde die genaue Anzahl er-
mittelt, tber 20 Individuen wurde der Wert auf die
Zehnerstelle gerundet, ab 200 Individuen wurde
auf die nachten 50 gerundet. Wir waren bestrebt,
trotz Sichteinschrankungen (Buchten, Inseln und
Schilf-Vegetation) und unterschiedlicher Wasser-
stdnde die Abundanzabschatzungen auf Lacken-
flachen vergleichbarer Grofte zu beziehen. Im Ge-
biet des Schilfgirtels bei der Biologischen Station
sind die Abundanzen mit grof3er Wahrscheinlichkeit

unterschatzt, da hauptsachlich auffliegende und ru-
fende Vogel registriert werden konnten.
Fakalientaxierung (FTX): Pro Beprobungstermin
und —ort wurden auf einem 100 m2 Streifen (1 m x
100 m) parallel zur Wasseranschlagslinie die Vo-
gelfakalien gezahlt, wobei gréRere Ansammlungen
auf einer Flache von 10 x 10 cm als 1 Fakalienfund
gewertet wurde. Erfasst wurden Enten-, Génse-, Li-
mikolen- und Méwen-Féakalien. Die Menge der ge-
fundenen Fékalien im Beprobungsstreifen wurde
als FTXqgg bezeichnet. Vergleichbare Abschat-
zungsmethoden wurden bisher nur in der Wildbio-
logie beschrieben (Gossow 1999).
Meteorologische Daten: Alle meteorologischen Da-
ten (Windgeschwindigkeit, Lufttemperatur und Re-
genmengen) wurden von automatischen Messsta-
tionen (Biologische Station Neusiedler See, Unte-
rer Stinker, Fuchslochlacke) aufgezeichnet.
Hydrographische Daten — Pegelstédnde: Pegel-
stédnde der Lacken LL, ZL, US und OS wurden dan-
kenswerterweise vom Amt der burgenlandischen
Landesregierung (Hydrographischer Dienst) zur
Verfligung gestellt.

Chemophysikalische Wasserparameter: \Wasser-
temperatur und Leitfahigkeit wurden in-situ mit ei-
ner kombinierten WTW Sonde (WTW, LF 330) ge-
messen. Der pH-Wert wurde in-situ mit einer Sei-
bold GHM Sonde bestimmt. Totalphosphor wurde
von der Biologischen Station lllmitz bestimmt.
Chlorophyll a: Die Chlorophyllwerte wurden von der
Biologischen Station llimitz bestimmt.
Fékalindikatoren: Bestimmungen der Belastung mit
Fakalcoliformen, Fakalstreptococcen und
Escherichia coli wurden am Institut fir Wassergtite
des Bundesamtes fir Wasserwirtschaft durchge-
fuhrt.

Chemophysikalische Sedimentparameter: Um den
Trockenmasseanteil und Wassergehalt der Sedi-
mente zu bestimmen, wurde eine bestimmte Men-
ge frisches Sediment (Frischmasse) 3 Tage bei 80
°C im Trockenschrank getrocknet und danach der
Trockenmasseanteil bestimmt. Der Wassergehalt
ergab sich aus der Differenz von Frischmasse und
Trockenmasse. Der organische Anteil des Sedi-
mentes wurde nach Verbrennung des getrockneten
Sedimentes im Muffelofen bei 480 °C fir 5 h be-
stimmt und aus dem Gewichtsverlust der organi-
sche Anteil berechnet. Redoxpotenzial und pH
Wert wurden mit einer Seibold GHM Sonde entlang
eines Tiefenprofiles in 0,5 cm - 1 cm Abstanden bis
zu einer Tiefe von 7 cm in den Sedimentkernen ge-
messen.

Bakterienzellzahlen im Sediment: Eine bestimmte
Menge (1 - 2 g) der oxischen und anoxischen Pro-
ben wurden in 50 ml Greiner-Réhrchen eingewo-
gen und mit 34 ml Formaldehydldsung fixiert (End-
konzentration: 4 %). Nach Zugabe von 5 ml NaPP4
(Endkonzentration: 0,01 M) wurden die Proben mit
Ultraschall behandelt (3 x 20 sec; 50 W; Branson
Sonifier 450), um die Abldsung der Zellen von den
Sedimentpartikeln zu erreichen. 1 ml der behandel-
ten Probe wurde nach entsprechender Verdiinnung
(50 - 250 x) mit einer 0.01% DAPI-L6sung ange-
farbt, durch ein 0.2 ym Polycarbonat-Filter (Millipo-
re) filtriert und im Fluoreszenzmikroskop (Leica)
untersucht. Die Bakterienzellen wurden im Wellen-
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l&ngenbereich von 340 nm - 380 nm angeregt und
bei > 430 nm detektiert (Fluoreszenz des DAPI
Farbstoffes).

Sedimentbakterien — Zellvolumina und Zellbiomas-
se: Mit Hilfe einer Okularmikrometerskala wurde
das Zellvolumen (V; pm3) der Bakterien bestimmt.
Die Zellkohlenstoffbiomasse (C; fg C Zelle!) wurde
dann nach Norland (1993) anhand der Formel C =
120 x V072 berechnet.

Bakterielle Sekundéarproduktion im Sediment: Fir
die Produktion der heterotrophen Bakterien im oxi-
schen und anoxischen Sediment wurde die Leucin-
Inkorporationsmethode herangezogen (Kirschner &
Velimirov 1999). 14C-Leucin (oxische Proben: spe-
zifische Aktivitat: 325 mCi mmol-1; ARC Internatio-
nal, USA) bzw. 3H-Leucin (anoxische Proben: spe-
zifische Aktivitat: 170 Ci mmol-1; ARC, USA) mit ei-
ner Endkonzentration von 120 pM wurden zu 0,20
g eingewogener Sedimentprobe gegeben, die mit
200 pl autoklaviertem durch Zentrifugation gewon-
nenem Interstitialwasser verdinnt wurden. Fir die
anoxischen Proben wurde das Interstitialwasser
durch Ausblasen mit einem CO5/N, Gemisch von
Sauerstoff befreit. Es wurden jeweils 4 Proben und
2 Nullproben, die mit 50 pl Formaldehyd (Endkon-
zentration: 4%) versetzt wurden, pro Lacke und Se-
dimentschicht verwendet. Die Proben wurden nach
1 Stunde Inkubation bei in-situ Temperatur im La-
bor fixiert. Bei anoxischen Proben erfolgte die Inku-
bation in einer Anaerobier-Werkbank (Haereus
2000). Nach Zentrifugation der Proben (16.000 x g;
10 min) und Entfernen der Uberschiissigen Radio-
aktivitét durch Abpipettieren des Uberstandes wur-
den die Proteine durch Zugabe von 1 ml einer 0,6
M NaOH / 0,1% SDS / 25 mM EDTA-L&ésung 4
Stunden bei 95 °C sowie 12 Stunden bei Raum-
temperatur extrahiert. Die Proteine wurden nach
Zugabe von 60 pl Trichloressigsédure (Endkonz. 5
%) und nachfolgender Zentrifugation (16.000 x g;
10 min) ausgefallt und in 0,2 ml 0.6 M NaOH gelést
(1 h; 95 °C). Die geltsten Proteine wurden in 20 ml
Szintillationsréhrchen bertragen, mit 5 - 10 ml
Szintillationscocktail versetzt und die Radioaktivitat
im Szintillationszahler bestimmt. Ein groRer Be-
reich von Leucinkonzentrationen (2 - 240 yM) wur-
de fir oxische und anoxische Proben in je 60 Ver-
suchen getestet, die alle eine Sattigung der Leucin-
Aufnahme durch die Bakterien bei < 120 yM erga-
ben. Die [3H]-Leucin Inkorporationsraten wurden
nach Simon and Azam (1989) in Kohlenstoffpro-
duktion (BSP) umgerechnet.

Makrozoobenthos: Proben zur Bestimmung der in
den Lackensedimenten vorkommenden Makrozoo-
benthosorganismen wurden 1 x pro Monat genom-
men. 200 ml der obersten 2 cm der Sedimente wur-
den mit 10 ml Formaldehyd (Endkonzentration:
2%) fixiert. Die Proben wurden quantitativ unter
dem Mikroskop von MMag. Angelika Schellander
ausgewertet und die Makrozoobenthosorganismen
in taxonomischen GrolRgruppen ausgezahlt. Nema-
toden wurden nicht berlcksichtigt.

2.4 Statistische Analysen

Zur statistischen Analyse diente das Programm
SPSS 10 fur Maclntosh. Zum Vergleich der einzel-
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nen Standorte wurde der Kruskal- Wallis Test her-
angezogen.

3. Ergebnisse
3.1 In situ BoNt C1 Analyse

Vogelkadaver & Maden von Vogelkadavern: Von in
den Jahren 2000/2001 im Rahmen des Botulismus-
projektes gefundenen 173 Vogelkadavern wurden
50 % am Standort LLSS, 21 % am Standort LLTS,
17 % an der WL, 3 % an der ZL, 5 % am US und
4% am OS gefunden (Abb. 3). Im Schilfgurtel bei
der BS wurden keine toten Vogel gefunden. Es soll
erwahnt werden, dass Vogelleichen juveniler Vogel
(vor allem Lachméwe und Kiebitz) bei den Daten
Berlcksichtigung fanden. Von den gesammelten
173 Kadavern waren dabei 69 % Lachmdwen und
Mittelmeermoéwen, 12 % Limikolen, 7 % Enten, 8 %
Ganse sowie 4 % andere Arten (Abb. 4). Die Ver-
gleichszahlen der von den Gebietsbetreuern des
Nationalparks im gleichen Zeitraum der Jahre
2000/2001 aufgesammelten Kadaver (insgesamt
572) betrugen fir die Lachméwen und Mittelmeer-
moéven 415 (72%), fur die Limikolen 94 (16%), fur
die Enten 16 (3%), fur die Ganse 20 (4%) sowie 5
% fur andere Arten (Abb. 4). Somit widerspiegeln
die im Rahmen des Botulismusprojektes erfassten
Kadaver die relativen Verhaltnisse der betroffenen
Vogelgruppen. Die dominierende Anzahl an
Mowenkadavern steht dabei im Gegensatz zu den
bisherigen Beobachtungen der Vogelverlustzahlen
im Nationalpark Neusiedler See — Seewinkel (siehe
Diskussion).

Ein Anteil von 38 % aller im Zuge des Projektes
aufgesammelten Kadaver (n = 66) enthielten im
Verdauungstrakt Maden, wobei vor allem Maden
der Fliegenfamilie Calliphoridae (Schmeilifliegen)
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Abb. 3: Summe aller registrierten Vogelkadaver,
Summe der registrierten Vogelkadaver mit Ma-
den sowie Summe der registrierten Vogelkada-
ver mit BoNt C1 - positiven Maden an den ent-
sprechenden Probennahmeorten. LLSS: Lange
Lacke Sauspitz; LLTS: Lange Lacke Todes-
strand; WL: Wérthenlacke; ZL: Zicklacke; US:
Unterer Stinker; OS: Oberer Stinker; BS:
Schilfglrtel bei Biologischer Station.
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Abb. 4: Durch die Gebietsbetreuer des National-
parks sowie die im Zuge des Botulismuspro-
jektes gesammelte Kadaver in den Jahren
2000 und 2001

angetroffen wurden (Maden wurden von mehreren
reprasentativen Zeitpunkten einer taxonomischen
Bestimmung unterzogen). Dabei wiesen im Mittel
36 % aller gefundenen Kadaver mit Madenproben
(n = 24) mit dem Maustest eindeutig detektierbare
Mengen an BoNt C1 auf. Im Detail enthielten Ma-
den von Kadavern zu 42 %, 38 %, 28 % bzw. 50 %
Toxin die am Standort LLSS, LLTS, WL, sowie ZL
gefunden wurden.

An den Probennahmeorten wurden in den beiden
Untersuchungsjahren 229 Fische gefunden, 210 al-
lein am US nach rapiden Wasserverlusten und ei-
ner Hitzewelle im Sommer 2000. Davon wurde ein
kleiner Teil (n = 12) der Fischleichen (LLSS, LLTS,
WL, US), die Madenbildung aufwiesen, auf Botulis-
mustoxine untersucht. Die Maden der Fische, die
vermutlich durch Sauerstoffmangel verendeten,
enthielten keine mit dem Maustest detektierbaren
Mengen an BoNt A, B, C1, D oder E.

BoNt C1 in den Maden der Vogelleichen konnte im
Jahr 2000 von Anfang Juni bis Ende August sowie
im Jahr 2001 von Ende Mai bis Anfang August de-
tektiert werden und das Auftreten von BoNT C1 war
somit auf die Sommermonate beschrankt (Abb. 5).
Im Jahr 2000 waren in der genannten Zeitspanne
37 % aller Madenproben toxin-positiv, im Jahr 2001
waren es 40 %. Funde von Végeln mit toxinhaltigen
Maden traten im Jahr 2000 erst 2 — 4 Wochen nach
dem ersten Auffinden von toten Végeln mit Maden
auf, wogegen 2001 vom Anfang der Madenbildung
an BoNT C1 Toxin detektiert werden konnte (Abb.
5):

Interstitialwasser: In 86 von 101 untersuchten Inter-
stitialwasserproben (85 %) konnte kein BoNt C1
Toxin mit dem Maus-Bioassay detekiert werden
(Abb. 6). In den restlichen 15 Proben (15 %) konn-
te jedoch ein BoNT C1 Toxingehalt mit dem Maus-
Bioassay nicht ausgeschlossen werden. Es wurden
schwach positive Reaktionen bei den Mausen fest-
gestellt, die aufgrund der duf3erst geringen Intoxi-
kationserscheinungen jedoch nicht eindeutig inter-
pretierbar (schwache botulismusspezifische Symp-
tome wie Lidverengung, struppiges Fell, Appetitlo-
sigkeit, Tod trat jedoch nie auf) und im untersten
Bereich der Nachweisgrenze waren. Es soll dabei
erwahnt werden, dass das Interstitialwasser dabei
um einen Faktor 10 bis 20 mittels Dialyse einge-
engt wurde um eine Konzentrationssteigerung zu
erzielen.

Makrozoobenthos: In 70 von 79 untersuchten Ma-
krozoobenthosproben (89 %), die aus je 2 kg Sedi-
ment isoliert wurden, konnte kein BoNt C1 Toxin mit
dem Maus-Bioassay detektiert werden (Abb. 7). In
den restlichen 9 Proben (11 %) konnte ein BONT
C1 Toxingehalt mit dem Maus-Bioassay nicht aus-
geschlossen werden. Es wurden schwach positive
Reaktionen bei den Mausen festgestellt, die auf-
grund der &aufderst geringen Intoxikationserschei-
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Abb. 5: Zeitlicher Verlauf der im Zuge des Projektes registrierten VVogelkadaver, der registrierten Vogelkada-
ver mit Maden sowie der registrierten Vogelkadaver mit BoNt C1 — positiven Maden im gesamten Pro-

bennahmegebiet.
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Abb. 6: Gesamtzah! der analysierten Interstitial-
wasserproben und Interstitialwasserproben mit
BoNt C1 Verdacht. Abkurzungen wie in Abb. 3.
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Abb. 7. Gesamtzahl der analysierten Makrozoo-
benthosproben und Makrozoobenthosproben
mit BoNt C1-Verdacht. Abklrzungen wie in
Abb. 3.

‘ ‘ 2000

nungen jedoch nicht eindeutig interpretierbar und
im untersten Bereich der Nachweisgrenze der Me-
thodik waren.

3.2 BoNt C1 - Toxinbildungspotenzial

Sedimente: Die Sedimentproben (n = 76) von
LLSS, LLTS, WL und ZL zeigten in 91 %, 100 %, 85
% sowie 80 % der Falle BoNt C1 - Toxinbildung
nach Kultivierung. Beim US, OS (n = 45) und Schilf-
glrtel (BS) (n = 14) lagen die Werte bei 65 %, 14 %
sowie 50 % (Abb. 8). Im zeitlichen Verlauf zeigten
LLSS und LLTS keine jahreszeitlichen Schwankun-
gen im BoNt C1 Toxinbildungspotenzial (Abb. 8),
abgesehen von zwei Hochsommerproben im Jahr
2001 (18. Juni und 3. Juli), wo die LLSS Bucht aus-
getrocknet war. Es konnte sonst in jeder Probe ein
BoNt C1 Toxinbildungspotenzial nachgewiesen
werden. In den Herbst- und Wintermonaten wiesen
3 von 5 Proben der WL kein BoNt C1 Toxinbil-
dungspotenzial auf (Abb. 8). Die Proben der ZL
zeigten eine verminderte Haufigkeit von positiven
BoNt C1 Toxinbildungspotenzialen im Frihjahr
2000, im Janner 2001 und kurz vor der Austrock-
nung der Lacke im Juli 2001 (Abb. 8). Der US bot
ein ahnliches Bild, jedoch waren hier mehrere Be-
probungstermine mit einer geringeren Haufigkeit
von positiven BoNt C1 Toxinbildungspotenzialen im
Sommer 2001 zu verzeichnen, die Lacke trocknete
nicht aus. Der OS zeigte ein wesentlich anderes Er-
gebnis, hier konnte ein BoNt C1 Giftbildungspoten-
zial nur im August 2000 und im Friihsommer 2001
detektiert werden (Abb. 8). Im Schilfglrtel nahe der
Biologischen Station konnte ein BoNt C1 Giftbil-
dungspotenzial nur in den Sommermonaten nach-
gewiesen werden. Weiters liegt ein positiver Be-
fund vom Méarz 2001 vor (Abb. 8), ein vollstéandiger
Jahreszyklus wurde jedoch nicht erhoben. Insge-
samt lassen die Daten eine leichte jahreszeitliche
Tendenz einer erhohten Haufigkeit von BoNt C1
Giftbildungspotenzialen der Sedimente in den
Sommermonaten erkennen.

2001 Gesamt |

‘ 1 e
8.5. ‘ 225/ 56.|19.6.| 3.7. |17.7. 31.7./14.8.28.8./11.9. 2.10.20.11.

BS |

| 8.1.126.2.| 3.4.| 8.5.|21.5.| 5.6.

|18.6.| 3.7. ‘ 17.7.‘ 31.7./148.| n ‘ +(%)
23 ' 91
12 ’ 100
20 | 85

21 | 81
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Abb. 8: BoNt C1 - Giftbildungspotenzial der untersuchten Sedimentproben in den Jahren 2000 und 2001;
schwarze Kastchen: positives Giftbildungspotenzial, graue Kéastchen: negatives Giftbildungspotenzial,
weille Kastchen: nicht untersucht; n: Anzahl der untersuchten Proben; + (%): Prozentsatz an positiven

Proben.
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Abb. 9: BoNt C1 - Giftbildungspotenzial der untersuchten Vogelfakalien in den Jahren 2000 und 2001;
schwarze Kéastchen: positives Giftbildungspotenzial, graue Késtchen: negatives Giftbildungspotenzial,
weille Kastchen: nicht untersucht. n: Anzahl der untersuchten Proben; + (%): Prozentsatz an positiven

Proben.

Vogelfakalien: Die Fékalproben (n = 52) von LLSS,
LLTS und WL zeigten in 42 %, 14 % sowie 40 % der
Falle Toxinbildung. Bei ZL, US, OS (n = 34) und
Schilfgurtel (BS) (n = 10) lagen die Werte bei 18 %,
26 %, 13 % sowie 30 % (Abb. 9). Wahrend an den
Probenorten LLSS, WL, ZL, US und OS F&kalien
von verschiedensten Vogelarten gefunden wurden,
beschrankten sich die Funde am LLTS fast aussch-
lieRBlich auf Ganse. Im Schilfglrtel (BS) wurden vor
allem Fakalien von Gansen und BlaRhihnern ge-
sammelt. Der jahreszeitliche Verlauf an den Lacken
bietet ein uneinheitliches Bild (Abb. 9).

3.3 In situ BoNt C1 Genfragmentnachweis

Sedimente: Die in situ Sedimentprobenanalysen (n
=76) von LLSS, LLTS, WL und ZL erbrachten in 65
%, 58 %, 80 % sowie 71 % der Félle die Detektion
des BoNt C1 Genfragmentes. Beim US, OS (n =
45) und BS (n = 14) lagen die Werte bei 61 %, 50
% sowie 43 %, und somit im Mittel um nur 15 %
niedriger als bei den Standorten, wo signifikante hi-
storische Vogelbotulismusausbriiche bisher zu ver-

2000

8.5. 1 22:5+:5.6:119.6.

\
P A S 31.7.‘14.8,‘28.8. 11.9.1 2:10. 20.11,‘ 8.1.(26.2.| 34.
| | | 1 |

zeichnen waren. Dieses Ergebnis lasst auf eine
ubiquitare Verteilung des BoNt C1 - Gens in Sedi-
menten des Nationalparks Neusiedler See - See-
winkel schlieBen (Abb. 10). Im zeitlichen Verlauf
zeigte sich, dass bis 17.7.2000 alle Standorte und
Proben positive in situ BoNt C1 Genfragment
Nachweise erbrachten. Danach kam es zu einer
abnehmenden Tendenz der Haufigkeiten an positi-
ven Nachweisen (Abb. 10).

Vogelfdkalien: Die Vogelféakalien (n = 54) von
LLSS, LLTS, WL und ZL erbrachte in 42 %, 50 %,
50 % sowie 40 % der Falle die Detekion des BoNt
C1 Genfragmentes (Abb. 11). Bei US, OS (n = 33)
und BS (n = 11) lagen die Werte bei 42 %, 57 % so-
wie 27 %. Im Mittel konnte in 43 % aller Vogelfa-
kalproben das BoNt C1 Fragment in situ nachge-
wiesen werden, wobei im gesamten Beprobungsa-
real eine ahnliche Verteilung vorherrschte. Im zeit-
lichen Verlauf zeigten die einzelnen Standorte ahn-
liche Ergebnisse wie bei den Sedimentproben.
Auch bei den Fakalproben wurden im Jahr 2001
geringere Haufigkeiten an BoNt C1 Genfragmenten
detektiert als im Jahr 2000 (Abb. 11).

2001 | Gesamt |

3.7.177. 31.7.‘14.8.1 n | +(%)
|

85./21.5. 56. 18.6.

U IR _;*AJV

st

Abb. 10: In situ Nachweis des BoNt C1 - Genfragmentes in den untersuchten Sedimentproben in den Jah-
ren 2000 und 2001; schwarze Kastchen: positiver Genfragmentnachweis, graue Kastchen: negativer
Genfragmentnachweis, weilte Késtchen: nicht untersucht; n: Anzahl der untersuchten Proben; + (%):

Prozentsatz an positiven Proben.
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Abb. 11: In situ Nachweis des BoNt C1 - Genfragmentes in den untersuchten Vogelfékalien in den Jahren
2000 und 2001; schwarze Kastchen: positiver Genfragmentnachweis, graue Kastchen: negativer Gen-
fragmentnachweis, weiflde Kastchen: nicht untersucht; n: Anzahl der untersuchten Proben; + (%): Pro-

zentsatz an positiven Proben.

3.4 In vitro BoNt C1 Genfragment - Nachweis
nach Kultivierung (korrespondierend zu BoNt
C1 Giftbildungspotenzial)

Sedimente: Die Sedimentproben (n = 76) von
LLSS, LLTS, WL und ZL erbrachten in 87 %, 100
%, 70 % sowie 66 % der Falle die Detektion des To-
xingenes nach Kultivierung. Bei US, OS (n = 46)
und BS (n = 14) lagen die Werte bei 87 %, 68 % so-
wie 64 %, und somit in vergleichbarer GréRenord-
nung wie bei Standorten, wo bis dato signifikante
historische Vogelbotulismusausbriiche zu verzeich-
nen waren (Abb. 12). Im Mittel konnte in 77 % aller
in Nahrmedium angereicherten Sedimentproben (n
= 136) das BoNt C1 Genfragment nachgewiesen
werden. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich, dass es
bei allen Standorten vor allem in den Winter- sowie
in den Frihlingsmonaten 2001 in einigen Proben

2000

8.5.|225. 5.6.(19.6.| 3.7.|17.7.| 31.7.|14.8. | 28.8.| 11.9.| 2.10.20.11. 8.1.

zu keinem positiven BoNt C1 Gennachweis kam
(Abb. 12). Verglichen mit den in situ Nachweisen
des BoNt C1 — Gens aller Standorte (Abb. 10) zeig-
ten die BoNt C1 Genfragmentnachweise nach Kul-
tivierung im Mittel eine um ca. 16 % hohere positi-
ve Haufigkeit der Detektion.

Vogelfékalien: Die Fékalproben (n = 53) von LLSS,
LLTS, WL und ZL erbrachten nach Kultivierung in
95 %, 63 %, 82 % sowie 60 % der Félle die Detek-
tion des BoNt C1 Genfragmentes. Bei US, OS (n =
31) und BS (n = 9) lagen die Werte bei 68 %, 75 %
sowie 56 %, und waren somit vergleichbar mit
Standorten, wo signifikante historische Vogelbotu-
lismusausbriiche zu verzeichnen waren (Abb. 13).
Im Mittel konnte in 73 % aller angereicherten Vo-
gelfakalproben (n = 93) das BoNt C1 Genfragment
nachgewiesen werden. Im zeitlichen Verlauf zeig-
ten sich bei LLSS, LLTS sowie WL wéahrend der ge-

2001
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Abb. 12: In vitro Nachweis des BoNt C1 - Genfragmentes in den untersuchten Sedimentproben (nach Kulti-
vierung) in den Jahren 2000 und 2001; schwarze Kastchen: positiver Genfragmentnachweis, graue Ké-
stchen: negativer Genfragmentnachweis, weille Kastchen: nicht untersucht; n: Anzahl der untersuchten

Proben; + (%): Prozentsatz an positiven Proben.
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samten Probensaison positive Nachweise von
BoNtC1 Genfragmenten in kultivierten Fakalpro-
ben. Im Hochwinter und im Mai/Juni konnten je-
doch zum Teil keine BoNt C1 Genfragmente detek-
tiert werden (Abb. 13). Bei ZL und US wurden ne-

2000
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3.7.117.7.| 31.7.|14.8. | 28.8.|11.9.| 2.10.20.11, 8.1.

gative Ergebnisse zu allen Jahreszeiten festge-
stellt. Fir den OS und den Standort BS lasst sich
aufgrund der geringen Probenanzahl kein Jahres-
verlauf ableiten.
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Abb. 13: In vitro Nachweis des BoNt C1 - Genfragmentes in den untersuchten Vogelfakalien (nach Kultivie-
rung) in den Jahren 2000 und 2001; schwarze Kéastchen: positiver Genfragmentnachweis, graue Kést-
chen: negativer Genfragmentnachweis, wei3e Kastchen: nicht untersucht; n: Anzahl der untersuchten

Proben; + (%): Prozentsatz an positiven Proben.

3.5 Okologische Begleitparameter

Vogelabundanzen und Fékalientaxierung (FTX):
Aufgrund der Schwankungen der 6rtlichen Vertei-
lung der Vogelpopulationen an den jeweiligen
Lacken wurden die Daten aller 23 Einzelerhebun-
gen aufsummiert. Dabei zeigten sich hoch signif-
kante Unterschiede zwischen den untersuchten
Gewassern (x2 = 28,4; p < 0,001). Die hochsten
Vogelabundanzen konnten mit 31.600 Individuen
(aufsummierte Individuen pro Zahlflache) bei LLTS
gesichtet werden, die geringsten Abundanzen an

Individuen (x 10)
Faeces
3500 7

3000 1
2500 1
2000 1
1500 1
1000 1
5001
0

H\/ogelabundanz
OFTX

LLSS LETS “-WL: = ZL =5 US
Probennahmeorte

OS BS

Abb. 14: Summe der Vogelabundanzen (lber alle
Probennahmen aufsummierte Indviduen pro
Zahlflache; [10 Individuen]) und Summe an
FTX (Fakalientaxierung; [Faeces 100m-2 ]) an
den jeweiligen Probennahmeorten im Jahr 2000
und 2001. Abkuirzungen wie in Abb. 3.

der BS mit 390 Individuen pro Z&hlflache (Abb. 14).
Es ist jedoch zu bedenken, dass im Gebiet des
Schilfglrtels bei der Biologischen Station die Abun-
danzen wahrscheinlich unterschéatzt sind, da
hauptsachlich auffliegende und rufende Végel regi-
striert werden konnten. Die FTX-Werte wurden
ebenfalls als Summe aller 23 Probennahmen be-
rechnet und schwankten zwischen 225 (BS) und
2715 (LLTS) Fakalien pro 100 m2 (Abb. 14). Eine
hoch signifikante Korrelation zur Summe der Vogel-
abundanzen wurde gefunden (r = 0.98; p < 0.001;
Abb. 15).

Summe FTX
30001 TS
25001
2000
15001
10001 y = 0,07x + 452
2=0,9
5001 p < 0,001
PBS
0+ . . r i
0 10000 20000 30000 40000

Summe Vogelabundanzen

Abb. 15: Regression der Summe der erfassten Vo-
gelabundanzen [aufsummierte Individuen pro
Zahlflache] auf Summe FTX [Faeces 100 m2]
an den einzelnen Probennahmeorten im Jahr
2000 und 2001. Abklrzungen wie in Abb. 3.
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Meteorologische Daten: Wahrend der Untersu-
chungsperiode Mai 2000 bis August 2001
schwankten die Lufttemperaturen zwischen -19,2
und 37,6 °C. Abbildung 16A zeigt die Wochenmittel
der Lufttemperaturen vor dem jeweiligen Proben-
nahmetermin, wobei von April bis September Wo-
chenmittel > 15 °C beobachtet wurden. Abbildung
16B zeigt die Niederschlagsmengen, die in der Wo-
che vor dem jeweiligen Probennahmetermin regi-
striert wurden. Deutlich zu erkennen ist, dass im
Jahr 2000 der Juli ein relativ feuchter und kalter
Monat war mit durchschnittlichen Wochennieder-
schlagsmengen von 30 mm und einem Wochen-
mittel-Temperaturrtickgang von 6 °C. Im Jahr 2001
hingegen waren bereits ab Mai relativ hohe Wo-
chenniederschlagsmengen > 25 mm zu beobach-
ten und es blieb auch bis Ende Juni mit Wochen-
mitteln von 17 °C relativ kuhl. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick {ber die Mittelwerte von Temperatur,
Windgeschwindigkeiten und Niederschlagssum-
men wahrend der Monate Mai bis August, in denen
auch in den Jahren 2000 und 2001 Botulismusaus-
briiche verzeichnet wurden. Auch dabei wird er-
sichtlich, dass der Sommer 2001 im Mittel kuhler
und niederschlagsreicher war als im Jahr 2000. Die
Windgeschwindigkeiten waren im Jahr 2001 durch-
schnittlich um 15 - 30 % hoéher als im Jahr 2000,
was in Hinblick auf die Eiablage auf Vogelkadaver
durch Aasfliegen von Bedeutung sein kénnte.

Tab.1: 4-Monatsmittelwerte (Temperatur; Wind)
und 4-Monatssummen (Niederschlag) fir die
Monate Mai bis August in den Untersuchungs-
jahren 2000 und 2001

Biologische  Unter-  Fuchsloch-

Station stinker lacke
Temperatur (°C
2000 20,2 20,0 20,0
2001 19,8 19,9 19,5
Niederschlag (mm)
2000 113 160 216
2001 252 190 341
Wind (km/h)
2000 10,3 13,4 6,9
2001 8,5 8,6 9,9

Pegelstande: Wahrend der Untersuchungsperiode
kam es zu einem deutlichen Ruckgang der Pegel-
sténde in allen Lacken (Abb. 17). Am starksten war
der Riickgang mit 90 cm in der LL, wobei der Riick-
gang im Sommer 2000 etwa 60 cm ausmachte und
im Sommer 2001 etwa 45 cm, was zu einer volligen
Austrocknung im Juli 2001 fuhrte. Beim OS mach-
te der Gesamtriickgang 60 cm aus mit 45 cm im
Sommer 2000 und 30 cm im Sommer 2001. Bei
beiden Lacken nahmen im Winter 2000/2001 die
Pegelstande um 15 cm zu. Interessanterweise war
der US wesentlich beglinstigt und der gesamte
Wasserverlust von 35 cm im Sommer 2000 wurde
wahrend des Winters wieder ersetzt. Da bei der ZL
die Daten nur unvollstédndig vorliegen, kann der
Ruckgang im Sommer 2000 auf mindestens 35 cm
geschéatzt werden, wobei zu erwahnen ist, dass die
ZL im September 2000 und Juli 2001 vollstandig
ausgetrocknet war.
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Abb. 16: Wochenmittel der Lufttemperaturen [°C]
vor dem jeweiligen Probentermin (A) sowie
Niederschlagsmengen [mm], die in der Woche
vor dem jeweiligen Probennahmetermin regi-
striert wurden (B) wahrend des Untersu-
chungszeitraumes Mai 2000 - August 2001
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Abb. 17: Pegelstande [Meter Uber der Adria] der
Lacken wahrend des Untersuchungszeitrau-
mes Mai 2000 - August 2001; Abkirzungen wie
in Abb. 3.

Chemophysikalische Wasserparameter: Da die
Probennahme aufgrund der Vielzahl der erhobenen
Parameter jeweils einen ganzen Tag in Anspruch
nahm, sind die Unterschiede der Wassertempera-
turen zwischen den Lacken an den einzelnen Ter-
minen auf die unterschiedlichen Entnahmezeit-




punkte wahrend des Tages zurlckzufihren. Die
hdchste gemessene Temperatur von 35,4 °C wurde
dabei im August 2001 an der ZL registriert (Abb.
18A). Werte bis zu 35 °C wurden aber auch im Jahr
2000 erreicht. Da die Leitfahigkeits- und pH- Werte
temperaturkompensiert auf 25 °C angegeben wur-
den, sind die jahreszeitlichen Schwankungen nicht
durch die temperaturbedingte Tagesrhythmik tber-
lagert. Die Leitféahigkeit zeigte hoch sizqnifikante Un-
terschiede zwischen den Lacken (x4 = 40,4; p <
0,001) und war im Mittel (Median: 10,6 mS cm1)
bei OS und ZL am hé&chsten, wobei die héchsten
Werte im Jahr 2000 mit 30,3 mS cm~! an der ZL ge-
messen wurden, und im Jahr 2001 mit 39 mS cm-"
am OS (Abb. 18B). In diesem Zusammenhang soll
erwahnt werden, dass der héchste im Rahmen der
Studie gemessene Wert bei 62 mS cm-1 lag (OS),
der am Vorabend des Probennahmetermines am
17. Juli, 2001, 2 Stunden vor einem Schlechtwet-
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Abb. 18: Wassertemperatur [°C], Leitfahigkeit [mS
cm-1] und pH-Wert in den 5 untersuchten
Lacken und im Schilfglrtel des Neusiedler
Sees (BS) wahrend des Untersuchungszeit-
raumes Mai 2000 - Aug. 2001; Abklrzungen
wie in Abb. 3.

tereinbruch mit heftigen Regenféllen registriert wur-
de. Ebenfalls hohe Leitfahigkeitswerte bis 29 mS
cm-! wurden im Jahr 2001 in der WL registriert,
wahrend die Werte in den anderen Lacken (US, LL)
sowie an der Referenzstelle Biologische Station
(BS) deutlich niedriger lagen. Die Lange Lacke er-
reichte nur kurz vor ihrer Austrocknung im August
2001 Werte > 10 mS cm-1, der Unterstinker nur im
Juni 2000, als der sudliche Teil dieser Lacke aus-
trocknete. Die pH-Werte schwankten in den 5
Lacken (Abb. 18C) zwischen 8,9 (WL) und 10,9
(ZL), wahrend an der BS im Mittel nur Werte von
8,7 gemessen wurden. Die Unterschiede zwischen
den Lacken waren hoch signifikant (XZ =48,6;p <
0,001). Die héchsten Werte hatten im Mittel die ZL
(9,9) und der OS (9,8), die niedrigsten Werte die
WL (9,3). Lange Lacke und Unterstinker wiesen im
Mittel Werte von 9,5 auf. Ein deutliches jahreszeit-
liches Verlaufsmuster konnte nicht festgestellt wer-
den.

Die Totalphosphorwerte (Abb.19A) erreichten ex-
trem hohe Konzentrationen von bis zu 11700 pg P
L-1 (0S). Signifikante Unterschiede (x2 = 31,3; p <
0,001) wurden zwischen den Lacken beobachtet,
wobei der OS mit einem Median von 3360ug P L-!
(n = 21) die deutlich héchsten Konzentrationen auf-
wies, US, LL und WL folgten mit Medianen von
1200 - 1300 pg P L1 (n = 21), die Zicklacke hinge-
gen zeigte mit einem Median von 480 ug P L1 (n =
21) die geringsten Konzentrationen der 5 Lacken.
Noch geringere Konzentrationen mit einem Median
von 290 ug P [l = 18) wurden im Schilfglrtel bei
der BS beobachtet. Im Jahresverlauf war in beiden
Jahren ein deutlicher Anstieg im Sommer zu beob-
achten.

Die Chlorophyllwerte zeigten deutliche Schwan-
kungen wahrend des Jahres mit hohen Werten
wahrend der Vegetationsperiode und geringeren
Werten im Winter. Im Jahr 2001 war in der LL eine
massive Algenblite zu beobachten, was sich in
Chlorophyll a Konzentrationen von bis zu 1720 ug
L-1 Anfang August manifestierte (Abb. 19B).
Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist die
extreme Dynamik, der die Organismen in den
Lacken unterliegen. Ende Juli wurde im Ostteil der
LL bei volliger Windstille ein Chlorophyll Wert von
3 ug L1 registriert und bereits 2 Wochen danach
der Maximalwert von 1720 ug L-1. Auch US und WL
erreichten die Konzentrationen tber 300 ug L1,
wahrend im OS die Chlorophyll-Konzentrationen
mit maximal 133 ug L-1 angesichts der extrem ho-
hen Cyanobakteriendichten von bis zu 1000 x 109
L-1 (Daten nicht gezeigt; Kirschner, Eiler, Zechmei-
ster et al. 2002) erstaunlich gering waren. Die mit
Abstand geringsten Chlorophyll Konzentrationen
wurden an der ZL beobachtet, was auf die Stabili-
sierung des Sedimentes durch den dicken Biofilm
am Gewdsserboden verursacht wurde. Die Unter-
schiede zwischen den Lacken waren statistisch
hoch signifikant (x2 = 39,0; p < 0,001).

Bakterielle Fakalindikatoren: Anhand der Fakalindi-
katoren wurde versucht, den Fakaleintrag der V6-
gel in die verschiedenen untersuchten Gewdsser
abzuschatzen. Es zeigte sich, dass am Standort
LLTS die héchsten Vogelzahlen (Summe der beob-
achteten Voégel wéhrend des Untersuchungszeit-
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Abb.19: Totalphosphor [ugP L] und Chlorophyll a
Werte [ug L] der 5 untersuchten Lacken und
im Schilfgurtel des Neusiedler Sees (BS)
wahrend des Untersuchungszeitraumes Mai
2000 - Aug. 2001; Abklrzungen wie in Abb. 3.

raumes; vgl. Abb. 14) als auch der hochste Féakali-
eninput (FTX; vgl. Abb. 14) beobachtet wurden, die
niedrigsten Werte wurden am Standort BS beob-
achtet. Die Mittelwerte der Féakalstreptokokken
(FS) wiesen sowohl mit dem FTX als auch mit den
Vogelabundanzen eine hoch signifikante positive
Korrelation auf und bestatigen die Validitat der Vo-
gelabundanz- und FTX-Bestimmungen (Abb. 20).
Auch fur die Fakalcoliformen (FC) und Escherichia
coli Bakterien (EC) wurde ein Ansteigen mit stei-
gender Vogelabundanz und FTX beobachtet, die
Beziehung war aber nicht linear und im unteren Be-
reich der Skala (FTX und Vogelabundanzen >
1000) waren die Unterschiede dieser Indikatoren
nicht hoch genug. Die Lacken stellen also mit Jah-
resmedianen fir die Fakalstreptokokken zwischen
5 und 27 KBE ml-1 sehr stark fékal belastete Oko-
systeme dar. Es sei noch erwahnt, dass in diesen
Korrelationsgraphiken die westliche Wortenlacke
nicht miteinbezogen wurde, da diese durch den re-
gelméRigen Eintrag von Rinderfékalien Uberpropor-
tional durch Fakalindikatoren belastet ist und daher
eine Beziehung zu den Vdégeln nicht hergestellt
werden kann.

Chemophysikalische Sedimentparameter: Der
Trockenmasseanteil war im oxischen (y2 = 45,7; p
< 0,001) sowie im anoxischen Bereich (x2 = 56,3; p
< 0,001) der Sedimente des OS und US signifikant
hoher als in den anderen Lacken (Tab. 2), was ver-
mutlich auf den hoheren Anteil grofterer Korn-
grofen im OS und US zuritickzufihren war. Damit
im Zusammenhang stehend, war der organische
Gehalt der Sedimente in der ZL, LL, und WL eben-
falls signfikant héher (oxisch: 2 = 45,5; p < 0,001;
anoxisch: x2 =50,8; p <0,001) als im OS und US,
wobei die ZL im oxischen Bereich (0 - 0,5 cm) im
Mittel mit 35 mg (ml FM)-1 den héchsten organi-
schen Gehalt aufwies, wahrend im anoxischen Be-
reich (1 - 3 cm) bei diesen Lacken die Werte im Mit-
tel zwischen 36,7 und 38,7 mg (ml FM)-! lagen
(Tab. 2).

Tab. 2: Trockenmasseanteil (TM) an der Frischmasse (FM), Organischer Gehalt (OM) sowie spezifische
Sedimentdichte (SD) in den oxischen und anoxischen Sedimentbereichen der untersuchten Lackenstan-
dorte wahrend der Untersuchungsperiode. Die Werte reprasentieren den Median und Schwankungsbe-

reich (n = 21)

™ [% FM] OM [mg (ml FM)-1] SD [g (ml FM)-1]

OS oxisch 71,2 (46,3 - 74,8) 16,7 (12,6 - 31,4) 1,78 (1,48 - 1,96)
anoxisch 78,6 (72,3 - 80,4) 18,6 (10,0 - 28,8) 1,91 (1,63 - 2,17)

US oxisch 61,2 (17,9 - 73,9) 19,7 ( 9,2 - 39,8) 1,50 (1,11 - 1,93)
anoxisch 73,9 (40,8 - 86,1) 11,6 ( 8,7 - 38,5) 1,85 (1,30 - 1,97)

ZL  oxisch 39,9 (26,1 -71,2) 35,0 (20,0 - 51,9) 1,32 (1,07 - 1,61)
anoxisch 68,7 (42,9 - 80,9) 37,1 (12,5 - 54,2) 1,65 (1,28 - 1,76)

LL oxisch 37,6 (22,5 - 56,2) 25,8 (16,2 - 47,5) 1,26 (1,16 - 1,54)
anoxisch 54,4 (39,2 - 74,4) 38,7 (16,8 - 69,0) 1,48 (1,28 - 1,88)

WL oxisch 45,8 (33,2 - 68,3) 26,1 (21,0 - 48,4) 1,34 (1,25 - 1,60)
anoxisch 66,7 (51,1 - 75,7) 36,7 (19,8 - 49,1) 1,62 (1,43 - 1,86)
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kalcoliforme), FS (Féakalstreptokokken) sowie EC (Escherichia coli) an den jeweiligen Probenstandorten.

Abklrzungen wie in Abb. 3.

Wie in Abbildung 21 ersichtlich, wiesen die pH-Pro-
file signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Probenorten auf (oxisch: x2 = 53,0; p < 0,001;
anoxisch: X2 = 66,5; p < 0,001). Besonders auffal-
lig war der geringe Riickgang des pH-Wertes im
0S, der auch in 7 cm Tiefe im Mittel immer noch 9.3
betrug. Beim US sanken die pH-Werte im Mittel
nicht unter 8.6, wahrend in der LL, WL und ZL be-
reits in 1.5 cm Tiefe im Mittel Werte unter 8.5 be-
obachtet wurden. Die Sediment pH-Werte am Stan-
dort BS lagen deutlich unter denen des OS und US.
Auch bei den Redoxprofilen waren ahnlich signifi-
kante Unterschiede (oxisch: x2 = 34,5; p < 0,001;
anoxisch: 2 = 35,1; p < 0,001) zu beobachten
(Abb. 22). Beim OS war die Abnahme des Redox-
potenzials mit der Tiefe nur gering und die Werte la-
gen im Mittel auch in 7 cm Tiefe nie unter 280 mV.
An LL, WL sowie am Standort BS wurden ab 1,5
cm Tiefe Werte gemessen, die deutlich unter -100
mV lagen. Beim US fielen die Werte im Mittel nie
unter -80 mV, bei der ZL kam es unterhalb von 2 cm
zu einem Anstieg.

Bakterienzellzahlen im Sediment: Die mittleren
Bakterienzellzahlen lagen in der Langen Lacke und
Wortenlacke sowohl im oxischen (x4 = 45,8; p <
0,001) als auch im anoxischen Sedimenthorizont
(Xz =46,1; p < 0,001) signifikant Gber den Zellzah-
len der anderen 3 Lacken (Tab. 3, 4). Wie Abbil-
dung 23A zeigt, stiegen bei der LL vor allem im Jahr
2001 die Bakterienzahlen im Sommer stark an und
erreichten im oxischen Sediment Werte von 71,8
(109 Zellen mI1). Ein deutlicher Anstieg war eben-
falls bei der Zicklacke (25,1 x 109 Zellen ml-1) zu
beobachten, wo sich ein dicker Biofilm am Gewas-
serboden gebildet hatte. Auch im anoxischen Sedi-
ment (Abb. 23B) stiegen die Zellabundanzen im
Sommer 2001 bei der LL und WL auf Werte tber 25
x 109 Zellen mi-1. Uberaschenderweise lagen die
Abundanzen im anoxischen Sediment nur zwi-
schen 12 % und 40 % unter den Abundanzen des
oxischen Sedimenthorizontes.
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Abb. 21: Sediment pH-Profile in den 5 untersuchten Lacken und dem Standort BS. Die Werte représentie-
ren das Mittel und die Standardabweichungen von 40 Profilen; y-Achse: cm Sedimenttiefe; Abklrzungen

wie in Abb. 3.

Bakterienproduktion und Wachstumsraten: Die
bakteriellen Produktionsraten lagen in der oxischen
Sedimentschicht bei allen Lacken im Mittel zwi-
schen 7 x (LL) bis 35 x (ZL) (Tab. 3, Tab. 4), die
Wachstumsraten im Mittel zwischen 3,4 x (LL) bis
22 x (ZL) Uber den Raten des anoxischen Sedi-
menthorizontes. Die entsprechenden Verdoppe-
lungszeiten der Bakterienpopulationen im oxischen
Sediment lagen im Mittel zwischen 2,3 (ZL) und
12,5 Tagen (OS), wahrend sie im anoxischen Sedi-
ment zwischen 58 (LL) und 464 Tagen (US) lagen
(Tab. 3, Tab. 4). Aus Abbildung 24A wird deutlich,
dass in beiden Jahren die hdchsten bakteriellen
Produktionswerte mit bis zu 20100 ug C L1 h1in
der ZL verzeichnet wurden, jeweils zu Zeitpunkten
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als ein dicker Biofilm den Lackenboden bedeckte.
Eine ahnliche Beobachtung wurde auch fiir die LL
gemacht. Generell waren die Produktionsraten in
der LL, WL und ZL deutlich Gber denen des US und
0OS, die Unterschiede zwischen den Lacken waren
signifikant (x2 = 17,3; p < 0,005). Im Jahr 2001 wa-
ren die Raten bei allen Lacken héher als im Jahr
2000. Auch bei den Wachstumsraten lag die Zick-
lacke mit einem Median von 0,306 Tag™! deutlich
vor den anderen Lacken (Tab. 3), der OS zeigte mit
0,056 Tag™! den niedrigsten Medianwert.

Die anoxischen Produktionsraten waren an der LL
und WL hoch signifikant (x2 = 47,5; p < 0,001) tber
denen des OS, US und der ZL (Abb. 24B), wobei
die maximalen Raten in der LL mit 1040pg CL-h-"



Tab. 3: Median und Schwankungsbreite der Bakterienzellzahlen (BN), bakteriellen Sekundéarproduktion
(BSP), Wachstumsraten (u) und Verdoppelungszeiten (g) der Bakterienpopulationen im oxischen Sedi-
ment der Lacken wéahrend des Untersuchungszeitraumes (Mai 2000 - Juli 2001); n = 21

0s us ZL LL WL
BN [109 mi-1] 3,0 (1,5-8,7) 331 2-123 5418351 1AM O-T18) " -B3(55153)
BSP [mgC L-' h"'] 0,33(0,10-24) 0,43 (0,04-47) 1,59 (0,03-20,1) 1,68 (0,09-14,4) 1,28 (0,06 - 7,2)
W [d-1] 0,056 (< 0,48) 0,105 (< 1,29) 0,306 (<1,28) 0,104 (< 0,49) 0,107 (< 0,66)
g [d] 12,5 (1,44 -37) 6,6 (0,54 - 27) 2,3(0,54-96) 6,7 (1,40 - 147) 6,8 (1,04 - 87)

Tab. 4: Median und Schwankungsbreite der Bakterienzellzahlen (BN), bakteriellen Sekundéarproduktion
(BSP), Wachstumsraten (u) und Verdoppelungszeiten (g) der Bakterienpopulationen im anoxischen Se-
diment der Lacken wahrend des Untersuchungszeitraumes (Mai 2000 - Juli 2001), n = 21

0sS us FAL LL WL
BN [109 mI-1] 2,4 (0,97 - 4,2) 29(072-87) 45(0,71-168) 69(1,4-264) 6,0 (3,4-26,5)
BSP [mgC L-" h-'] 0,022 (0,001 - 0,19) 0,026 (0,001 - 0,16) 0,046 (0,01 - 0,44) 0,26 (0,03 - 1,04) 0,18 (0,03 - 0,84)
p [d-1] 0,010 (< 0,050) 0,014 (< 0,070) 0,014 (0,038) 0,031 (<0,106) 0,024 (< 0,116)
g [d] 351 (14 - 2500) 464 (10 - 3700) 143 (18 - 829) 58 (7 - 576) 73 (6 - 233)
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Abb. 22: Sediment Redox-Profile in den 5 untersuchten Lacken und dem Standort BS. Die Werte repréasen-
tieren das Mittel und die Standardfehler von 40 Profilen. y-Achse: cm Sedimenttiefe; Abkirzungen wie in
Abb. 3.
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Abb. 23: Bakterienzelizahlen [10° Zellen dm-3]
des oxischen (A) und anoxischen Sedimentho-
rizontes (B) in den 5 untersuchten Lacken. Ab-
kirzungen wie in Abb. 3.

etwa die Halfte der maximalen oxischen Produkti-
onsraten des OS erreichten. Die anoxischen Pro-
duktionsraten des OS aber auch des US lagen da-
bei meist nur knapp tber der Nachweisgrenze der
verwendeten Methodik. Die entsprechenden mittle-
ren Wachstumsraten lagen an der LL und der WL
mit 0,031 Tag™! bzw 0,024 Tag~! deutlich héher als
in der ZL, US (jeweils 0,014 Tag™1) bzw. OS (0,010
Tag™!; Tab. 4).

Makrozoobenthos: Die Makrozoobenthosabundanz
lag in der LL und WL im Median deutlich Gber den
Werten des OS und US, die Unterschiede zwi-
schen den Lacken waren hoch signifikant (x2 =
22,9; p < 0,001) Die hochsten Individuenzahlen
wurden mit 4400 Individuen dm-3 im Mai 2000 an
der LL beobachtet. In der ZL lagen die hdchsten
Werte bei etwa 1500 Individuen dm-3 (Abb. 25).
Generell handelte es sich beim GroRteil (90 %) der
gefunden Organismen um Larven von Chironomi-
den und Ceratopogoniden, andere Gruppen (Oli-
gochaten, Trichopteren, Bryozoen) waren von ge-
ringerer Bedeutung und machten im Durchschnitt
zusammen nur etwa 10 % der Gesamtorganismen
aus (Daten nicht gezeigt).

22

ugC dm?h' A

16000 ~
14000 A
12000 A
10000 A

8000 1

6000 -

4000 A

2000 A

pgC dm?h B

1600 7 0s

1400 { —®—US

—0—ZL
1200 A o—LL
1000 - -

800 -

600 A

Abb. 24: Bakterielle Sekundarproduktionsraten
[ugC dm3 h-1] des oxischen (A) und anoxi-
schen Sedimenthorizontes (B) in den 5 unter-
suchten Lacken. Achtung!: Achsen zeigen um
1 GroRenordnung unterschiedliche Skalie-
rung! Abklrzungen wie in Abb. 3.
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Abb. 25: Jahresmediane (Mai 2000 - April 2001) der
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gen wie in Abb. 3.



4. Diskussion

Nach derzeitigem Stand des Wissens wird Vogel-
botulismus in der Uberwiegenden Anzahl der Falle
durch eine Intoxikation mit Botulinum Neurotoxin
Serotyp C1 (BoNt C1) verursacht, also durch die
orale Aufnahme préformierten Neurotoxins, wel-
ches Vergiftungserscheinungen im betroffenen
sensitiven Organismus hervorruft (Ubersicht in
Eklund & Dowell 1987; Westphal 1991). Es stellt
sich daher die grundlegende Frage der BoNt C1
Verflgbarkeit und Stabilitat, des BoNt C1 Transfers
in den sensitiven Organismus, sowie des Ortes der
BoNt C1 Toxigenese im jeweiligen Okosystem.

4.1 Die Rolle von Kadavern und Maden als in si-
tu BoNt C1 Toxinquelle

Betrachtet man die an den Lacken im Nationalpark
Neusiedler See - Seewinkel wéhrend der Saisonen
2000/2001 erhobenen in situ BoNt C1 Verftgbar-
keiten in den untersuchten Umweltkompartimenten
(d.h. Maden aus Vogel- und Fischkadavern, inter-
stitialwasserkompartiment, Makrozoobenthos) so
kam der BoNt C1 Verfiigbarkeit in Maden auf Vo-
gelkadavern herausragende Bedeutung zu (Abb. 3,
5). Maden waren das einzige beprobte Umwelt-
kompartiment, in dem signifikante BoNt C1 Kon-
zentrationen nachgewiesen werden konnten. Nur
wenige toxinhaltige Maden héatten im unglinstigsten
Fall bei oraler Aufnahme ausgereicht, um fatale
Vergiftungen bei Végeln hervorzurufen (Daten nicht
gezeigt). Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung
mit Resultaten vergleichbarer Situationen (z.B. Hu-
balek & Halouzka 1991; Duncan & Jensen 1976;
Haagsma et al. 1972; Lee 1962). Es ist gut belegt,
dass sich Maden von Schmeif3- und Aasfliegen
(Calliphoridae und Sarcophagidae) in faulendem
Fleisch von Kadavern entwickeln und mit ihrer ex-
traoralen Verdauung, unter Einsatz proteolytischer
Enzyme, tierisches Eiweilk auf3erhalb ihres Korpers
spalten und verflissigen. Diese Nahrstoffbriihe, be-
stehend aus oligo- und monomeren Aminosauren,
bietet ein Uberaus exzellentes Nahrmedium (ver-
gleichbar mit einem mikrobiologischen Labormedi-
um) fur toxigene BoNt C1 Clostridien (Smith, 1977).
Maden kénnen so gewissermafien als “lebende
Biokatalysatoren” fungieren, werden jedoch selbst
nicht geschéadigt, da Wirbellose gegeniber BoNt
nicht empfindlich sind. Sie kénnen jedoch grolRe
Mengen an Toxin aufnehmen/anreichern und bei
oraler Aufnahme durch den Vogel fatale Intoxikatio-
nen hervorrufen. In der Literatur werden dabei Wer-
te bis zu 102 und 106 MLDsy, (Giftdosis, bei der 50
% der Méuse sterben) fir 1 g BoNt C1 kontami-
nierte Maden angegeben (Hubalek & Halouzka
1991; Duncan & Jensen 1976; Richardson et al.
1965), wobei die Giftmengen in den Maden je nach
Situation jedoch sehr schwanken kénnen (Duncan
& Jensen 1976). Allein das Spulwasser einer einzi-
gen kontaminierten Made reichte auch aus um eine
Maus zu téten (zitiert in Westphal 1991). Ist der
Umstand, dass Maden auf Kadavern massive BoNt
C1 Toxinkonzentrationen durch ihre katalytische
Aktivitat produzieren/anreichern kénnen unumstrit-
ten, so ist die prinzipielle Bedeutung von BoNt C1

kontaminierten Maden fir den Verlauf/ Ausbruch
von Vogelbotulismusepidemien in Feuchtgebieten
nicht restlos geklart. So meiden die meisten Wild-
vogel den engen Kontakt mit Kadavern und neh-
men nicht direkt Maden davon auf. In der vorher-
gehenden Untersuchung an den Lacken des Natio-
nalparks Neusiedler See - Seewinkel konnte Grtill
et al. (1987) lediglich Fressaktivitdten an Kadavern
und das Herausholen von Maden bei juvenilen
Lachmowen verzeichnen. Im Gegensatz zu direk-
ten Fressaktivitdten scheint jedoch ein mdglicher
Schlissel in der gezielten und/oder zufalligen Auf-
nahme von Maden zu liegen, die nicht mehr im di-
rekten Zusammenhang mit dem Kadaver stehen.
Bei der Aasfliege Lucilia caesar konnten je nach
Jahreszeit bereits etwa 3 bis 26 Tage nach Eiabla-
ge ein aktives Abwandern der Maden vom Kadaver
festgestellt werden (Griill et al. 1987). Im Flach-
wasser liegende Kadaver kénnen so etwa zu einer
Verbreitung von Maden in den Gewassern fihren,
wobei das Toxin noch lange aktiv bleiben kann. So
konnten in im Freiland inkubierten Maden noch
nach 130 Tagen Uberwinterung BoNt C1 Gift de-
tektiert werden (Hubalek & Halouzka 1991), obwohl
die Konzentration des Giftes um einen Faktor von
25 bis 50 erniedrigt war. Es ist gut vorstellbar, dass
wandernde und driftende Fliegenmaden somit von
Voégeln mit ganz unterschiedlichen Techniken der
Nahrungssuche aufgenommen werden kénnen,
wie etwa von gezielt pickenden Kiebitzen, grin-
delnden Enten oder seihenden Lofflern, ebenso
wie von “Flugsammlern” wie Trauerseeschwalbe
(Westphal 1991). In der Tat enthielten in Freiland
gestorbene Krickenten mehrmals Fliegenmaden (J.
Haagsma personl. Mitteilung in Grill et al. 1987).
Dartiber hinaus konnte in kleinen Versuchsteichen
durch Zugabe eines infizierten Kadavers bei
Stockenten Botulismus ausgel6st werden (Hunter
1970). Auch nach der Verpuppung von BoNt C1
kontaminierten Maden konnte aktives Toxin, wenn
auch in weit geringeren Mengen (50 — 100 MLD5)
in Fliegen (Calliphoridae) nachgewiesen werden
(Duncan & Jensen 1976) und Hubalek und Halouz-
ka (1991) zeigten, dass grof’e Mengen an BoNt C1
Toxin in Puppen derselben vorhanden sein kénnen.
Im Gegensatz dazu, konnte jedoch in der vorher-
gehenden Studie an den Lacken des Nationalparks
kein Toxin in Fliegen von toxinhaltigen Maden de-
tektiert werden (Grull et al. 1987).

Basierend auf der Kadaver - Maden - BoNt C1 In-
teraktion wird der “Maden — Kadaver - Zyklus” als
Ursache fiir explosionsartige Vogelbotulismusepi-
demien genannt und diskutiert (Hunter et al. 1970;
Duncan & Jensen 1976; Reed & Rocke 1992). Es
konnte gezeigt werden, dass ein gewisser Prozent-
satz der Vogelpopulationen BoNt C1 Sporen in ver-
schiedensten Korperteilen und Organen beinhalten
kann (Duncan & Jensen 1976). Auch in dieser Un-
tersuchung indizierten die Ergebnisse eine perma-
nente Exposition des Vogelkdrpers mit Sporen, da
bis zu 40 % (Lange Lacke Bereich) der Vogelfaka-
lien mit BoNt C1 toxigenen Sporen/Zellen kontami-
niert waren (siehe Punkt 3.2, Abb. 9). Es soll er-
wahnt werden, dass toxigene BoNt C1 Clostridien,
im Gegensatz zu den glinstigen Wachstumsbedin-
gungen im Kadaver, im lebenden Organismus in
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der Regel kein signifikantes Wachstum und keine
Giftbildung zeigen (vgl. Absatz Toxikoinfektion wei-
ter unten). Stirbt ein Vogel aus irgendeinem Grund
(z.B. Alters- oder Katastrophentod), so kénnen sich
unter geeigneten Bedingungen (z.B. genligend ho-
he Sporenkonzentration im Kadaver, hohe Tempe-
raturen, Ablage von Eiern durch Aasfliegen, etc..) in
kurzer Zeit massenhaft BoNt C1 kontaminierte Ma-
den entwickeln. Werden diese von anderen Végeln
aufgenommen, erkranken diese nun an Botulis-
mus, ein Vorgang der auch als sekundéare Intoxika-
tion bezeichnet wird (sekundare Intoxikation, 1. Zy-
klus). Durch Aufnahme von BoNt C1 kontaminier-
ten Maden kdnnen auch geniigend Sporen mitauf-
genommen werden, sodass auch Kadaver von V&-
geln, die urspriinglich zu wenig oder keine Sporen
beinhalteten, genligend Sporen flr eine erneute
BoNt C1 Toxinproduktion nach dem Tod des Vogels
aufweisen und somit erneut bei anderen Végeln
weitere Intoxikationen (d.h. sekundare Intoxikation
2. Zyklus) verursachen koénnen (Rocke & Friend
2000). Aufgrund dieses inneliegenden exponenziel-
len Mechanismus wird erkléarbar, dass innerhalb
kurzer Zeit eine lawinenartige Vermehrung an Bo-
tulismusintoxikationen unter glnstigen Bedingun-
gen stattfinden kann. Der “Maden - Kadaver — Zy-
klus” wird von vielen Autoren als die dominante Ur-
sache zumindest bei der explosiven Ausbreitung
von Vogelbotulismusepidemien angefiihrt (Rocke &
Friend 2000; Wobeser 1997; Duncan & Jensen
1976). Es konnte in Freilandexperimenten bestatigt
werden, dass Kadaver — Maden Zyklen Vogelverlu-
ste durch Vergiftungen massiv verstérken (Reed &
Rocke 1992).

An den Lacken des Nationalparks Neusiedler See -
Seewinkel wurden in der vorliegenden Untersu-
chung wahrend beider Untersuchungsjahre
2000/2001 regelmaRig in Kadavern BoNt C1 toxin-
haltige Maden von etwa Mitte Mai bis Ende August
angetroffen (Abb. 5). Dies erscheint umso bemer-
kenswerter, da auch im Jahre 2001, in dem nur
aulerst geringe Vogelverluste verzeichnet werden
konnten (vgl. Abb. 1), Kadaver mit BoNt C1 toxin-
haltigen Maden vorhanden waren. Im Schnitt wur-
den ca. 40 % der madenhaltigen Kadaver mit BoNt
C1 toxinhaltigen Maden vorgefunden, wobei eben-
falls ca. 40 % aller Kadaver Maden zu den Bepro-
bungszeiten entwickelt hatten (Abb. 8). Es scheint
daher im Jahre 2001 verfigbare BoNt C1 Quellen
in “high risk” Gebieten der Seewinkellacken (LL,
WL) gegeben zu haben, ohne dass es jedoch zu ei-
nem signifikanten Toxintransfer bzw. zur Auslésung
einer Epidemie kam. Obwohl dieser Befund
zunachst widerspriichlich zu dem vorhin diskutier-
ten “Maden-Kadaver-Zyklus” erscheint, ist diese
Beobachtung durchaus in Ubereinstimmung mit ei-
nem kurzlich von Wobeser (1997) postulierten Er-
kldrungsmodell zur Epidemiologie von Vogelbotu-
lismus. Auf Grundlage des “Maden-Kadaver-Zy-
klus” postulierte Wobeser, dass verfligbare BoNt
C1 Maden — Kadaver Toxinquellen sowie sekunda-
re Botulismus Intoxikationen in vielen Feuchtgebie-
ten endemisch auf einem sehr geringen Niveau
“dahinflackern”. Zum Ausbruch einer Epidemie
kommt es jedoch nur, wenn gewisse Schlisselfak-
toren zusammenwirken (siehe né&chster und

24

Ubernachster Absatz). Obwohl es sich bei Vogelbo-
tulismus primar um eine Intoxikationserscheinung
handelt, kébnnen Vogelbotulismusepidemien - als
“Maden-Kadaver-Zyklus” verstandenes Phanomen
- rein numerisch als Infektionserkrankung erfasst
werden, wobei den mit BoNt C1 Toxin und Sporen
kontaminierten Maden die Rolle des Vektors zu-
kommt. Die Reproduktionsrate R von Botulismus-
neuerkrankungen kann dabei, analog zur
Infektionsrate (Fine et al. 1982), als die mittlere An-
zahl von sekundaren Vergiftungen in Folge eines
einzelnen BoNt C1 kontaminierte Maden enthalten-
den Kadavers in einer BoNt C1 sensitiven Vogel-
population definiert werden. In Jahren in denen Bo-
tulismus kaum eine Rolle spielt, ist R < 1 (z.B. Si-
tuation Lacken des Seewinkels 2001). Kommt es
jedoch zu Ausbriichen, kann R betrachtliche Werte
> 1 annehmen, bedenkt man nur, dass ein Kadaver
tausende Maden enthalten kann und im ungunsti-
gen Falle wenige Maden einen Vogel letal vergif-
ten. So konnten Lee et al. (1962) und Foreyt &
Abinanti (1980) aus Kadavern von Fasanen 5.000
bis 20.000 Maden absammeln. Nimmt man bei-
spielsweise an, dass in einem Kadaver 1000 BoNt
C1 sporen- und toxinkontaminierte Maden produ-
ziert, 10 % letztendlich im aquatischen Lackenbe-
reich von Végeln aufgenommen (d.h. Auswande-
rung und Verteilung eines Teiles der produzierten
Maden in angrenzende Lackenbereiche und Auf-
nahme eines Teiles der abgewanderten Maden
durch Vdgel), und 5 Maden aufgenommen werden
missen um letale Intoxikationen hervorzurufen, so
konnten etwa 20 Vdgel von einem einzigen Kada-
ver vergiftet werden (R = 20). Auf dieser Basis
waren daher fir dieses hypothetische Beispiel ca.
250 BoNt C1 héaltige Kadaver notwendig gewesen,
um die ca. 5.000 Botulismusopfer im Sommer 1997
im Bereich Lange Lacke und Woértenlacke im Na-
tionalpark Neusiedler See Seewinkel zu vergiften
(vgl. Abb. 1). Dies kénnte theoretisch mit weniger
als 2 Maden Kadaver Zyklen (1,84) gemaf} des Zu-
sammenhanges (1) stattfinden:

Ag = R? (1),

wobei Ag die Anzahl der letalen Botulismusintoxi-
kationen, Z die Zyklenanzahl des Maden - Kaver -
Zyklus, und R die Reproduktionsrate von Botulis-
musneuerkrankungen pro Zyklus darstellt; wobei R
fur dieses Beispiel, wie oben erldutert, mit 20 an-
genommen wurde. Der Ausgangskadaver wurde
dabei in der Zyklenanzahl nicht mitberiicksichtigt,
da in ihm die urspriingliche (d.h. originare) Toxinbil-
dung passiert. Obwohl dieses Beispiel willkirlich
herausgegriffen wurde, zeigt es jedoch bildhaft das
prinzipielle Potenzial eines solchen Mechanismus
auf. Es ist durchaus anzunehmen, dass bei grofRe-
ren Ausbriichen mehrere origindre Toxinbildungen
(d.h. Ausgangskadaver) gleichzeitig/zeitversetzt
vorkommen kénnen.

Um Botulismusepidemien formalistisch erklarbar zu
machen, kann nun folgender Zusammenhang (2)
gewahlt werden (Wobeser 1997, modifiziert) wel-
cher die Schlusselfaktoren eines Zyklus nach Pro-
babilitaten zu beschreiben versucht:



Vo = V1 X PgxPpypxf (2),

wobei V4 die Zahl der Vogel darstellt, die aus ir-
gendeiner beliebigen Ursache in einem Feuchtge-
biet verstorben sind und V5, die Anzahl der durch
sekundare BoNt C1 Intoxikation aufgrund V4 ver-
storbenen Voégel darstellt (R entspricht dabei
Vo/V4). Der Terminus Ps beschreibt dabei das Ver-
haltnis der Vogel, die BoNt C1 toxigene Sporen in
ihrem Korper beinhalten, die nach dem Tod zur
Giftbildung fiihren kénnen; Pm beinhaltet die Frak-
tion der Kadaver, welche von Maden befallen wer-
den und vorhanden sind bis die Maden gefressen,
abwandern bzw. verteilt werden kénnen; B stellt
schliellich den Intoxikationskoeffizienten dar. Der
Intoxikationskoeffizient 3 besteht aus zwei Kompo-
nenten, dem Faktor C welcher die Kontakthaufig-
keit der Végel mit dem toxischen Material in der
Lacke beschreibt, und dem Faktor Pi welcher diese
Kontakte zur Anzahl der letalen Intoxikationen in
Beziehung setzt (d.h. das Verhaltnis der Végel, die
geniigend toxinhaltige Maden aufgenommen ha-
ben). Gleichung (2) besagt also, dass es zu maxi-
malen Ausbrichen kommt (R >> 1), wenn mdg-
lichst viele Kadaver BoNt C1 Sporen enthalten und
groRe Mengen an BoNt C1 haltige Maden effizient
zu Vogelpopulationen hoher Abundanz Ubertragen
werden. Dabei kénnen je nach Situation einem
oder mehreren Faktor(en) die minimierende bzw.
kritische Steuergrofie fir eine Epidemieauslésung
zukommen. Ist ein Gebiet, z.B. aufgrund historisch
bedingter Epidemien, hochgradig mit toxigenen
BoNt C1 Sporen im Sediment kontaminiert, so ist
es denkbar, dass der Grofteil der Vogelpopulation
erhdhte Sporenkonzentrationen beinhalten. In die-
sem Fall sind die Sporen nicht limitierend und spie-
len als steuernde GréRRe bei zeitlich fluktuierenden
Epidemien eine untergeordnete Rolle (jedoch aber
in der Ausbruchswahrscheinlichkeit). Das Ausmalf}
der Madenbildung (d.h. P,), die Anzahl von V4, die
Gesamtvogelabundanz, sowie die Ubertragungsef-
fizienz B werden daher potenziell als steuernde
Faktoren bei der Epidemieauslésung Beachtung
finden missen. Sie sind alles Faktoren, die von
Jahr zu Jahr betrachtlich schwanken kénnen und
somit zu dem typisch zyklischen Erscheinungsbild
von Vogelbotulismusepidemien beitragen kénnen.
Aufgrund der seit 1980 in vielen Teilen Europas
aufgetretenen Epidemien (Eklund & Dowell 1987;
Westphal 1991) muss davon ausgegangen wer-
den, dass viele Gebiete mit toxigenen BoNt C1
Sporen/Zellen durchseucht sind und in erheblichen
Konzentrationen vorliegen. In Gebieten mit gerin-
gen Sporenkonzentrationen ist es dagegen durch-
aus denkbar, dass Pg den limitierenden Faktor dar-
stellt, und trotz starker Madenbildung kaum Toxin-
bildung und Intoxikationen stattfinden.

Fir eine Situation wie die der Langen Lacke / Wor-
tenlacke 2001 ist es aufgrund des oben Dargeleg-
ten erklarbar, dass trotz verfugbarer toxinhaltiger
Maden keine Epidemie ausgel6st wurde, da mut-
mallicherweise die Ubertragungseffizienz des To-
xins nicht ausreichend war. In diesem Zusammen-
hang erscheint eine vergleichende Analyse der Ar-
tenzusammensetzung der Vogelverluste zwischen
Jahren mit epidemiehaften Situationen und Jahren

geringer/keiner Botulismusopfer von Interesse. Die
Artenzusammensetzung der Vogelverluste zwi-
schen den Jahren 2000/2001 (geringe bis kaum
Verluste) und Jahren mit massiven Epidemien zeig-
te einen signifikanten Unterschied. Waren wahrend
der Jahre mit massiven Epidemien (1982/1983 so-
wie 1997) Stockente (31 %) und Krickente (21 %)
von den meisten Vogelverlusten betroffen (Grill &
Rauer 2000), so waren es 2000/2001 die Lach- und
WeilRkopfmowen (72 %; Abb. 4). Wahrend Enten in
der Regel den unmittelbaren Kontakt mit Kadavern
meiden, so ist zumindest von juvenilen Méwen be-
kannt, dass sie auch direkt am Kadaver Maden er-
beuten (Grill et al. 1987). Dieser Unterschied der
Artenzusammensetzung der Vogelverluste deutet
entweder darauf hin, dass in den Jahren massiver
Epidemien andere Toxinquellen zu Verfigung stan-
den (siehe Interstitialwasser und Makrozoobenthos
als BoNt C1 Toxinquelle) oder aber der Toxintrans-
fer via dem Madenvektor unterschiedlich ablief. So
kénnte etwa die Art der Abwanderung und der Ver-
breitung toxinhaltiger Maden variiert haben. Im Fal-
le der Produktion toxinhaltiger Maden bilden Kada-
ver, die in der Nahe der Wasseranschlagslinie oder
direkt in der Lacke liegen, wesentlich bessere Vor-
aussetzungen zur effizienten Verteilung von Maden
als Kadaver, die einen grof3en Abstand zur Was-
seranschlagslinie besitzen. Maden kdénnen durch
Turbulenzen, Wind- und Wellenaktivitaten verbrei-
tet und so von nahrungssuchenden Végeln mit auf-
genommen werden. Darliber hinaus wurde gezeigt,
dass Wirbellose des Sediments (Makrozoobent-
hos) in unmittelbarer N&he von Kadavern Toxin auf-
nehmen kénnen und so als Verbreitungsvektoren
dienen (Duncan & Jensen 1976). Evertebraten in
ausgetrockneten Sedimenten sind jedoch entweder
kaum vorhanden oder kénnen nicht als Nahrungs-
quelle dienen, da die harten Sedimente schwer von
Vogelschnébeln durchstoRen werden kénnen (Grull
et al. 1987). Hydrologische Faktoren wie Pegel-
stand, Wasserflache, Wasserstandsdynamik und
Uferlange kdnnen somit wichtige Faktoren in Be-
zug auf die Transfereffizienz toxinhaltiger Maden
darstellen.

4.2 Die Rolle der Sedimente als in situ BoNt C1
Toxinquelle

Um fir den Untersuchungszeitraum 2000/2001 an
den Lacken des Nationalparks die Bedeutung der
Sedimente als BoNt C1 Quelle zu erheben, wurde
Interstitialwasser (Sedimentwasser) aus reprasen-
tativen Lackenbereichen unterschiedlicher dkologi-
scher Charakteristik untersucht. Wie in den Ergeb-
nissen genauer dargestellt, konnte in ca. 85 % der
untersuchten Interstitialwasserproben (n = 101)
kein BoNt C1 Toxin mit dem Maus-Bioassay detek-
tiert werden (Abb. 6). In den restlichen 15 % der
Proben konnte jedoch ein BoNt C1 Toxingehalt mit
dem Maus-Bioassay nicht ausgeschlossen werden.
Es wurden schwach positive Reaktionen bei den
Mausen festgestellt, die aufgrund der aulerst ge-
ringen Intoxikationserscheinungen jedoch nicht ein-
deutig interpretierbar und im untersten Bereich der
Nachweisgrenze der Methodik waren. Es soll dabei
erwahnt werden, dass das Interstitialwasser dabei
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um einen Faktor 10 bis 20 mittels Dialyse einge-
engt wurde, um eine Konzentrationssteigerung des
BoNt C1 zu erzielen (Zechmeister & Kirschner et al.
2002). Dartber hinaus wurde an einigen Proben ei-
ne Bestimmung der Extraktionseffizienz vorgenom-
men die, je nach Sedimenttyp, im Bereich von 10 %
bis 15 % variierte (Zechmeister & Kirschner et al.
2002). Dialyseanreicherung und Extraktionseffizi-
enz kompensierten sich daher in etwa und man
kann von einer leichten Konzentrationssteigerung
der BoNt C1 Extrakte um einen Faktor von 1,1 bis
2 ausgehen. Um ein vom Maustest unabhéngiges
Analyseverfahren fir BoNt C1 zu besitzen, steht
derzeit ein Testverfahren (ELISA) auf Basis immu-
nologischer Reaktionen in Entwicklung und Eva-
luierung (Zechmeister & Farnleitner et al. 2002).
Was bedeutet nun die Tatsache, dass in 10 % der
Sedimentwasserproben eine in situ BoNt C1 Toxin-
verfugbarkeit nicht ausgeschlossen werden konnte
fur eine mogliche Verursachung einer BoNt C1 In-
toxikation der Vogel? Diese wichtige Frage soll an-
hand einer einfachen Relevanzabschatzung erér-
tert werden. Nimmt man fur die 10 % der fraglichen
Falle einen sehr konservativen Schatzwert der
BoNt C1 Konzentration von 1 MLDg je 1 ml Inter-
stitialwasser an (es kam in keinem der Versuche je-
doch zu einer todlichen Vergiftung der Maus und
die Konzentration lag daher darunter) und mittlere
orale Wirkungskonzentration von 1,9 x 104 MLD5g
(Krickente), 5 x 104 MLDsy (Gans), 3,2 x 10
MLDs( (Stockente) und 2,5 x 106 MLDs( (Lach-
mowe) (Haagsma 1987A, Richardson et al. 1965;
Duncan & Jensen 1976; Wobeser 1988), so hatten
Krickenten 19 Liter, Ganse 50 Liter, Stockenten 320
Liter und Lachméwen gar 2500 Liter Sedimentwas-
ser pro Individuum aufnehmen missen um an einer
Botulismusintoxikation zu sterben. Dies hatte etwa
einer mittleren Sedimentmenge (LL, Feinsediment
Sauspitz) von 27 Liter, 73 Liter, 433 Liter, und 3620
Liter bei einer mittleren spezifischen Masse des
Sediments von 1,5 g cm™3 und einem Wassergehalt
von 46 % entsprochen. Bedenkt man, dass die Gif-
textraktionseffizienz auch beim Vogel nicht 1 son-
dern darunter liegt, missten noch weit gréflere
Mengen veranschlagt werden. Diese Relevanzab-
schatzung zeigt daher deutlich, dass in den Jahren
2000/2001 das Sedimentwasser der Lacken im Na-
tionalpark Neusiedler See - Seewinkel fir eine di-
rekte Intoxikation von Vdgeln keine Rolle gespielt
hat. Auch ein Kontamination mit BoNt C1 der Was-
sersaule von den angrenzenden Sedimenten kann
aufgrund des vorliegenden Verdiinnungseffektes
und der guten Durchmischung der Lacken auf-
grund ihrer Flachheit ausgeschlossen werden.

Im Labor durchgefiihrte Mikrokosmenversuche mit
Sedimenten der Langen Lacke Sauspitz zeigten
auf, dass eine prinzipielle BoNt C1 Toxinbildung im
Interstitialwasser nicht ausgeschlossen werden
darf, jedoch die Menge der Toxinbildung unter
natirlichen Bedingungen (z.B. Algen als Wachs-
tumssubstrate) duerst gering erscheint (Kirschner
& Herzig 2001).

Obwohl die Sludgebed-Hypothese, welche die Se-
dimente als Orte der BoNt C1 Toxinbildung postu-
liert (siehe Einleitung, Pullar 1934; Quortrup & Holt
1941), diskutiert wird, konnten bis jetzt in neuerer
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Zeit kaum Belege fur ihre Glltigkeit erbracht wer-
den (z.B. Zitate in Westphal 1991). Rezente positi-
ve BoNt C1 Toxinnachweise im Sedimentwasser
konnten einzig bei mit Kadavern assoziierten Pro-
ben erbracht werden (Haagsma 1987; Hubalek &
Halouzka 1991). In diesem Falle ist jedoch der Ort
der Giftbildung im Kadaver angesiedelt und BoNt
C1 wird in das umgebende Milieu lediglich abgege-
ben. Obwohl nun Indizien einer prinzipiellen Még-
lichkeit der in situ Sediment BoNt C1 Toxinproduk-
tion aufgrund der Dialyseanreicherung im Lacken-
bereich des Nationalpark Neusiedler See - Seewin-
kel vorliegen, war jedoch das Ausmal} der detek-
tierbaren BoNt C1 Konzentration fur die Saisonen
2000/2001 weit unterhalb der 6kotoxikologischen
Relevanz. Im Gegensatz zur direkten BoNt C1 —
Ubertragung mittels oraler Aufnahme von Sedim-
entwasser ist jedoch noch im folgenden die M&g-
lichkeit des BoNt C1 Transfers/Anreicherung tber
das Nahrungsnetz in Betracht zu ziehen (siehe
nachster Punkt). So ist es eine bekannte Tatsache,
dass diverse xenobiotische Umweltgifte geringster
Konzentrationen in aquatischen Nahrungsnetzen
auf toxikologisch relevante Konzentrationen ange-
reichert werden kénnen (Fent 1998).

4.3 Die Rolle der Sediment-Wirbellosen als in si-
tu BoNt C1 Toxinquelle

Um fir den Untersuchungszeitraum 2000/2001 an
den Lacken des Nationalparks die Bedeutung der
Wirbellosen in den Lackensedimenten (Makrozoo-
benthos) als BoNt C1 Quelle zu erheben, wurden
Makrozoobenthosproben aus reprasentativen
Lackenbereichen unterschiedlicher 6kologischer
Charakteristik untersucht. Bei einer solchen Be-
trachtungsweise kénnen nun prinzipiell zwei unter-
schiedliche Szenarien unterschieden werden:

1) wirbellose Tiere als “Microenvironments”, in de-
nen nach dem Tod toxigene Clostridien unter giin-
stigen Verhaltnissen BoNt C1 produzieren kénnen,
und

2) lebende Wirbellose, die praformiertes BoNt C1
aus der Umwelt aufnehmen und somit entweder als
Verbreitungsvektoren und/oder im Zuge des Nah-
rungsnetzes als Biomagnifikationsmechanismus
dienen kdnnen.

Wie in den Ergebnissen genauer dargestellt, konn-
tein ca. 90 % (n = 79) der Proben kein BoNt C1 To-
xin mit dem Maus-Bioassay detektiert werden. In
ca. 10 % der restlichen Proben konnte jedoch ein
BoNt C1 Toxingehalt mit dem Maus-Bioassay nicht
ausgeschlossen werden (Abb. 7). Es wurden
schwach positive Reaktionen bei den Mausen fest-
gestellt, die aufgrund der auferst geringen Intoxi-
kationserscheinungen, wie bei den Sedimentwas-
serproben dargestellt, nicht eindeutig interpretier-
bar und im untersten Bereich der Nachweisgrenze
der Methodik waren. Nimmt man, analog der weiter
oben dargestellten Relevanzabschatzung fir das
Sedimentwasser, fur den Teil der fraglichen Félle
einen konservativen Schatzwert der BoNt C1 Kon-
zentration von 1 MLDs5( je 2 g Wirbellose (Frisch-
gewicht) an (es kam in keinem der Versuche zu ei-
ner tédlichen Vergiftung der Maus aus 2 g Wirbel-
losenextrakt) und mittlere orale Wirkungskonzen-



trationen von 1,9 x 104 MLDs (Krickente), 5 x 104
MLDs5g (Gans), 3,2 x 10° MLDg; (Stockente) und
2,5 x 108 MLDs5q (Lachmoéwe) (Haagsma 1987A,
Richardson et al. 1965; Duncan & Jensen 1976;
Wobeser 1988), so hatten Krickenten mindestens
38 kg, Ganse 100 kg, Stockenten 640 kg und Lach-
mowen gar 5000 kg an Wirbellosenfrischmasse pro
Individuum aufnehmen mussen, sodass 50 % der
Voégel an Botulismusintoxikation gestorben wéren.
Fur die Saisonen 2000/2001 an den Lacken des
Nationalparks Neusiedler See - Seewinkel kénnen
daher Wirbellose im Sediment weder als signifikan-
tes Okotoxikologisch relevantes Mikroenvironment
zur BoNt C1 Toxigenese, noch als bedeutender
Transfervektor oder Biomagnifikationsmechanis-
mus angesehen werden. Diese Relevanzabschét-
zung wird dartber hinaus dadurch untermauert,
dass in den Jahren 2000/2001 kaum Enten- und Li-
mikolenverluste zu verzeichnen waren (gesamt ca.
100 Individuen) und Moéwen (ca. 400 Individuen)
die Masse an den Verlusten ausmachten. Ware
signifikante BoNt C1 Toxinverflgbarkeit 2000/2001
entweder im Sedimentwasser und/oder in Sedi-
ment - Evertebraten aufgetreten, so wéare eine an-
dere Artenzusammensetzung der Verluste, auf-
grund der unterschiedlichen Nahrungsékologie so-
wie der BoNt C1 Toxinsensitivitdten zu erwarten
gewesen (siehe auch weiter oben). Ferner konnte
anhand einer durchgefiihrten Kontingenzanalyse
(mit und ohne Zeitverzégerung) zwischen den Zeit-
punkten des Auftretens von BoNt C1 Toxinspuren
im Sedimentwasser sowie den Evertebraten kein
zeitlicher Zusammenhang detektiert werden (p >
0.5; Kramer-Kontingenzanalyse). Dies deutet dar-
auf hin, dass kein nachweisbarer Transfer von
BoNt C1 Toxinen von Sedimentwasser zu den Wir-
bellosen 2000/2001 stattgefunden hat.

In der Literatur wurden immer wieder BoNt C1 Ver-
fugbarkeiten im Makrozoobenthos beschrieben (Zi-
tate in Eklund & Dowell 1987; Westphal 1991). Es
muss jedoch festgehalten werden, dass es sich bei
diesen Fallen meist um Kadaver assoziierte Unter-
suchungen handelte (Haagsma 1987; Duncan &
Jensen 1976; Hubalek & Halouzka 1991). Im Ge-
gensatz dazu wurde die hier vorliegende Untersu-
chung an nicht Kadaver assoziierten Makrozoo-
benthosproben durchgefiihrt. Duncan & Jensen
(1976) konnte beispielsweise eine erhéhte Anzahl
an BoNt C1 positiven Sediment Evertebraten in un-
mittelbarer Nahe zu Kadavern feststellen. In gré3e-
rer Entfernung zu Kadavern konnte jedoch in der
Mehrheit der Sediment - Evertebraten kein Toxin
festgestellt werden und die wenigen positiven Félle
waren unsichere Toxinnachweise (Duncan & Jen-
sen 1976). Aufgrund der Literatur kann man davon
ausgehen, dass bei einer Giftbildung in Wirbeltier-
kadavern eine ToxinUbertragung auf lebende Sedi-
ment-Evertebraten stattfinden kann, die nachfol-
gend als Futterquelle dienen kénnen. Von einer
BoNt C1 Toxinanreicherung im Sinne einer Bioma-
gnifikation liegen jedoch keine Beweise vor. Dari-
ber hinaus erscheint die Hypothese, dass abster-
bende Sediment-Wirbellose als Substrat zur Toxin-
bildung dienen kénnten als véllig unbewiesen
(Haagsma 1987; Kirschner & Herzig 2001). Versu-

che mit verschiedenen toten Evertebraten die toxi-
gene BoNt C1 Sporen enthielten, konnten - wenn
Uberhaupt - nur geringste 6kotoxikologisch unrele-
vante Konzentrationen an Toxinen bilden (Kir-
schner & Herzig 2001).

4.4 Toxicoinfektion

In der Literatur wird auch das Vorkommen maogli-
cher Toxicoinfektionen bei Vogelbotulismus disku-
tiert (Literaturtibersicht bei Westphal 1991). Darun-
ter versteht man eine BoNt - Produktion innerhalb
des lebenden Vogels. Es konnte experimentell
nachgewiesen werden, dass in paarigen Blinddar-
men von Huhnervégeln BoNt toxigene Clostridien
keimen, wachsen und Toxin produzieren kénnen
(Kurazono et al. 1987). Es wurden jedoch in vivo
nur sehr geringe Toxinkonzentrationen gebildet,
und da bei Hihnern im Blindarm nur ein geringer
Teil des Giftes resorbiert werden kann, kam es zu
geringen Botulismuserkrankungen ohne letale Fol-
gen (Westphal 1991). Bei Hihnerviogeln aber auch
bei Enten, Rallen und vielen Limikolen wird zum
Kot ein sogenannter Blinddarmkot abgesetzt, den
die Vogel wieder aufpicken (Westphal 1991). Ba-
sierend auf dieser Verhaltensform der Koprophagie
wurde die sogenannte zyklische Toxicoinfektion po-
stuliert (Kaji & Sakaguchi 1980). Dabei sollen toxi-
gene Sporen aufgenommen werden und im Blind-
darm geringe Mengen an Toxin produzieren. Durch
die nachfolgende zyklische Abgabe und Aufnahme
des Blindarminhaltes kann im Dunndarm jedoch
Gift resorbiert werden, was zu Vergiftungserschei-
nungen fuhren soll, da BoNt sich kumulativ in den
Blutgefalien anreichern kann. Die zyklische Toxico-
infektion wurde bis dato nur bei Hausgefliigel nach-
gewiesen, der prinzipielle Mechanismus ist jedoch
auch bei Wildvégeln denkbar (Westphal 1991).
Bezogen auf die Situation der Lacken des Natio-
nalparks Neusiedler See-Seewinkel 2000/2001 er-
scheint die Méglichkeit einer Toxicoinfektion, wenn
Uberhaupt existent, als unbedeutend. Dies kann
aus folgenden Griinden abgeleitet werden. Erstens
war der Uberwiegende Anteil der Opfer unter den
WeilRkopfmdwen vertreten (72%; Abb. 4), wéhrend
eine Toxicoinfektion vor allem héhere Verluste un-
ter den Limikolen und Enten hatte erwarten lassen.
Die bis dato aufgetretenen grof3en wie auch kleinen
Epidemien sind in unvorhersagbaren Schiiben mit
meist typischem Epidemieverlauf aufgetreten. Eine
signifikante Toxicoinfektion hatte ein zeitlich homo-
generes Auftreten unter den Vogelpopulationen er-
warten lassen, da - wie nachgewiesen - zur Auf-
nahme in den Vogelkérper gentgend toxigene
Sporen/Zellen im Sediment zur Verfigung stan-
den/stehen (siehe néchstes Kapitel).

4.5 In vitro BoNt C1 Toxinbildungspotenzial der
Sedimente und Vogelfdkalien

Unter einem BoNt C1 Giftbildungspotenzial ver-
steht man, dass toxigene BoNt C1 Clostridien im
Probenmaterial enthalten sind und unter geeigne-
ten Laboratoriums-Kultivierungsbedingungen (Flei-
schextraktmedium) und Sauerstoffausschluss BoNt
C1 Toxin bilden kénnen (siehe Methodik). Dies be-
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deutet, dass funktionelle BoNt C1 “Toxinexpressi-
onseinheiten” in zumindest einem Teil der Populati-
on vorliegen missen, und fir die Zeitdauer der Po-
tenzialbestimmung BoNt C1 Gene von der Zelle zur
Expression des Toxins genutzt werden koénnen
(siehe Punkt 1.2). Bei der gewahlten Methodik wur-
de dabei nicht in vegetative BoNt C1 toxigene Zel-
len bzw. in BoNt C1 toxigene Sporen unterschie-
den, und die Resultate beziehen sich dabei auf das
gesamte vorhandene Giftbildungspotenzial in der
jeweiligen untersuchten Probe. Liegt ein positives
Giftbildungspotenzial vor und kann im Gegensatz
dazu im Freiland jedoch kein in situ BoNt C1 Toxin
nachgewiesen werden, so ist dies ein Beleg dafur,
dass zwar prinzipiell Gift gebildet werden koénnte,
jedoch unter den gegebenen Freilandbedingungen
wesentliche 6kologische Parameter dies nicht er-
lauben. Dies kdnnen chemopysikalische Bedingun-
gen (z.B. pH, NaCl Konzentration, Temperatur,
Sauerstoffkonzentration), Substratversorgung, so-
wie biologische Faktoren (z.B. Wachstumskonkur-
renz) sein (Westphal 1991). Eigene Laborversuche
mit Sedimenten aus der Langen Lacke zeigten da-
bei, dass unter glnstigen Umweltbedingungen
(z.B. sommerliche Hitzeperiode) chemophysikali-
sche und biologische Faktoren einer Toxigenese
meist nicht im Wege stehen (siehe limnologische
Charakteristik), jedoch fur eine signifikante Toxin-
produktion die Verfugbarkeit des Wachstumssub-
strates die entscheidende/limitierende Rolle spie-
len kann (Kirschner & Herzig 2001).

Die Resultate der Erhebung des BoNt C1 Giftbil-
dungspotenzials 2000/2001 ergaben einen deutli-
chen Unterschied zwischen Arealen mit hohem Bo-
tulismusrisiko (LL, WL, ZL) im Vergleich zu Arealen
mit geringem historischen Botulismusrisiko (OS,
US). Dabei wurde im Mittel bei ca. 90 % der
Lackensedimente (n = 76) aus LL/WL/ZL Arealen
ein BoNt C1 Giftbildungspotenzial detektiert, hinge-
gen besafien im Schnitt ca. 40 % der Lackensedi-
mente (n = 45) aus OS/US Bereichen ein positives
Giftbildungspotenzial (Abb. 8). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass es wahrend Epidemien zu
einer Anreicherung von BoNt C1 toxigenen Spo-
ren/Zellen in umliegenden Arealen kommt. Da mit
dem Kadaver — Maden Zyklus eine starke BoNt C1
Sporen-/Zellenanreicherung einhergeht, erscheint
eine Kontamination und Anreicherung der umlie-
genden Sedimente naheliegend. Demnach sollte
der Prozentsatz an Giftbildungspotenzialen vergan-
gene Botulismusausbriiche widerspiegeln. In der
Tat zeigen die Resultate, dass in unmittelbarer Ver-
gangenheit (1997/1998) die am massivsten betrof-
fen Gebiete, wie die Lange Lacke (“Todesstrand”)
ein BoNt C1 Giftbildungspotenzial von 100 % der
Proben aufweisen. Diese werden gefolgt von ande-
ren betroffenen Standorten im Bereich des Lange
Lacke — Wortenlacke Komplexes, und zwar “Sau-
spitz” (Lange Lacke) mit rund 91 % und die Wor-
tenlacke selbst mit 85 %. Auch die Zicklacke, die
vor allem in der langeren Vergangenheit
(1982/1983) von schweren Epidemien betroffen
war, weist nach wie vor bei einem erhéhten Pro-
zentsatz der Proben (80 %) ein Giftbildungspoten-
zial auf. Es ist bekannt, dass Sporen toxigener
BoNt C1 Clostridien lange Zeit Gberleben kénnen,
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und so stehen die Resultate der Zicklacke in Ube-
reinstimmung mit der Geschichte des Epidemiege-
schehens im Seewinkel. So kann etwa die mittlere
Uberlebenszeit dieser Sporen mehr als 30 Jahre im
flissigem Medium betragen (Westphal 1991). Die
Uberlebenszeit im Freiland hangt jedoch mutmalli-
cherweise vom Vorhandensein einer ganzen Reihe
unterschiedlichster Eliminierungsfaktoren ab (z.B.
Frafl3, chemophysikalische Abtétung, etc.). Betrach-
tet man das zeitlicher Verteilungsmuster der Toxin-
bildungspotenziale (Abb. 8), konnten keine signif-
kanten Unterschiede zwischen den Jahren gefun-
den werden, allerdings scheint es in ,Low risk® Ge-
bieten, wo toxigene BoNt C1 Sporen geringe Kon-
zentrationen besitzen, wahrend des Jahres zu ei-
ner Anreicherung zu kommen. So eine Anreiche-
rung kann, wenn keine effektiven Kadaver - Maden
- Zyklen bestehen, durch die Ubertragung von Vo-
gelfakalien stattfinden, die zu einem durchaus ho-
hen Prozentsatz BoNt C1 Genfragmente aufwiesen
(siehe Punkt 4.6).

Verglichen mit LL/WL/ZL erbrachten die Gebiete
Oberstinker und Unterstinker geringere Haufigkei-
ten an positiven BoNt C1 Giftbildungspotenzialen,
jedoch weisen diese Gebiete verglichen mit Gebie-
ten ohne Epidemieverlauf (siehe unten) durchaus
erhdhte Haufigkeiten (OS: 14 %; US: 65 %) auf.
Dies kénnte durch das vereinzelte Uberschwappen
der Epidemie 1997 vom Epizentrum im LL/WL
Komplex auf US und OS erklérbar sein. Da im Mit-
tel 20 % - 30 % des Vogelkotes im Untersuchungs-
gebiet BoNt C1 toxigene Sporen/Zellen beinhalte-
ten (Abb. 9), kann davon ausgegangen werden,
dass es auch ohne Epidemie bzw. Maden-assozi-
ierter Sporenvermehrung zu einer gewissen Konta-
mination in Gebieten ohne Botulismusvorfélle
durch Vogelkot kommen kann. Darliber hinaus er-
scheint es mdoglich, dass von anderen Gebieten
durch Zugvégel zumindest in qualitativer Hinsicht
toxigene BoNt C1 Sporen/Zellen eingetragen wer-
den, die unter gliinstigen Umstanden (Epidemiever-
lauf) im Habitat amplifiziert werden kénnen (vgl.
Punkt 4.6). Eine mdgliche habitatsspezifische Hin-
tergrundbelastung wird dabei einerseits durch den
Eintrag an Sporen und andererseits durch Eliminie-
rungsmechanismen bestimmt. Aufgrund der hohen
Haufigkeiten der Giftbildungspotenziale der Habita-
te LL/WL/ZL sowie US ist von einer direkten “au-
tochthonenen” epidemiebasierenden Kontaminati-
on auszugehen. Betrachtet man den Epidemiever-
lauf in Europa (Eklund & Dowell 1987), ist es je-
doch naheliegend, dass toxigene BoNt C1 Spo-
ren/Zellen urspriinglich ins Habitat des Seewinkels
eingetragen wurden und im System ihre Vermeh-
rung und Ausbreitung gefunden haben. Uber das
qualitative Vorhandensein und die Dynamik ver-
schiedener toxigener BoNt C1 Varianten im Natio-
nalparkgebiet kann zurzeit aufgrund der Datenlage
keine Auskunft gegeben werden. Interessanterwei-
se hebt sich der Referenzstandort bei der Biologi-
schen Station (BS) mit einer Haufigkeit von 50 %
deutlich von der des OS ab. Verglichen mit der
Lackensituation sind mdglicherweise Unterschiede
der Limnologie/Hydrologie, die zu anderen Konta-
minations-/Eliminationsmechanismen an BoNt C1
Sporen fiihren kénnen.



Verglichen mit anderen aquatischen Habitaten wei-
sen alle Untersuchsuchungsflachen der Lacken
des Nationalparks einen generell hohen Durchseu-
chungsgrad mit BoNt C1 Sporen/Zellen auf. So
wird fir niederlandische Sedimente aus Gebieten
mit und ohne Wasservogelbotulismus eine Haufig-
keit von ca. 72 % bzw. 4 % fur das BoNt C1 Giftbil-
dungspotenzial angegeben (Westphal 1991). Im
Gebiet der Norfolk Broads, U.K., wiesen Sedimen-
te mit Botulismusvorféllen eine Haufigkeit von BoNt
Toxinbildungspotenzialen von ca. 98% auf, wobei
62%, 51% und 60% BoNt B, BoNt C1, sowie BoNt
E bildeten (Borland et al. 1977). Sandler et al.
(1993) konnte in nordkalifornischen Feuchtgebie-
ten mit unmittelbar oder langer zurlckliegenden
Epidemien in 52% der 2200 untersuchten Sedi-
mentproben BoNt C1 Toxinbildungspotenzial nach-
weisen. Dabei zeigte sich, dass Austrocknen der
Sedimente einen minimierenden Effekt auf die
BoNt C1 toxigenen Sporen/Zellen auslbte (Sand-
ler et al. 1993). Fir Feuchtbiotope in denen keine
unmittelbar zurtickliegenden Epidemien angege-
ben wurden, sind Haufigkeiten an BoNt C1 Giftbil-
dungspotenzialen von ca. 6% und 2% bekannt
(Marion et al. 1983; Contreras de Vera et al. 1991).
Aufgrund der hohen Prozentsatze an BoNt C1 To-
xinbildungspotenzialen im Nationalpark Neusiedler
See bzw. vorhandener toxigener BoNt C1 Spo-
ren/Zellkonzentrationen, kann derzeit davon aus-
gegangen werden, dass “funktionelle BoNt C1 To-
xinexpressionseinheiten” nicht den limitierenden
Faktor darstellen. Vielmehr erscheint der Ort der
Toxinvermehrung und des Transfers eine kritische
bzw. steuernde Komponente darzustellen (siehe
vorhergehende Punkte). Darliber hinaus ist es na-
heliegend, dass Vogelpopulationen, die mit héhe-
ren Expositionskonzentrationen an BoNt C1 Spo-
ren/Zellen im Sediment in Kontakt stehen, héher-
gradig kontaminiert sind und so bei einem etwaigen
Kadaveranfall unter glinstigen Umsténden zu einer
rapiden Toxigenese beitragen (siehe Maden - Ka-
daver Zyklus und probabilistische Betrachtungs-
weise). Aufgrund der vorliegenden Daten ist es
nicht méglich, habitatspezifische Uberlebenszeiten
von BoNt C1 Sporen im Nationalparkgeléande abzu-
schatzen. Fir langfristige Managementmalnah-
men ware die Klarung diese Frage von vorrangi-
gem Interesse. Neben der auf dem Kadaver-Ma-
den Zyklus basierenden Vermehrung toxigener
BoNt C1 Sporen/Zellen und dem Eintrag aus ande-
ren Gebieten steht noch die Mdglichkeit der Ver-
mehrung im Sediment bzw. assoziierten Mikrozo-
nen zur Diskussion. Fur die Lackensituation
2000/2001 konnten jedoch keine Belege flr diesen
postulierten Mechanismus gefunden werden.
ZukUnftige Aktivitaten sollten diese Mdglichkeit je-
doch im Auge behalten.

4.6 Verteilung von BoNt C1 Genen in den Sedi-
menten und Vogelfidkalien

Parallel zur Bestimmung des BoNt C1 Toxinbil-
dungspotenzials wurden auch die Verteilung und
das Vorhandensein von korrespondierenden BoNt
C1 Genen im Sediment analysiert (siehe Punkt 3.3,
3.4). Dabei wurden BoNt C1 Genfragmente mit Hil-

fe eines Nested-PCR Verfahrens sowohl direkt im
Sediment als auch nach Bestimmung des Toxinbil-
dungspotenzials im Anreicherungsmedium analy-
siert. Im Gegensatz zum Toxinbildungspotenzial in-
dizierten die Prozentsdtze der Genfragmentnach-
weise keine Unterschiede in der Verteilung von
BoNt C1 Genen zwischen den verschiedenen Ha-
bitaten (Abb. 10, 12). Ein Vergleich mit dem Toxin-
bildungspotenzial (Abb. 8) ergibt, dass bei 121
durchgefihrten Tests im Jahr 2000 aus allen
Lackenbereichen 54 % der Proben bei Nachweis
von BoNt C1 Genen auch Toxinbildungspotenzial
besallen, jedoch in rund 40 % der Proben kein To-
xinbildungspotenzial nachgewiesen werden konn-
te, obwohl BoNt C1 Gene vorhanden waren
(Zechmeister & Kirschner et al., 2002). Nur in rund
6 % der Proben konnte weder das Gen noch ein
Toxinbildungspotenzial nachgewiesen werden. Be-
trachtet man diese Ergebnisse aufgeschlisselt in
die Habitate LL/WL/ZL versus OS/US, so kommt
dartber hinaus ein deutlicher Gradient, analog zur
oben erwahnten Verteilung des Toxinbildungspo-
tenziales, zum Vorschein. Waren in 71 % bzw. 29
% der Falle in LL/WL/ZL bzw. OS/US Arealen bei
BoNt C1 Gennachweis auch ein Toxinbildungspo-
tenzial detektierbar, so war vice versa in 24 % und
61 % trotz positiver BoNt C1 Gendetektion kein To-
xinbildungspotenzial nachzuweisen. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass BoNt C1 Gene in der
Umuwelt in viel hherem Malfe vorhanden sind, als
sie in einer “funktionellen Expressionseinheit” vor-
liegen. Dabei kdnnen viele Méglichkeiten, wie etwa
das freie Vorliegen von tox+ - Phagen, frei vorlie-
gende BoNt C1 DNA, in der Zelle vorliegende je-
doch nicht zur Toxinexpression nutzbare BoNt C1
DNA, gegeben sein (Zechmeister & Kirschner et al.
2002). Bei Betrachtung der zeitlichen Verteilungs-
muster vor allem der in situ Genfragmentnachwei-
se (Abb. 10), scheinen deutliche Unterschiede zwi-
schen den Jahren 2000 und 2001 auf. Im Jahr
2001 wurde in signifikant weniger Proben das BoNt
C1 Genfragment nachgewiesen als im Jahr 2000.
Geringere aber dennoch signifikante Unterschiede
zwischen den Jahren 2000 und 2001 wurden fiir
die in vitro Genfragment Nachweise gefunden
(Abb. 12). Es ist davon auszugehen, dass nach der
Anreicherung der BoNt C1 Gene durch die Epide-
mien in den Jahren 1997 und 1998 (vgl. Abb. 1) ein
langsamer Rickgang der Konzentrationen erfolgt
(durch Abbauvorgénge der DNA und/oder naturli-
che Eliminierung der Toxingen enthaltenden Zellen)
und die Genfragmente somit mit der verwendeten
PCR- Methode in situ nicht mehr detektiert werden
kénnen.

Betrachtet man die Haufigkeiten, mit denen BoNt-
C1 Genfragmente in den Vogelfékalproben nach-
gewiesen werden konnten (Abb. 11, 13), so zeigte
sich, dass nach Kultivierung ein ahnlich hoher An-
teil (73 %) der Proben einen positiven Nachweis er-
brachte wie die Sedimentproben (77 %) und kein
signifikanter Unterschied zwischen den Lacken aus
»High-risk* und ,Low-risk” Gebieten bestand. Kei-
nen Unterschied zwischen den Arealen zeigten
auch die Ergebnisse der in-situ Detektion des BoNt
C1 Genfragments. Die Werte lagen allerdings mit
ca. 40 % deutlich unter den Ergebnissen nach Kul-

29



tivierung, was durch eine geringere Extraktionseffi-
zienz der Genfragmente aus den Fakalproben er-
klart werden kann bzw. durch eine wahrscheinlich
geringere Zahl an Genfragmentkopien (nahe der
Aufldsungsgrenze der Methode) in den Fakalien.
Die fehlenden Unterschiede zwischen den ,High-
risk“ und ,Low-risk® Gebieten deuten darauf hin,
dass Vogel als Ubertragungsvektoren von toxige-
nen BoNt C1 Sporen/Zellen, Phagen oder freien
BoNt C1 Genen fungieren (vgl. Punkt 4.5). Diese
Ubertragung findet sowohl innerhalb des unter-
suchten Gebietes statt aber auch zwischen Gebie-
ten im Uberregionalen Mafstab, sodass die Ein-
schleppung von toxigenen BoNt C1 Sporen/Zellen,
Phagen oder freien BoNt C1 Genen aus anderen
Gebieten in den Nationalpark Neusiedler See -
Seewinkel nicht ausgeschlossen werden kann.
Vergleiche der im Nationalpark gefundenen Gen-
sequenzen mit Sequenzen aus anderen Regionen
der Erde sollten dariber Auskunft geben kénnen.

4.7 Limnologische Charakteristik der Lacken
und ihr Bezug zur BoNt C1 Toxigenese

Freiwasser: Betrachtet man die Freiwasserkonzen-
trationen an Chlorophyll a und Totalphosphor der
Lacken des Nationalparks Neusiedler See — See-
winkel (Abb. 19), so sind diese eindeutig hypertro-
phen Systemen zuzuordnen. Der Median aller
Lacken lag bei 1547 pg P L-1 und 65 ug Chla L1,
mit Spitzenzwerten von 1720 ug Chl a L-1. Anhand
dieser Untersuchungsdaten wird deutlich, dass die
Lacken des Nationalparks Biotope hdchster biolo-
gischer Aktivitat darstellen. Neben der autotrophen
Komponente (d.h. Chlorophyll a ), erreichten die
bakteriellen Zellzahlen und die heterotrophe bakte-
rielle Sekundarproduktion in den Lacken Mediane
von 30 x 109 Zellen L1 und 103 ug C L1 h-1, mit
Spitzenwerten bis zu 464 x 109 Zellen L1 sowie
924 g C L1 h-1 (Kirschner, Eiler, & Zechmeister et
al. 2002). Diese Daten stellen die bis dato héchsten
fur natlrliche aquatische Okosysteme erhobenen
Aktivitaten dar. Aufgrund der teilweise hohen wind-
bedingten wie auch chemisch stabilisierten Sedi-
mentresuspension bzw. Tribe und ihrer immens
hohen mikrobiellen Abundanz und Aktivitat wurde
das Freiwasser einiger Lacken kirzlich auch als
“flissiges Sediment® bezeichnet (Eiler, Farnleitner,
Zechmeister et al. 2002). Eine durchgefiihrte
Hauptkomponentenanalyse ergab, dass im we-
sentlichem 3 Komponenten die Lackendkologie
charakterisieren. Der erste Faktor (“turbidity factor”)
umfasste die mit der Tribe assoziierten Parameter
wie organische und anorganische Schwebstoffe,
Cyanobakterien, Bakterien und Chlorophyll a. Der
zweite Faktor (“concentration factor”) beinhaltete
die mit gelésten Inhaltstoffen assoziierten Parame-
ter wie Salinitat, Leitfahigkeit und DOC. Der dritte
Faktor war von der Temperatur bestimmt. Diese
drei Faktoren erklarten dabei 63% der Gesamtva-
riabilitat aller erhobenen Parameter in den Lacken.
Um die Lacken in einem 6kologischen Kontext ver-
stehen zu kénnen und mdgliche Veranderungen
einschatzen zu kénnen, muss vor allem ihre zeitli-
che und raumliche Variabilitdt und Dynamik be-
trachtet werden (Eiler, Farnleitner, Zechmeister et
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al. 2002; Kirschner, Eiler, & Zechmeister et al.
2002).

In der Literatur wird immer wieder der mdégliche Zu-
sammenhang des trophischen Zustandes von
aquatischen Systemen mit dem Risiko von Botulis-
musepidemien angefihrt (Ubersicht in Westphal
1991). Dabei werden Habitate hoher Trophie sowie
Eutrophierungserscheinungen mit erhéhten bzw.
zunehmenden Ausbruchswahrscheinlichkeiten in
Beziehung gesetzt. Dies wird einerseits mit dem er-
héhten Angebot an Vertebratenkadavern (entschei-
dend fir Kadaver — Maden — Zyklus), andererseits
mit besseren Nahrstoffverfigbarkeiten und erhéh-
tem Sauerstoffverbrauch im Sediment (entschei-
dend fir “Sludgebed” Theorie) zu erklaren versucht
(Ubersicht in Westphal 1991).

Vergleicht man nun die trophischen Komponenten
des Freiwassers der verschiedenen Lacken mit
den Orten historischer Botulismusepidemien (d.h.
LL/WL/ZL), so ist fur LL/WL/ZL/OS/US kein eindeu-
tiger Zusammenhang mit friiheren Epidemieereig-
nissen erkennbar (Abb. 26, 27). Obwohl! die hdch-
sten Chlorophyll a-Werte an der LL erreicht wur-
den, erreichten am OS (Ort ohne signifikante Epi-
demieereignisse) in den Jahren 2000/2001 die Tot-
alphosphorkonzentrationen, bakteriellen Zellzah-
len, Cyanobakterienzellzahlen sowie heterotrophe
bakterielle Sekundarproduktionsraten von allen
Lacken die hochsten Konzentrationen bzw. Akti-
vitaten (Eiler, Farnleitner, Zechmeister et al. 2002).
Im Gegensatz dazu besal/besitzt der Standort ZL
von allen Lacken die geringsten Chl a Werte, ein
Standort, der in der Vergangenheit von massiven
Epidemien betroffen war. Anhand des Datenmateri-
als von 2000/2001 kann daher kein Zusammen-
hang von trophischen Freiwasserkomponenten mit
epidemiférdernden Faktoren erkannt werden.
Neben der trophischen Komponente ist der lonen-
haushalt der Lacken als potenzielle Steuergréfie
biotischer Aktivitaten in der Wassersaule zu sehen
(Kirschner, Eiler & Zechmeister et al. 2002). Die
Salinitaten der Lacken im Jahr 2000/2001 betrugen
im Median ca. 5,5 g L-1 (Hauptkation Na*, Haupta-
nionen HCOj3", CO3™, SO4™, CI’), mit einem
Schwankungsbereich von 2 g L-1 bis 47 g L-1 (Da-
ten nicht gezeigt). Es konnte gezeigt werden, dass
mit Verdinnung des Lackenwassers eine signifi-
kante biotische Aktivitatssteigerung des bakteriel-
len Kompartimentes einhergehen kann (Kirschner,
Eiler & Zechmeister et al. 2002; Krachler et al.
2000). Ob dieser aktivitatssteigernde “Aus-
stiBungseffekt” von Lackenwasser aufgrund von in-
hibitorischen lonenkonzentrationen oder von den
“erhdhten Kosten” durch Bildung osmotisch wirksa-
mer organischer Inhaltstoffe (“compatible solutes”)
in nativem Lackenwasser abhangt, ist derzeit vollig
ungeklart. Dartber hinaus ist es denkbar, dass ei-
ne Verringerung der Salzkonzentrationen eine dra-
stische Veranderung der halophilen mikrobiellen
Gemeinschaften verursachen und indirekte Effekte
auf héheren trophischen Niveaus verursachen kon-
nen. In amerikanischen Sodalacken konnte gezeigt
werden, dass unterschiedliche Salinitdtskonzentra-
tionen und pH - Werte mit unterschiedlichen Aus-
bruchsrisiken assoziiert sein konnen (Rocke & Sa-
muel 1999). Betrachtet man die untersuchten
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Abb. 26: Box-Whisker Plots der Totalphosphorwer-
te [ug P L-1] der 5 Lacken (N = Anzahl der
analysierten Proben; ein Ausreiler beim OS
wurde entfernt); Abklrzungen wie in Abb. 3.
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Abb. 27: Box-Whisker Plots der Chlorophyll a
Werte [ug L-1] der 5 Lacken (N = Anzahl der
analysierten Proben; ein Ausreil3er bei der LL
wurde entfernt); Abklrzungen wie in Abb. 3.

Lacken hinsichtlich der Leitféhigkeiten, so kann
kein unmittelbarer Zusammenhang zu historischen
Epidemien erkannt werden (Abb. 28). Zeigen ZL
(betroffenes Gebiet) sowie OS (bis dato nicht be-
troffen) die hochsten Salinitdten, so sind US (bis
dato kaum betroffenes Gebiet), WL (betroffenes
Gebiet), sowie LL (betroffenes Gebiet) mit ernied-
rigten Salinitdten anzutreffen. Ein &hnliches Bild
bietet sich fur die pH - Werte des Freiwassers (Abb.
18). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
fur die untersuchten Freiwasserparameter wéhrend
der Untersuchungsperiode 2000/2001 keine unmit-
telbare Assoziation zu steuernden Faktoren des
Ausbruchsrisikos festgestellt werden konnte. Wei-
terfUhrende &kologische Untersuchungen zur
grundlegenden Funktionsweise der Lacken sind
aber aufgrund des auBerst geringen Wissensstan-
des notwendig, nicht zuletzt um eine nachhaltige
Sicherung des Lackenstandortes gewahrleisten zu

konnen und mogliche Implikationen bezliglich Vo-
gelbotulismus langfristig erkennen zu kénnen.

Sedimente: Die Sedimente der Lacken des Natio-
nalparks Neusiedler See - Seewinkel stehen in
mehr oder weniger intensiver Interaktion mit ihren
korrespondierenden Freiwasserkdrpern (Eiler,
Farnleitner, Zechmeister et al. 2002). Historischer
Zustand bzw. Verdnderungen des Freiwasserkor-
pers kénnen sich im Zustand der Sedimente wider-
spiegeln. Im Gegensatz zu den Freiwasserparame-
tern scheinen viele der untersuchten Sedimentpa-
rameter eine Assoziation mit den Ortlichkeiten hi-
storischer Epidemien aufzuweisen. Aufgrund der li-
mitierten Anzahl der Lackenstandorte wird die Be-
schreibung der Assoziation jedoch rein deskriptiv
vorgenommen. Sowohl in oxischen, aber vor allem
in anoxischen Sedimentbereichen besteht tenden-
ziell ein ansteigender Gradient von OS und US
Uber ZL zu WL und LL hinsichtlich biologischer als
auch chemophysikalischer Parameter. Orte wie ZL,
WL und LL (Orte signifikanter historischer Epidemi-
en) wiesen héhere Mengen an organischem Mate-
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Abb. 28: Box-Whisker Plots der Leitfahigkeitswer-
te [mS cm™1] der 5 Lacken (N = Anzahl der
analysierten Proben); Abkirzungen wie in
Abb.3.

rial (Tab. 2), hdhere bakterielle Zellzahlen und Akti-
vitaten (Tab. 3, 4; Abb. 29, 30, 31), sowie groRere
Mengen an Makrozoobenthos (Abb. 25) als die
Standorte US und OS (kaum bis keine Epidemie-
verlaufe) auf. Geht man davon aus, dass es sich
hierbei um keine zufalligen Zusammenhénge han-
delt, so scheinen zwei Erkiarungsszenarien hierfur
denkbar.

1) Foérdernde Faktoren der in situ Toxigenese im
Sediment/Makrozoobenthos: Wie weiter vorne
abgehandelt, waren fir die Saisonen 2000/2001
keine Beweise einer relevanten in situ BoNT C1
Produktion in Sediment- oder Makrozoobentho-
skompartimenten zu finden. Dartber hinaus konnte
in Mikrokosmen mit Lackensedimenten (LLTS) nur
bei Zugabe hoher Nahrstoffe (mikrobiologische Me-
dien) relevante BoNT C1 Toxinbildung erreicht wer-
den (Kirschner & Herzig 2001). Eine Aussage dar-
Uber, ob diese férdernden Faktoren der “in situ
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BoNT C1 Toxigenese in Sedimenten Makrozoo-
benthos” jedoch im langjahrigen Verlauf von Be-
deutung sein kénnten, ist aufgrund dieser zwei-
jahrigen Untersuchung kaum moglich. Mit Hilfe
langfristiger Toxinmonitoring-Programme musste
diese Hypothese Uberprift werden. Betrachtet man
die pH und Redox Bedingungen in den untersuch-
ten Sedimenten, so kann ebenfalls ein Unterschied
zwischen LL/WL/ZL und OS/US erkannt werden.
Sowohl OS und US weisen dabei verglichen mit
den restlichen untersuchten Lacken hoéhere pH-
und Redoxwerte auf (Abb. 21, 22, 29, 30). Dies
kann zu einer geringeren Stabilitdt potenziell vorlie-
gender BoNT C1 Toxine (Grill et al. 1987), wie
auch zu einer reduzierten Mdéglichkeit des Wachs-
tums anaerober Bakterien wie Clostridien im Sedi-
ment beitragen. Grull et al. (1987) stellte etwa fest,
dass ab einem pH Wert von 8,0 BoNt C1 die biolo-
gische Wirkung reduziert und ab pH 10,0 die Wir-
kung vollig verliert.

2) Fordernde Faktoren der in situ Toxigenese in
Vogelkadavern/Maden: Die héheren Mengen an
organischem Material (Tab. 2), héheren bakteriel-
len Zellzahlen und Aktivitdten (Abb. 23, 24, 31), so-
wie gréReren Mengen an Makrozoobenthos (Abb.
25) kénnen aufgrund des erhéhten Nahrungsange-
botes zur verstarkten Attraktion von Vogelpopula-
tionen fihren. Dies kann nachhaltig erhéhte Voge-
labundanz und somit dichteabhéngige Effekte wie
erhéhte Verfugbarkeiten von Vogelkadavern pro
Flache und effizienteren Toxintransfer bewirken
und somit zum verstarkten Auftreten von Maden -
Kadaver - Zyklen fiihren. In der Tat waren die mei-
sten Kadaverfunde an der LL und WL in Bezug zu
den Vogelabundanzabschatzungen 2000/2001 zu
verzeichnen (Abb. 32). Die Regressionsanalyse
zwischen log/log transformierten Vogelabundanzen
und Kadaveranzahlen der verschiedenen unter-
suchten Lacken von 2001 und 2002 zeigte einen li-
nearen Zusammenhang (log Kadaver = 1,123 x log
Vogelabundanz — 3,15; r = 0,62; p < 0,05) mit einer
Steigung von 1,123 und liell somit einen leicht
Uberproportionalen Dichteeffekt der Kadaver in Ab-
hangigkeit von der Vogelabundanz erkennen.
Demgemal} verursachten 1000, 5000, und 10.000
Vogel im Mittel 1,7, 10,1 sowie 22 Kadaver, bezie-
hungsweise trat ein Kadaver pro 604, 495 sowie
455 Vogel auf. Diese Uberproportionalen Effekte
konnten etwa durch effizienteren Toxintransfer von
Maden zu einem Vogel in Arealen mit hoher Vogel-
abundanz passiert sein.

Zusammenhang mit meteorologischen und hydro-
graphischen Parametern: Ein Zusammenhang zwi-
schen dem Auftreten der Botulismusopfer (Vogel-
kadaver; Abb. 5) und den gezeigten meteorologi-
schen und hydrographischen Parametern (Abb. 16,
17) lasst sich aufgrund des relativ kurzen Beob-
achtungszeitraumes von 2 Jahren nur schwer her-
stellen. Um diesbezlglich fundierte Aussagen tref-
fen zu kénnen, bedarf es mehrjéhriger Monitoring-
programme, da bekannt ist und auch im National-
park Neusiedler See - Seewinkel beobachtet wur-
de, dass Botulismusepidemien in mehrjahrigen Zy-
klen auftreten (Grill & Rauer 2000). Die in den Jah-
ren 2000 und 2001 erhobenen Daten widerspre-
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Abb. 29: Box-Whisker Plots der pH-Werte des
anoxischen Sedimenthorizontes (unter 1 cm
Tiefe) der 5 Lacken (N = Anzahl der analysier-
ten Proben); Abklrzungen wie in Abb. 3.
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Abb. 30: Box-Whisker Plots der Redoxpotenzial-
werte [mV] des anoxischen Sedimenthorizon-
tes (unter 1 cm Tiefe) der 5 Lacken (N = An-
zahl der analysierten Proben); Abkirzungen
wie in Abb. 3.

chen jedoch nicht den bisher gefundenen Zusam-
menhangen, wo hdéhere Temperaturen gepaart mit
Schonwetter und geringeren Niederschlagen Botu-
lismusausbriiche férdern (Grill & Rauer 2000). Wie
in Tabelle 1 dargestellt, lagen die Lufttemperaturm-
ittel der Monate Mai - August im Jahr 2000 etwas
hoher, die Niederschlagssummen etwas niedriger
als im Jahr 2001, was mit den gefundenen Kada-
verzahlen in den beiden Jahren Ubereinstimmt
(Abb. 5). Weiters ist denkbar, dass die Windge-
schwindigkeiten einen Einfluss auf die Flugaktivitat
der Fliegen und somit die Eiablage auf Vogelkada-
vern besitzen. Niedrigere Windgeschwindigkeiten,
wie sie im Mittel im Jahr 2000 beobachtet wurden
(Tab. 1), wirden sich moglicherweise férdernd auf
die Verbreitung der Fliegen und auf die Entwicklung
toxigener Maden auswirken, wahrend bei hoheren
Windgeschwindigkeiten die Flugaktivitat der Flie-
gen gehemmt ware.
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Abb. 31: Box-Whisker Plots der bakteriellen Se-
kundéarproduktionsraten [ugC ! h-1] des ano-
xischen Sedimenthorizontes (unter 1 cm Tiefe)
der 5 Lacken (N = Anzahl der analysierten Pro-
ben; 1 Ausreiller an der LL wurde entfernt); Ab-
klrzungen wie in Abb. 3.
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Abb. 32: Regression zwischen Vogelabundanz
(pro Jahr aufsummierte, logaritmierte Abundan-
zen) und Kadaveranzahl (pro Jahr aufsum-
mierte, logaritmierte Kadaverzahlen) an den
untersuchten Lacken. Abklrzungen wie in
Abb.3.

4.8 Modellvorstellung “BoNt Toxigenese und
Vogelbotulismus” fiir den Untersuchungszeit-
raum 2000/2001

Aus dem erhobenen Datenmaterial ist es mdglich,
ein kausales Erklarungsmodell fur die Saisonen
2000/2001 zu postulieren: Die Giftbildung von BoNt
C1 passiert Giberwiegend in/auf Vogelkadavern, die
mit BoNt C1 toxigenen Sporen/Zellen kontaminiert
sind. BoNt C1 toxigene Sporen/Zellen sind dabei
entweder vor dem Tod der Vogel (Alters- oder Ka-
tastrophentod) schon im Korper oder werden da-
nach z.B. durch Aasfliegen Ubertragen. Die Konta-
minationswahrscheinlichkeit mit BoNt C1 Sporen/
Zellen ist dabei abhangig von der Umgebungskon-
zentration, d.h. Habitate mit hohem BoNt C1 Toxin-
bildungspotenzial (Lange Lacke- Wértenlackekom-

plex) sollten zu héaufigeren Kontaminationen der
Voégel bzw. einer héheren Anzahl von Kadavern
fuhren. Die Maden von Aasfliegen besitzen in der
Toxigenese und der Epidemieentstehung eine
mafigebliche Rolle. Durch ihre mechanischen
Fressaktivitdten und ihre hydrolytischen Enzyme
beschleunigen sie die Toxinproduktion und aktivie-
ren das BoNt C1 Toxin. BoNt Toxin, welches in den
Maden angereichert wird, kann durch Verbreitung
der Maden (Ausspllen in aquatische Bereiche und
zuféllige Aufnahme der Maden) oder auch durch
Direktfrall vom Kadaver (z.B. Méwen) Ubertragen
werden. Eine epidemieartige Ausbreitung kann bei
gunstiger Voraussetzung durch den Maden — Ka-
daverzyklus nachfolgend in Gang gesetzt werden.
Dartuber hinaus kann es durch die Mobilitat der V6-
gel jedoch durchaus zu einer ortlich entkoppelten
Exposition der BoNt C1 Sporen/Zellen und der To-
xinproduktion bei Anfall eines Kadavers kommen,
so wie es beispielsweise 1997 zu einem Uber-
schwappen der Epidemie vom Epizentrum LL/WL
zu US und OS Bereichen gekommen ist.

Dieses fir das Jahr 2000/2001 erstellte Er-
klarungsmodell postuliert, dass das komplexe Zu-
sammenspiel der Verfigbarkeit des Wachstums-
substrates (Vogelkadaver), vorhandene Umwelt-
konzentration an toxigenen BoNt C1 Sporen/Zel-
len, die Aktivitat der Madenentwicklung auf den Ka-
davern, sowie das Ausmal} des Transfermechanis-
mus zu den Végel, und letztendlich die Vogelabun-
danz eine bestimmende Rolle des Phanomens Vo-
gelbotulismus 2000/2001 im Gebiet der Lacken des
Seewinkels hatte. Fir die Jahre 2000/2001 konn-
ten keine Belege fir die Relevanz von Sedimenten
oder damit assoziierte Wirbellose fir die unmittel-
bare Giftbildung gefunden werden. Auch in durch-
gefuihrten Mikrokosmenversuchen konnte unter
umweltrelevanten Bedingungen keine signifikanten
Konzentrationen an Toxin gebildet werden (Kir-
schner & Herzig 2001). Da Vogelbotulismus in der
Regel in mehrjdhrigen Zyklen in Erscheinung tritt,
sind die in einer sehr begrenzten Zeitspanne erho-
benen Ergebnisse der Studie aber nur bedingt auf
langerfristige Zeitrdume extrapolierbar. Das hier
dargestellte Modell bedarf daher einer Evaluierung
Uber langere Zeitrdume hinweg, um Anpassun-
gen/Modifikationen in geeigneter Form vornehmen
zu kénnen.

4.9 Resultierende MaRnahmen

Aufgrund der erhobenen BoNt C1 Giftbildungspo-
tenziale und der damit verbundenen Konzentration
an funktionellen BoNt C1 Sporen/Zellkonzentratio-
nen toxigener Clostridien in fast allen Teilen des
Untersuchungsgebietes ist davon auszugehen,
dass unter gunstigen Umstanden (siehe unten), je-
derzeit innerhalb kirzester Zeit, ausreichend Neu-
rotoxin gebildet und Vogelbotulismusepidemien
entstehen kénnen. Neben den vorhandenen BoNt
toxigenen Clostridien sind fir eine Epidemieentste-
hung dabei besonders kritische Faktoren entschei-
dend:
» mit toxigenen Clostridien kontaminiertes tieri-
sches Wachstumssubstrat (Kadaver)
» Geschwindigkeit der Madenbildung
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» Temperatur
« Toxintransfer auf Vogelpopulation
» Grolke der Vogelabundanz

Da der manipulierbarste Faktor die Verfligbarkeit
an Kadavern darstellt, kommt diesem Parameter
fur unmittelbare praktische Mallnahmen essenziel-
le Bedeutung zu. Gemal dem dargestellten Maden
- Kadaver - Zyklus ist fur eine effiziente Minimie-
rung von Botulismus auch die Entfernung der
primédr anfallenden Kadaver (durch irgendeine To-
desursache bedingt) von malRgeblicher Bedeutung.
Die Kadaver missen, bevor es zur Madenbildung
kommt, vom jeweiligen Habitat entfernt sein. Auf-
grund der Ergebnisse 2000/2001 kann davon aus-
gegangen werden, dass im Schnitt 40 % aller ma-
denhaltigen Kadaver signifikante Mengen an BoNt
C1 Toxin enthalten! Ist es bereits zum Transfer von
toxinhaltigen Maden in das System gekommen,
kann eine Epidemie haufig nicht mehr unterbunden
werden, und Sammelaktivitaten dienen vorwiegend
dem (wichtigen!) Ziel der Schadensbegrenzung. Ei-
ne tagliche und rechtzeitige Kontrolle der Lacken-
gebiete in “potenziellen Botulismuszeiten” und das
effiziente Entfernen von Vogelkadavern kann auf-
grund dieser Zusammenhéange nicht hoch genug
bewertet werden, um ein explosionsartiges Aus-
breiten von Epidemien zu verhindern/minimieren.
Besonders zu Zeiten erhéhter AuBentemperatur
und Madenbildung ist ein sofortiges Entfernen
der Kadaver sowie der oft darunter befindlichen
Maden (!) von groBter Bedeutung. Maden auf
Kadavern in unmittelbarer Nahe zur Wasseran-
schlagslinie oder im Gewasser kann dabei beson-
dere Bedeutung zukommen, da von diesen Kada-
vern Maden leicht in das Gewasser gelangen und
so eine weite Verbreitung erfahren kénnen. Es ist
denkbar, dass unterschiedliche Bedingungen bzw.
Veranderungen der Wasserstdnde zu Erhéhung
der Wahrscheinlichkeit von Kadavern, die im Was-
ser oder Nahe zur Wasseranschlagslinie liegen,
fuhren kénnen. So kann etwa eine Uberflutung
grolerer flacher Bereiche aber auch das Austrock-
nen der Lacken (d.h. héhere Vogelabundanz pro
Wasserflache) zu solchen Erhéhungen fihren. Ein
gewisses Restrisiko wird bestehen bleiben, da Ka-
daver in unzuganglichen Schilfbereichen unent-
deckt bleiben und somit zur Toxinproduktion beitra-
gen koénnen. Dennoch sind alle Malinahmen, die
zur generellen Reduktion des Anfalls sowie zur ef-
fektiven Beseitigung von Vogelkadavern fiihren zu
fordern. Eine konsequente Beseitigung von Kada-
vern im gesamten Gebiet sollte auch langerfristig
zu einer Reduktion der BoNt C1 toxigenen Sporen
fuhren und damit das Botulismusrisiko verringern.
Neben einem effektiven Kadaver — Management
erscheint das Aufzeichnen von grundlegenden
Daten (wie schon in der Vergangenheit in vorbildli-
cher Weise von den Gebietsbetreuern des Natio-
nalparks durchgefiihrt) wahrend der Gebietstiber-
wachung und Sammelaktionen fiir ein nachhaltiges
Management wesentlich. Folgende Informationen
missen dabei erfasst werden:

» Anzahl der Kadaver

* Zustand der Kadaver

* betroffene Arten
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« Ortlichkeit des Fundes

« Stadium der Madenentwicklung

» Abstand von der Wasseranschlagslinie

» Datum, Uhrzeit und etwaige meteorologische Hin-
tergrundinformation

Auch Lackenkontrollen, die zu keinem Kadaver-
fund fuhren, sollten als solches vermerkt werden.
Stichprobenartige Nachweise von BoNt im Serum
erkrankter bzw. frischtoter Vogel sollten ebenfalls
durchgefihrt werden.

Um eine langfristige Evaluierung und Anpassung
des Modells 2000/2001 gewahrleisten (besonders
zu Zeiten erhéhter Verluste) sowie die jeweilige Si-
tuation im Nationalpark erfassen zu kénnen, er-
scheint ein BoNt Toxinmonitoring zielfihrend. Dar-
Uber hinaus wéren begleitende epidemiologische
Vogelpopulationsstudien sowie Modellierungen von
praktischer Bedeutung.

Uberdies ist davon auszugehen, dass Sediment-
bedingungen wie hohe pH-Werte direkte oder indi-
rekte minimierende Effekte auf das Ausbruchrisiko
darstellen kénnen (z.B. Sporenreduktion, geringere
Toxinstabilitdt). Eine nachhaltige Sicherung der
Lackenstandorte im klassischen Sinne (d.h.
“Salzstandort”) scheint daher zur Minimierung
des Ausbruchsrisikos beizutragen.

5. Zusammenfassung

Zielsetzung und Methodik

Ausgehend von der Studie “Okologische Untersu-
chungen am Wasservogelbotulismus im Seewinkel
(Grull et al. 1987) sollte diese Arbeit erste grundle-
gende Einblicke in die Sedimentmikrobiologie mit
spezieller Bezugnahme auf toxigene BoNt C1 (Bo-
tulinum Neurotoxin Serotyp C1) Clostridium spp. an
ausgewahlten Lackenstandorten des Nationalparks
gewdhren. Als reprasentative Lackenstandorte
wurden die Lange Lacke, die Wortenlacke, die
Zicklacke und der Ober- und Unterstinker ausge-
wahlt. Dartiber hinaus wurde eine Stelle im Schilf-
girtel des Neusiedler Sees mituntersucht. Nach ei-
ner Phase der Methodenadaptierung (1999) wur-
den chemophysikalische, limnologische sowie mi-
krobiell-6kologische Basisdaten erhoben, die in ei-
ner Charakterisierung der verschiedenen Lacken
und ihrer Sedimente resultierten (von Mai 2000 bis
September 2001). Parallel dazu wurde ein raumli-
ches und zeitliches Verteilungsmuster von in situ
Botulinum Neurotoxin Typ C1 (BoNT C1) Toxinen,
BoNT C1 Genen und BoNT C1 Giftbildungspoten-
zialen erstellt, die eine Zuordnung zu den erhobe-
nen 6kologischen Parametern ermdglichte.

Auftreten von BoNT C1 Toxinen und BoNT C1
Giftbildungspotenzialen

Extrakte von Interstitialwasser der Lackensedimen-
te (sowohl submerse als auch trockenfallende),
Makrozoobenthosproben (wirbellose Tiere der
Lackensedimente) sowie Maden von Vogelkada-
vern und Fischen wurden auf BoNT C1 Toxingehal-
te sowie auf ihr BoNT C1 Giftbildungspotenzial hin
getestet. Unter einem positiven BoNT C1 Giftbil-
dungspotenzial wird dabei verstanden, dass toxige-



ne BoNT C1 Clostridien-Sporen/vegetative Zellen
im Probenmaterial enthalten sind und unter geeig-
neten Laboratoriums-Kultivierungsbedingungen
(Fleischextraktmedium), hohen Temperaturen und
Sauerstoffausschluss BoNt C1 Toxin bilden kon-
nen. In Lackenbereichen mit historisch hohem Bo-
tulismusrisiko (LL/WL/ZL i.e. Lange Lacke, Worten-
lacke, Zicklacke) konnten wahrend der Probenter-
mine 173 Vogelkadaver auf Maden untersucht wer-
den. Dabei wiesen 66 Kadaver Madenbildung auf,
wovon ca. 40 % der madenhaltigen Kadaver mit
BoNT C1 toxinhaltigen Maden angetroffen wurden.
Die Toxin positiven Maden enthielten dabei in der
Regel groRe Mengen an BoNT C1 Toxin, sodass
unter ungunstigen Umstanden nur wenige Maden
bei oraler Aufnahme ausgereicht hatten, um signifi-
kante bis fatale Vergiftungen bei Vogeln hervorzu-
rufen. In Lackenbereichen mit historisch geringem
Botulismusrisiko (OS/US i.e. Oberstinker, Unter-
stinker) konnten wéhrend der gesamten Probenter-
mine nur bei 2 madenhaltigen Kadavern (n = 11)
keine BoNT C1 toxinhaltigen Maden angetroffen
werden. In ca. 90 % (n = 180) der untersuchten In-
terstitialwasser- und Makrozoobenthosproben
konnte kein BoNt C1 Toxin mit dem Maus-Bioassay
detektiert werden. In den restlichen ca. 10 % der
Proben konnte jedoch ein BoNT C1 Toxingehalt mit
dem Maus-Bioassay nicht ausgeschlossen werden.
Es wurden schwach positive Reaktionen bei den
Mausen festgestellt, die aufgrund der aulRerst ge-
ringen Intoxikationserscheinungen jedoch nicht ein-
deutig interpretierbar und im untersten Bereich der
Nachweisgrenze waren. Eine durchgefiihrte Expo-
sitions- und Wirkungsabschatzung zeigte, dass
diese mdoglichen Toxinmengen jedoch fiir die Situa-
tion 2000/2001 ohne 6kotoxikologische Relevanz
waren. Dariiber hinaus konnte weder Toxintransfer
vom, noch Biomagnifikation im Makrozoobentho-
skompartiment nachgewiesen werden. Es soll da-
bei erwahnt werden, dass das Interstitialwasser da-
bei um einen Faktor 10 bis 20 mittels Dialyse ein-
geengt wurde, um so eine Konzentrationssteige-
rung zu erzielen. Das Makrozoobenthos wurde aus
je 2 kg Sediment durch ein Schilammverfahren iso-
liert. Bei ca. 90 % der Lackensedimente (n = 67)
aus LL/WL/ZL Arealen konnte ein BoNT C1 Giftbil-
dungspotenzial detektiert werden. Hingegen be-
sallen nur ca. 40 % der Lackensedimente (n = 45)
aus OS/US Bereichen Giftbildungspotenziale. Vo-
gelfékalien (n = 86) besalken zu ca. 30 % und 20 %
BoNT C1 Giftbildungspotenziale von LL/WL/ZL
bzw. OS/US Arealen. Vergleicht man die Prozent-
satze an positiven Nachweisen mit anderen Habi-
taten so ist von einem hohen Durchseuchungsgrad
an BoNt Sporen/Zellen im Nationalparkgebiet aus-
zugehen, sodass es unter glinstigen Bedingungen
unmittelbar zu einer Toxinbildung kommen kann.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fir
die Saisonen 2000 und 2001 Maden von Kadavern
die dominante Toxinquelle in den diversen Lacken-
bereichen darstellten. Interstititalwasser und Wir-
bellose aus den Lackensedimenten waren flr die-
sen Zeitraum von untergeordneter Bedeutung, kén-
nen jedoch als prinzipielle Toxinquelle aufgrund der
jetzigen Datenlage nicht ausgeschlossen werden.
Interessanterweise zeigten Areale mit hohem histo-

rischem Botulismusrisiko einen deutlich erhéhten
Prozentsatz an Giftbildungspotenzialen, was auf ei-
ne Anreicherung mit toxigenen Clostridien-Spo-
ren/Zellen in diesen Gebieten hindeutet. Erhdhte
Sporenkonzentrationen in den diversen Habita-
ten/Sedimenten erhéhen dabei wiederum das Aus-
bruchsrisiko, da sie unter guten Wachstumsverhalt-
nissen, wie etwa auf Vogelkadavern unter Maden-
befall, in kiirzester Zeit Toxine produzieren kdnnen.

Okologische Lackencharakterisierung
Unterschiede zwischen den Lacken mit hohem und
geringem historischem Botulismusrisiko zeigten
sich nicht nur beim Giftbildungspotenzial sondern
auch bei einigen 6kologischen Parametern. Die
pH-Werte und Redoxpotenziale im anoxischen Be-
reich der Sedimente waren im Oberstinker und Un-
terstinker signifikant héher als in LL/WL/ZL,
wahrend die organischen Gehalte deutlich niedri-
ger waren. Damit in Zusammenhang stehend wa-
ren in OS und US die Zellzahlen heterotropher von
organischem Material lebenden Bakterien im oxi-
schen und im anoxischen Bereich der Sedimente
deutlich niedriger als in LL/WL/ZL. Ebenfalls lagen
die Wachstums- und Produktionsraten der he-
terotrophen Bakterien in OS und US vor allem im
anoxischen Bereich deutlich unter jenen der ande-
ren Lacken. Obwohl kein Beleg fiir das Wachstum
von BoNt C1 toxigenen Clostridien in “low risk”
(OS/US) als auch “high risk” (LL/WL/ZL) Arealen
wahrend 2000/2001 gefunden werden konnte, er-
scheint die Mdglichkeit des Wachstums von BoNt
C1 toxigenen Clostridien in “low risk” Arealen als
noch unwahrscheinlicher. Sollte Wachstum und
Giftproduktion von toxigenen Clostridien dennoch
vorkommen (was in 10 % der untersuchten Sedi-
mentproben nicht véllig ausgeschlossen werden
konnte: siehe oben), sind zudem in den anoxi-
schen Sedimentschichten des OS/US hohen pH-
Werte > 9 der Stabilitat potenziell auftretenden frei-
gelésten Botulismus-Neurotoxins abtréglich. Ein
weiterer wichtiger Unterschied zwischen den
Lacken mit historisch hohem und niedrigem Botu-
lismusrisiko sind die Anzahl der im Sediment vor-
kommenden Makrozoobentosorganismen, die bei
OS/US signifikant geringer waren als bei
LL/WL/ZL. Dies kann in Bezug auf das Ausbruchs-
risiko von Botulismus von Bedeutung sein, da ein
steigendes Nahrungsangebot zu einer erhdhten
Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Vogel fuhrt.

Modellvorstellung und Management

Aufgrund der erhobenen Daten konnte fur die Sai-
son 2000 und 2001 erstmals ein kausales Er-
klarungsmodell des Vogelbotulismus an den
Lacken des Seewinkels postuliert werden (siehe
Langfassung). In dieser Periode wurde der Maden-
Kadaver-Zyklus als der dominante Mechanismus
erkannt. Aufgrund des kurzen Untersuchungszeit-
raumes verglichen mit den Zyklen der Vogelbotulis-
mus-Epidemien ist jedoch eine Anpassung dieser
Modellvorstellung auf einen l&angeren Zeitraum not-
wendig. In diesem Zusammenhang sollte erwahnt
werden, dass die in der Untersuchungsperiode
2000/2001 betroffenen Vogelarten sich von denen
in den Jahren mit den massiven Ausbriichen unter-
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schieden. 2000/2001 waren hauptsachlich Méwen,
1982/83 und 1997 vor allem Entenarten betroffen;
zudem waren die absoluten Verlustzahlen wesent-
lich geringer. Dieser Unterschied sollte zukinftig in
Hinblick auf die Giltigkeit des postulierten Modells
evaluiert werden (z.B. epidemiologische Populati-
onsstudien).

Zwei wesentliche Ansatze flir ein Management zur
Reduktion des Botulismusrisikos ergeben sich aus
dem Modell 2001/2002.

Kurzfristige Aktivitdten: Eine tagliche und recht-
zeitige Kontrolle der Lackengebiete und das effizi-
ente Entfernen von Vogelkadavern kann aufgrund
dieser Ergebnisse nicht hoch genug bewertet wer-
den. Besonders zu Zeiten erhdhter Aullentempera-
tur und Madenbildung ist ein sofortiges Entfernen
der Kadaver und der oft darunter befindlichen Ma-
den von grofter Bedeutung. Maden auf Kadavern
in unmittelbarer Néhe zur Wasseranschlagslinie
kénnen leicht in das Gewasser gelangen und so ei-
ne weitere Verbreitung erfahren.
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Langfristige MaRnahmen: Aufgrund der angetrof-
fenen 6kologischen Unterschiede in den Sedimen-
ten der verschiedenen Lackenstandorte und der
differierenden  Ausbruchswahrscheinlichkeiten,
kann zur Zeit davon ausgegangen werden, dass
Sediment-Bedingungen wie hohe pH-Werte direkte
oder indirekte minimierende Effekte auf das Aus-
bruchrisiko darstellen. Eine nachhaltige Sicherung
der Lackenstandorte im klassischen Sinne (d.h.
“Salzstandort”) scheint daher zur Minimierung des
Ausbruchsrisikos beizutragen.
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7. Anhang

Anhang |: Luftbild von westlicher Wérthenlacke (oben) und Lange Lacke (unten) mit den eingezeichneten
Bereichen fir die Fakalientaxierung (griine Linie) und fiir den Verlauf der Wasseranschlagslinie (gelbe
Linie) wahrend des Untersuchungszeitraumes 2000 - 2001. Lange Lacke - nordlicher Bereich: Todes-
strand (LLTS); Lange Lacke - westlicher Bereich: Sauspitz (LLSS); Luftbild oben nach Norden orientiert.

Anhang II: Luftbild der Zicklacke mit den eingezeichneten Bereichen fir die Fékalientaxierung (grtine Linie)
und fir den Verlauf der Wasseranschlagslinie (gelbe Linie) wéahrend des Untersuchungszeitraumes
2000 - 2001. Luftbild oben nach Norden orientiert.
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Anhang llI: Luftbild des Unteren Stinkers mit
den eingezeichneten Bereichen fir die
Fakalientaxierung (grtine Linie) und far
den Verlauf der Wasseranschlagslinie
(gelbe Linie) wahrend des Untersu-
chungszeitraumes 2000 - 2001. Luftbild
oben nach Norden orientiert.

Anhang IV: Luftbild des Oberen Stinkers mit
den eingezeichneten Bereichen fur die Fa-
kalientaxierung (grine Linie) und fir den
Verlauf der Wasseranschlagslinie (gelbe Li-
nie) wahrend des Untersuchungszeitraumes
2000 - 2001. Luftbild oben nach Norden ori-
entiert.

Anhang V: Luftbild des Schilfglrtels nahe der Biologischen Station mit den
die Fakalientaxierung (griine Linie) und fur den Probennahmepunkt (gelb) wahrend des Untersu-

chungszeitraumes 2000 - 2001. Luftbild oben nach Norden orientiert.
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Richtung Primer Sequenz

Sense ToxC-625 5625CTAGACAAGGTAACAACTGGGTTAG483"

Antisense ToxC-850R 5‘850GAAAATCTACCCTCTCCTACATCAS8273°
ToxC-1049R 5'1049AATAAGGTCTATAGTTGGACCTCC10263"

Anhang VI: Oligonukleotid-Primer fir PCR Analyse des C. botulinum C1 Toxin Genfragments. Die Position
der Primer ist durch den Namen festgelegt, die Numerierung erfolgte nach dem publizierten Stamm
468 C (GenBank, no X53751) (nach: WILLIAMSON ET AL., 1999)

ToxC-625=
Initial PCR

P
ToxC-1049R
ToxC-625=

Nested PCR
S —

ToxC-850R

Anhang VII : Ablauf der Initial PCR und der Nested PCR
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Initial PCR - Mastermix

Mix 1: 8 pyl 10x PCR-Puffer Mix 2: 2,0 pl 10x PCR-Puffer
12 pl 25mM MgCI2 0,5 pl Polymerase
2 yl 10mM dNTPs 17,5 pl dd H20
12 pl 5uM Primer ToxC-625
12 pl 5uM Primer ToxC-1049R 20,0 pl Mix
2 ul BSA (20 mg/ml)
22 yl dd H20
10 ul DNA-template
80 pl Mix
Nested PCR - Mastermix
Mix 1: 8 yl 10x PCR-Puffer Mix 2: 2,0 pl 10x PCR-Puffer
12 pl 25mM MgCI2 0,5 pl Polymerase
2 yl 10mM dNTPs 17,5 pl dd H20
12 pl 5uM Primer ToxC-625
12 pl 5uM Primer ToxC-850R 20,0 pl Mix
34 pyl dd H20

3 ul DNA-template (initial PCR)

80 pl Mix
Reagenzien fiir PCR
10x PCR-Puffer: (Roche, Wien, Austria)

100mM Tris-HCI, 500 mM KCI
pH 8,3 (20°C)

MgCl2-Puffer: 25mM MgCI2 (Roche, Wien, Austria)

PCR Nucleotid Mix (ANTPs): (Roche, Wien, Austria)
10mM von jedem Nukleotid; pH 8.3

BSA: 20 mg/ml (Roche, Wien, Austria)

Polymerase: 3,5 x 103 units/ml (Expand High Fidelity PCR-System from Roche,
Wien, Austria)

Primer: ToxC-625 (VBC Genomics, Wien, Austria)
ToxC-850R (VBC Genomics, Wien, Austria)
ToxC-1049R (VBC Genomics, Wien, Austria)

Anhang VIII - Teil 1: Reaktionscocktails und Thermocycler-Prozesse
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Amplifikationsprofil

Initial PCR:
Hot Start: 95°C - 3 min (Denaturation)
80°C - 8 min (Hinzuftigen von Mix 2 inkl. Polymerase)
30 Amplifikationszyklen
Denaturation: 95°C - 30 sec

Annealing: 56°C 30 sec
Elongation: 72°C - 1min 30 sec

Nach dem letzten Zyklus
722G~ =0 mih
4°C - bis Entnahme

Bei jedem Zyklus wurde die Annealing-Temperatur um 0,1 °C reduziert (Touch-Down-Approach).

Nested PCR:
Hot Start: 80°C - 8 min (Zusatz von Mix 2 inkl. Polymerase)

15 Amplifikationszyklen

Denaturation: 95°C - 30 sec
Annealing: 56°C - 30sec
Elongation: 72°C - 1min 30 sec

Nach dem letzten Zyklus:
72°C - 10 min
4°C - bis Entnahme

Bei jedem Zyklus wurde die Annealing — Temperatur um 0,2 °C reduziert (Touch-Down-Approach).

Anhang VIII - Teil 2: Reaktionscocktails und Thermocycler-Prozesse
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Anhang IX: Adulte Lachméwe Larus ridibundus mit beginnender Ldhmung. Der Vogel kann nicht mehr ste-
hen, stltzt sich aber noch mit den Fligeln ab.

Anhang X: Spief3ente Anas acuta (Erpel im Schlichtkleid) mit fortgeschrittener Lahmung der FiiRe und Fli-
gel. Der Hals kann noch aufrecht gehalten werden, die Augen sind noch gedffnet.

Anhang Xl: Sterbende juvenile Lachméwe Larus ridibundus. Die Augen sind halb geschlossen.

44



Anhang XII: Frisch verstorbene juvenile Lachmowe Larus ridibundus. Der Kopf ist nach vorne gefallen, die
Augen sind geschlossen

Anhang XIll: Nach L&hmung des Halses folgt der Tod oft durch Ertrinken (juvenile Graugans Anser anser).

Anhang XIV: Wahrend eines Ausbruches werden die anfallenden Vogelkadaver regelméaRig aufgesammelt
und entsorgt.
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