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Ausgangssituation:

Europaweit ist eine Zunahme von Lebensmittel-
vergiftungen zu verzeichnen, die auf bakterielle
Toxine zurlickgehen. Der Report der Europai-
schen Lebensmittelbehérde EFSA vom April
2009 gibt eine 42%ige Zunahme der durch Ba-
cillus-Toxine verursachten Erkrankungen inner-
halb der EU an. Die Bedeutung von Bacillus ce-
reus fur die Lebensmittelindustrie steigt massiv,
1998 - 2000 war B. cereus bereits an bis zu
60 % der Ausbriche von Lebensmittelvergiftun-
gen in Gemeinschaftsverpflegungseinrichtungen
beteiligt. In den letzten Jahren haufen sich Be-
richte Gber durch das Toxin Cereulid verursachte
Intoxikationen. Die Aufnahme des Toxins Uber
ein kontaminiertes Lebensmittel verursacht im
besten Fall ein Erbrechenssyndrom, kann jedoch

auch schwerwiegende Erkrankungen auslésen,
die eine Hospitalisierung erfordern und in Aus-
nahmeféllen sogar tédlich verlaufen. Aufféllig
sind hohe Inzidenzraten, haufig erkranken
100 % der Konsumenten.

Ein schnelles, akkurates und kostenglinstiges
Nachweisverfahren fiir das Toxin Cereulid exis-
tiert bislang nicht. Es ist aulRerdem derzeit nur
unter erheblichem Aufwand mdglich zu bestim-
men, ob eine B.-cereus-Kontaminante in einem
Lebensmittel ein starker oder nur ein schwacher
Toxinbildner ist. Genau diese Kenntnis ist jedoch
Voraussetzung, um zu entscheiden, wie ein Be-
trieb im relativ haufigen Fall einer Belastung mit
B. cereus reagiert. Aus diesem Grund mussen
matrixunabhéangige Bestimmungsverfahren ent-
wickelt werden, die fir den Einsatz in der Routi-
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neanalytik geeignet sind und der mittelstandi-
schen Industrie eine objektive, analytische Be-
wertung der Konzentration und Toxizitat von Ce-
reulid im gegebenen Lebensmittel zu ermdégli-
chen. Aufgrund der Stabilitdt und ausgepragten
biologischen Aktivitdt von Cereulid waren Pra-
ventionsstrategien zur Hemmung der Toxinpro-
duktion wichtig. Zu diesem Zweck muss jedoch
bekannt sein, wie die Synthese des Toxins regu-
liert wird und welche Lebensmittelzusatz- bzw.
inhaltsstoffe die Toxinbildung hemmen oder
moglicherweise sogar stimulieren.

Ziel des Forschungsvorhabens war die Entwick-
lung eines schnellen und sicheren Analysever-
fahrens zur Konzentrationsbestimmung und zur
objektiven Bewertung der Toxizitdt von Cereulid
und dessen Strukturvarianten in Lebensmitteln.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Projektes wurde die Stabilisoto-
penverdinnungsanalyse fir die Quantifizierung
von Cereulid in mehreren Punkten optimiert: die
Extraktionszeit wurde signifikant und die Mess-
zeit auf unter 1 min verklrzt sowie eine Emp-
findlichkeitssteigerung um ca. Faktor 10 er-
reicht. Die erfolgreiche Validierung der
Extraktions- und Messmethode erfolgte im Rah-
men der Beteiligung zur Erstellung einer einheit-
lichen Quantifizierungsmethode durch das Euro-
paische Komitee fiir Normung (CEN). Mittels
UPLC-TOF-MS-Messung, praparativer und analy-
tischer HPLC war es mdglich, 18 Strukturhomo-
loge von Cereulid zu identifizieren und 7 zu iso-
lieren. Es konnten 4 Varianten (Variante a - d)
bestimmt werden, bei denen im Vergleich zu der
Struktur von Cereulid der Austausch einer a-
Hydroxysaure oder Aminosaure erfolgte. Fir die
Varianten f und g konnte gezeigt werden, dass
sie aus denselben Dipeptiden wie Cereulid auf-
gebaut sind, diese jedoch zum einen in anderen
Verhéltnissen und zum anderen in einer anderen
Anordnung (Sequenz der Amino- und Hydroxy-
sauren) vorliegen. Variante e zeigte im Vergleich
zu Cereulid den Austausch einer a-Hydroxysaure
kombiniert mit einem anderen Verhaltnis der
Dipeptide. Mit Hilfe von zwei Aktivitatstests
(HEp-2 Cytotoxizitdt und Membranleitfahigkeit)
wurde die Toxizitdt der Varianten im Vergleich
zu Cereulid ermittelt. Varianten b - e und g er-
wiesen sich als geringer toxisch und Varianten a
und f zeigten eine 8-fach hohere Toxizitat als
Cereulid. Fur die Quantifizierung von Cereulid in
Kombination mit sieben Strukturhomologen (Va-
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riante a - g) wurde die vorhandene Messmetho-
de ausgebaut.

Zur Aufklarung der zelluldren Lokalisation von
Cereulid wurden der Toxingehalt in verschiede-
nen Zellfraktionen quantitativ bestimmt sowie
Extraktionsversuche mit unterschiedlichen L&-
sungsmitteln durchgefiihrt. Dabei zeigte sich,
dass Cereulid vorwiegend in groRen Zellbruch-
stiicken vorhanden ist und sich effektiv von
Zelloberflachen isolieren lasst, woraus zu schlie-
Ben ist, dass sich ein groRer Teil des produzier-
ten Cereulids an der AulRenseite von B.-cereus-
Zellen befindet. Auch von aufgereinigten Sporen
konnte Cereulid extrahiert werden, womit so-
wohl Sporen als auch vegetative Zellen von B.
cereus als Toxintrager in Frage kommen und bei
der Verbreitung des Toxins, z.B. auch im Le-
bensmittelproduktionsumfeld, eine wichtige Rol-
le spielen kénnen.

Im Rahmen des Projekts konnte der Transkripti-
onsfaktor CodY als ein zentraler Regulator der
Toxinbildung identifiziert werden. CodY vernetzt
direkt den Primarstoffwechsel der Zellen mit der
Toxinbiosynthese. Verzweigtkettige Aminosau-
ren erwiesen sich hierbei als Schlisselmetaboli-
te. Diese Erkenntnis wurde genutzt, um die Ce-
reulid-Ausbeute flr Strukturanalysen und fir die
Untersuchung der unterschiedlichen Cytotoxizi-
tat von Cereulid-Strukturvarianten zu erhohen.
Ein neu generierter monoklonaler Antikérper ge-
gen die Cereulidsynthetase lieferte einen An-
satzpunkt zur Entwicklung ELISA-basierter Nach-
weissysteme. Ein Referenzset bestehend aus 80
emetischen B.-cereus-Stammen wurde zusam-
mengestellt und das Cereulidbildungsvermdégen
der Stamme mittels UPLC-ESI*-TOF-MS erfolg-
reich in Hoch-, Mittel- u. Niedrigproduzenten
eingeteilt. Begleitend durchgefiihrte Metabolom-
studien zeigten, dass sich hoch toxische und
schwach toxische Stdmme in ihren metaboli-
schen Kapazitaten unterscheiden. Dies liefert die
Moglichkeit, zukiinftig ausgewahlte Referenzme-
tabolite zur Bestimmung hoch- und niedrig-
toxinogener Stamme heranzuziehen.

Zur ldentifizierung maoglicher Cereulidsynthese-
hemmender Substanzen wurde die Wirkung von
Lebensmittelzusatzstoffe und Einzelsubstanzen
pflanzlicher Herkunft auf das Wachstum und die
Cereulidproduktion von B. cereus untersucht.
Etwa die Halfte der getesteten Substanzen zeig-
te das Potential, Bakterienwachstum und/oder
die Cereulidproduktion zu hemmen, allerdings
war die Wirkung der meisten Substanzen in
komplexen Lebensmitteln geringer bzw. pro-
duktspezifisch.
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Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Ergebnisse sind insbesondere fir die deut-
sche Milch erzeugende sowie Milch verarbeiten-
de Industrie und fir ihre Zulieferer, wie z.B. Ge-
wirz-, Gemise- und Kakaohersteller, sowie fir
Produzenten von Tiernahrungsmitteln, Lebens-
mittelzusatzstoffen und Hersteller diatetischer
Lebensmittel von Relevanz.

Die erzielten Forschungsergebnisse des Projek-
tes, insbesondere die SIDA-UPLC-MS/MS-
Methodenoptimierung und ihre Validierung, er-
moglichen den quantitativen Nachweis des hit-
zestabilen emetischen Toxins Cereulid in Le-
bensmitteln und somit eine bessere
Abschéatzung des Risikopotentials von mit B. ce-
reus kontaminierten Produkten. Durch die Identi-
fizierung von teilweise bis zu 8-fach toxischeren
Strukturvarianten, besteht nun die Madglichkeit,
das Gefahrdungspotential durch emetischen B.
cereus besser verstehen und erfassen zu koén-
nen.

Die Untersuchungen der Regulationsmechanis-
men der Cereulidproduktion auf enzymatischer,
molekularer Ebene sowie auf Proteom- und Me-
tabolom-Ebene liefern &auRerst wichtige Daten
und Einblicke zum Verstandnis der Cereulid-
Synthese. Diese Erkenntnisse werden langfristig
zur Verbesserung von Qualitdtskonzepten bei-
tragen, da sie als Meilenstein einer heutzutage
angestrebten ,Risiko-orientierte Diagnostik” im
Gegensatz zur derzeit standardisierten ,taxono-
misch-orientierten Diagnostik” gewertet werden
kénnen. Eine aktuelle Auseinandersetzung zum
Thema Verbesserungskonzepte in der B. cereus-
Diagnostik ist einem Review von EHLING-
SCHULZ und MESSELHAUSSER zu entnehmen
(siehe Publikationen). In einem umfangreichen
Hemmstoffscreening wurden Lebensmittelzu-
satzstoffe und andere Substanzen ermittelt,
welche das Wachstum und die Cereulidprodukti-
on unter Laborbedingungen und teilweise auch
im Lebensmittel selbst inhibieren. Diese Daten
kdnnen zur Entwicklung von Praventionsstrate-
gien dienen, um z.B. durch Rezepturanderungen
die Toxinproduktion in besonders gefdhrdeten
Lebensmitteln zu hemmen und somit die Pro-
duktsicherheit zu erhéhen. Die etablierte UPLC-
TOF-MS-Screening-Methode erlaubt eine schnel-
le Eingruppierung der emetischen Stamme von
B.-cereus in Hoch-, Mittel- und Niedrigtoxinpro-
duzenten, was die Risikoabschdtzung und das
Gefahrdungspotential von kontaminierten Le-
bens- und Futtermitteln fir die Produzenten be-
schleunigt und erleichtert.
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Begleitende Untersuchungen zur effektiven
Neutralisation von Cereulid bilden die Grundlage
zur Etablierung von Detoxifikationsstrategien
von Cereulid in Lebensmitteln. Kleine und mittel-
standische Unternehmen kénnen hierdurch eige-
ne langwierige und kostenintensive mikrobiologi-
sche Untersuchungen reduzieren.
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