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Ausgangssituation:

Bacillus cereus ist ein ubiquitarer Bodenkeim, der
Uber die Rohstoffe leicht in die Lebensmittelpro-
duktion mit eingebracht werden kann. Neben dem
Produktverderb besteht das Hauptproblem in der
Pathogenitat des Bakteriums aufgrund der Hitze-
resistenz der Endosporen und vor allem der To-
xinbildung. Enteropathogene Stamme l6sen Le-
bensmittelinfektionen in Form von Diarrhé aus.
Bislang gibt es keine definierten Kriterien, anhand
derer potentielle Krankheitserreger und harmlose
Stamme unterschieden werden kdénnen. Lebens-
mittelproduzierenden Unternehmen fehlt deshalb
bislang eine wissenschaftlich fundierte Entschei-
dungshilfe fur die Freigabe bzw. Sperrung kon-
taminierter Produkte.

Im Rahmen des vorangegangenen IGF-Projekts
AiF 17506 N wurde ein Set an enteropathogenen
sowie apathogenen B. cereus-Stdmmen hinsicht-
lich Préasenz, Transkription und Expression von
Virulenzfaktoren vergleichend charakterisiert. Es
wurde dabei allerdings deutlich, dass weitere Pa-
thogenitatsparameter, wie die Interaktion der Bak-
terien mit dem Wirtsmillieu sowie mit Lebensmit-
teln, eine entscheidende Rolle spielen.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, aufbauend
auf den Ergebnissen dieses Vorgangerprojekts,
eine Risikoanalyse enteropathogener B. cereus
basierend auf der Interaktion der Bakterien mit
Darmepithelzellen sowie Lebensmitteln vorzu-
nehmen. Zur Erstellung eines ganzheitlichen Risi-
kobewertungsschemas sollten Parameter, wie
Motilitat, Auskeimungs- und Adhé&sionsfahigkeit,
und die Sekretion von Toxinen und Markerprotei-
nen unter simulierten Darmbedingungen, verglei-
chend untersucht werden.

Forschungsergebnis:

Die Untersuchungen ergaben, dass Matilitat, Aus-
keimung sowie Adhé&sion an Darmepithelzellen
stark stammspezifisch waren. Stark und schwach
toxische Stdmme unterschieden sich anhand die-
ser Parameter nicht. Dennoch kdénnen diese Fa-
higkeiten wichtige zusétzliche Virulenzfaktoren
sein. Die Toxinbildung aller getesteten Stamme
wurde unter simulierten Darmbedingungen ange-
regt. Der bislang unbekannte Faktor wird von den
Zellen bereits vor Kontakt mit B. cereus sezer-
niert, ist kleiner als 3 kDa und hitzestabil.
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Durch eine Gesamt-RNA-Sequenzierung sowie
Analysen des Surfaceoms wurden neue, putative
Marker identifiziert. Diese sind verschiedene
Exoproteasen, Collagenase, Flagellin,  S-Layer
sowie ,Moonlight‘-Proteine. Starke Toxinprodu-
zenten zeigten bereits nach kurzer Zeit eine hohe
(Metallo-)Proteaseaktivitdat, schwache Toxinpro-
duzenten eine sehr geringe. Deutliche Unter-
schiede konnten auch im Exoproteasemuster und
in der caseinolytischen Aktivitdt nachgewiesen
werden. Das System zur Anzucht unter simulier-
ten Darmbedingungen wurde getestet und fiir rou-
tinetauglich befunden. Die Marker, die bislang mit-
tels ELISA oder in Blots detektiert werden kénnen,
sind die Enterotoxine Nhe und Hbl, Sphingomyeli-
nase, Phospholipase C, Collagenase, die Me-
talloproteasen InhAl und NprA, Flagellin sowie
weitere Proteasen. In Sekretomstudien konnten
NheB, Sphingomyelinase und Phospholipase C
als fur hochtoxische Stamme charakteristische
Proteine identifiziert und mittels Western/Slot-
Blots bestéatigt werden.

Sporen aller Stamme Uberlebten die Magenpas-
sage stammspezifisch fir mindestens 1 h. In Ma-
gensaft versetzt mit Folgemilch Uberlebten die
Sporen kaum, gefolgt von lactosefreier Milch,
Milchreis, 1,5 %, 3,5 % Milch, Sahne und Mascar-
pone. Nach Zugabe der Lebensmittel sank auch
die toxische  Wirkung der B. cereus-
Kulturiberstande, da Lebensmittel- (vor allem
Milch-) Komponenten an die einzelnen Enteroto-
xinkomponenten banden und somit vermutlich ih-
re Interaktion blockierten.

Fir eine umfassende Risikobewertung mussen
die Eigenschaften der kontaminierten Lebensmit-
tel, die Keimzahl, sowie alle Pathogenitéatspara-
meter eines B. cereus-Isolats berlcksichtigt wer-
den, die im Rahmen dieses Vorhabens und des
Vorlauferprojekts ermittelt wurden. Da letztere Pa-
rameter z.T. nur durch aufwandige Tests unter-
sucht werden kénnen, werden diese durch einen
Schnelltest ersetzt, der die Enterotoxine sowie
zusatzliche hier ermittelte Virulenzfaktoren detek-
tiert. Es konnte gezeigt werden, dass das neu
entwickelte Immuno-Slot-Blot-System prinzipiell
zur Toxizitatsbeurteilung geeignet ist. Es kann
daher als Grundlage zur Entwicklung von neuen,
verbesserten Schnelltests zur Abschatzung des
enterotoxinogenen Potentials von B. cereus-
Stammen dienen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Es existieren keine statistischen Erhebungen tber
den durch B. cereus bundesweit entstehenden
Schaden fir die Milchindustrie, allerdings bewegt
sich dieser nach Schéatzungen von Industrievertre-
tern pro Jahr zweifellos im zweistelligen Millio-
nenbereich. Zum einen werden Lebensmittel, die
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nur gering oder mit nicht gesundheitsgeféhrden-
den B. cereus kontaminiert sind, umsonst vernich-
tet, was gerade fur kleine und mittelstindische
Unternehmen einen immensen wirtschaftlichen
Schaden bedeuten kann. Zum anderen kann eine
Kontamination mit gesundheitsgefahrdenden
B. cereus einen Lebensmittelinfektionsausbruch
nach sich ziehen, was neben dem Verlust des
Verbrauchervertrauens auch rechtliche Konse-
quenzen fir die Hersteller hat.

Ein quantitativer Schnelltest fur B. cereus-Toxine
sowie Virulenzfaktoren und ein belastbares Risi-
kobewertungsschema sind also fir die Unterneh-
men unabdingbar. Im Rahmen des Vorhabens
wurden Virulenzfaktoren identifiziert sowie Tests
zu deren Nachweis etabliert. Zusatzlich flieBen
Parameter, wie die Keimzahl, und das belastete
Lebensmittel selbst mit ein. Hiermit wurde die Ba-
sis zur Bewertung von Gefahren fir die Verbrau-
chergesundheit geschaffen. Der wirtschaftliche
Vorteil fir die Unternehmen liegt dabei vor allem
in der schnellen, auf objektiven Daten beruhenden
Entscheidung hinsichtlich Freigabe oder Sperrung
von Produktchargen.

Von den Ergebnissen profitieren vor allem milch-
erzeugende und milchverarbeitende Betriebe,
aber auch Unternehmen aus anderen Lebensmit-
telsparten, wie der Gewirz-, Gemise- und SUR-
warenindustrie sowie auch Hersteller von Conve-
nience-Produkten, Lebensmittelzusatzstoffen oder
diatetischen Lebensmitteln. Gleiches gilt fir Her-
steller von Sauglings- und Kleinkindernahrung,
Teigwaren, Backwaren und Cerealien.
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